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FORMULACION PARA ANTICUERPO ANTI-0437

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad respecto a la Solicitud Provisional de
Estados Unidos 61/544.054, presentada el 6 de octubre de 2011, y la Solicitud
Provisional de Estados Unidos 61/481.522, presentada el 2 de mayo de 2011. El
contenido completo de las solicitudes anteriores se incorpora en la presente
memoria por referencia.
LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se presenté en
formato ASCIlI 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 92596603.txt y tiene un tamafo de 16,986 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 mas complejas que los farmacos
organicos e inorganicos tradicionales (es decir, que poseen multiples grupos
funcionales ademas de estructuras tridimensionales complejas), la formulacién de
dichas proteinas plantea problemas especiales. Para que una proteina continte
siendo biolégicamente activa, una formulacién debe conservar la integridad
conformacional de al menos una secuencia de nucleo de los aminoacidos de la
proteina, protegiendo al mismo tiempo los mditiples grupos funcionales de la
proteina de la degradacién. Las proteinas pueden experimentar una falta de
estabilidad, y los anticuerpos monoclonales y policlonales en particular pueden ser
relativamente inestables (Véase, por ejemplo, Wang, et al., J. Pharm Sci. 96: 1-26

(2007)). Estan disponibles un gran numero de opciones de formulacion, y una sola
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estrategia o sistema no es adecuada para todas las proteinas. Se han descrito
varios factores a tener en cuenta (Véase, por ejemplo, Wang et al.).

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 formulacion de dichos
sistemas. Ademads, los excipientes incluidos en formulaciones de anticuerpo
preferentemente minimizan cualquier respuesta inmunitaria potencial.

En el caso de anticuerpos, la conservacion de la integridad conformacional es
incluso mas importante. Las rutas de degradacién para proteinas pueden implicar
una inestabilidad quimica (es decir, cualquier proceso que implique la modificacién
de la proteina por formacién o escision 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 inestabilidad quimica se manifiesta, por
ejemplo, en la desamidacién, isomerizacién, hidrélisis, oxidacion, fragmentacion,
eliminaciéon de beta-glicanos o intercambio de disulfuros. La inestabilidad fisica
puede ser el resultado de la desnaturalizacién, agregacion, precipitacion o
adsorcioén, por ejemplo. Las cuatro rutas de degradacion de proteinas mas comunes
son la fragmentacién, la agregacién, la desamidacién y la oxidacion 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 la terapia debido a, por ejemplo, irritacidn o reactividad inmunolégica, y una
fabricacién mas frecuente debido a una vida Util corta.

Varias publicaciones han descrito en general diversos metodos de
tratamiento de enfermedades inflamatorias del intestino y han proporcionado
esquemas de dosificacién para la administracion de agentes disefiados para tratar la
enfermedad inflamatoria del intestino. Por ejempio, el documento WO 96/24673

describe adresinas vasculares de la mucosa y el tratamiento de enfermedades
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asociadas con el reclutamiento de leucocitos hacia el tracto gastrointestinal como
resultado de la union de leucocitos a células que expresan MAdCAM. El documento
U.S. 2005/0095238 describe métodos de tratamiento de una enfermedad asociada
con la infiltracion con leucocitos de tejido mucoso y la administracion 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
a4p7. El 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) y 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-a4p7 o las dosis Yy
regimenes de dosis especificos descritos y reivindicados en la presente memoria.
Lo que es mas importante, en las patentes mencionadas anteriormente no describen
formulaciones, dosis ni regimenes de dosis que hacen posible los métodos de
tratamiento (confirmados por datos de ensayos clinicos) descritos y reivindicados en
la presente memoria.

Las formulaciones de anticuerpo de [a presente invencion pueden ser Utiles
para inhibir la unién de leucocitos a células que expresan MAdCAM vy, 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 dosificacion adecuados de estos compuestos, y de desarrollar
formulaciones, preferentemente formulaciones subcutaneas, 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
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La invencién se refiere a la identificacion de un antioxidante o quelante y al
menos un aminoacido como excipientes Utiles para formular formulaciones de
anticuerpo anti-a4p7, cuya inestabilidad las hace susceptibles a la desamidacion,
oxidacion, isomerizacién y/o agregacion. La formulacion mejora su estabilidad,
reduce la formaciéon de agregados y retrasa la degradacion del anticuerpo en la
misma.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencion se refiere a una formulacion
farmacéutica liquida estable que comprende una mezcla de un anticuerpo anti-a4p7,
un antioxidante o quelante y al menos un aminoacido libre.

En algunas realizaciones, la formulaciéon farmacéutica liquida estable tiene
menos de aproximadamente el 1,0% de formacion de agregados después de 12
meses a temperatura ambiente. La formulacién farmacéutica liquida estable puede
tener menos de aproximadamente el 0,2% de formacion de agregados después de
12 meses a temperatura ambiente.

En algunas realizaciones, el antioxidante o0 quelante es citrato. En algunas
realizaciones, el quelante es EDTA.

En algunas realizaciones, el aminoacido libre de la formulacion es histidina,
alanina, arginina, glicina, acido glutamico o cualquier combinacién de los mismos.
La formulacibn puede comprender entre aproximadamente 50 mM vy
aproximadamente 175 mM de aminoacido libre. La formulacién puede comprender
entre aproximadamente 100 mM y aproximadamente 175 mM de aminoacido libre.
La proporcion de aminoacido libre respecto a la proporcién molar de anticuerpo
puede ser de al menos 250:1.

La formulacién también puede contener un tensioactivo. El tensioactivo
puede ser polisorbato 20, polisorbato 80, un poloxamero o cualquier combinacién de
los mismos.

En algunas realizaciones, la proporcion molar del antioxidante respecto al
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tensioactivo es de aproximadamente 3:1 a aproximadamente 156:1.

La formulacién puede tener un pH de entre aproximadamente 6,3 y
aproximadamente 7,0. El pH de la formulacién puede estar entre aproximadamente
6,5 y aproximadamente 6,8. La formulacion puede tener un pH de entre
aproximadamente 6,1 y aproximadamente 7,0, o de entre aproximadamente 6,2 y
6,8.

En algunas realizaciones, la formulacién farmacéutica liquida estable
contiene de al menos aproximadamente 60 mg/ml a aproximadamente 160 mg/mi
de anticuerpo anti-a4p7. La formulaciéon puede contener al menos aproximadamente
160 mg/ml de anticuerpo anti-a4p7. La formulaciébn puede contener de
aproximadamente 150 a aproximadamente 180 mg/ml de anticuerpo o
aproximadamente 165 mg/ml de anticuerpo.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una formulacién farmaceéutica
liquida estable que comprende de al menos aproximadamente 60 mg/ml a
aproximadamente 160 mg/ml de anticuerpo anti-a4p7, un agente tamponante y al
menos aproximadamente 10 mM de citrato. El agente tamponante puede ser un
tampén de histidina.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una formulacion farmacéutica
liquida estable que comprende de al menos aproximadamente 60 mg/ml a
aproximadamente 180 mg/ml de anticuerpo anti-a4B7, un agente tamponante y al
menos aproximadamente 5 mM de citrato. El agente tamponante puede ser un
tampén de histidina.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una formulacién farmacéutica
liquida estable que comprende al menos aproximadamente 160 mg/ml de anticuerpo
anti-a4p7 y al menos aproximadamente 10 mM de citrato. La formulacion puede
contener ademas polisorbato 80.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una formulacién farmacéutica
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liquida estable que comprende aproximadamente 160 mg/ml de anticuerpo anti-
a4p7 y al menos aproximadamente 5 mM de citrato. La formulacién puede contener
ademas polisorbato 80.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una formulacion farmacéutica
liquida estable que comprende una mezcla de anticuerpo anti-adf7, citrato,
histidina, arginina y polisorbato 80. La formulacion puede estar presente en un
recipiente, tal como un vial, cartucho, jeringa o autoinyector.

El anticuerpo anti-a4B7 en la formulacion farmaceéutica liquida estable de la
invencion puede ser vedolizumab. La formulacién de la invencién puede ser para
administraciéon subcutanea, intravenosa o intramuscular.

En algunos aspectos, la formulacién puede minimizar la inmunogenicidad del
anticuerpo anti-a437.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método de tratamiento de la
enfermedad inflamatoria del intestino, que comprende administrar a un paciente que
lo necesite la formulacion farmacéutica liquida estable descrita en la presente
memoria. La administracion puede ser una administracion subcutdnea. La
administracion puede ser una autoadministracion.

En otro aspecto mas, la invencién se refiere a un articulo de fabricacién, que
comprende un recipiente, una formulacién farmacéutica liquida estable descrita en
la presente memoria e instrucciones para su uso.

En un aspecto, la 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 al
antigeno de la misma, que tiene especificidad de unién por la integrina a4p7
humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno

de la misma se administra al paciente de acuerdo con el régimen de dosificacién
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siguiente: (a) dosis iniciales, por ejemplo, en un régimen de tratamiento de fase de
induccién, de 165 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de union al
antigeno de la misma como una inyeccién subcutanea dia si dia no durante seis
dosis; (b) seguidas en la semana seis de una séptima dosis y dosis posteriores, por
ejemplo, en un régimen de tratamiento de fase de mantenimiento, de 165 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma como
una inyeccién subcutanea cada dos semanas o cada cuatro semanas segun sea
necesario; en el que el régimen de dosificacién induce una respuesta clinica y 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 a4B7, en el que la region de union al
antigeno comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1,
CDR2 y CDR3) de una region variable de cadena ligera y tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una region
variable de cadena pesada de la secuencia de aminoacidos 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 un aspecto, la invencion 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 al
antigeno de la misma, que tiene especificidad de union por la integrina o437
humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno
comprende una regién de unién al antigeno de origen no humano y al menos una
porcion de un anticuerpo de origen humano, en el que la inmunoglobulina

humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se administra al paciente

\O
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de acuerdo con el régimen de dosificaciéon siguiente, que comprende una fase de
induccién de dosis intravenosas y una fase de mantenimiento de dosis subcutaneas:
(@) una dosis intravenosa inicial de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o
fragmento de unién al antigeno de la misma como una infusién intravenosa; (b)
seguida de una segunda dosis intravenosa posterior de 300 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma como
una infusién intravenosa a aproximadamente dos semanas después de la dosis
inicial; (c) seguida de, comenzando en las semanas seis, una tercera dosis y dosis
posteriores de 165 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma como una inyeccién subcutanea cada semana, cada dos
semanas, cada tres semanas o cada cuatro semanas segun sea necesario; en el
que el régimen de dosificaciéon induce una respuesta clinica y la remision 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 a4p7, en el que la regién de unién al antigeno comprende
tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una
region variable de cadena ligera y ftres regiones determinantes de
complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una regién variable de cadena
pesada de la secuencia de aminoacidos expuesta a continuacion: 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 invencién se refiere a un régimen de dosificacion para el
tratamiento terapéutico de la enfermedad inflamatoria del intestino, en el que el
régimen de dosificacién comprende la etapa de: administrar a un paciente que
padece una enfermedad inflamatofia del intestino una inmunoglobulina humanizada
o fragmento de unidn al antigeno de la misma que tiene especificidad de union por

la integrina a437 humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
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union al antigeno comprende una regién 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 unién al antigeno de la misma se
administra al paciente de acuerdo con un régimen de dosificacién subcutaneo o
intramuscular que mantiene una concentraciéon en suero valle en estado
estacionario media de la inmunoglobulina o fragmento de union al antigeno de la
misma de aproximadamente 9 a aproximadamente 13 ug/mi; en el que el régimen
de dosificacion induce una respuesta clinica y 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 a4p7, en el que la region de unién al antigeno comprende tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una region
variable de cadena ligera y tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR1, CDR2 y CDR3) de una regién variable de cadena pesada de la secuencia
de aminoacidos 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 invencién se refiere a un régimen de dosificacion para el
tratamiento terapéutico de la enfermedad inflamatoria del intestino, en el que el
régimen de dosificacion comprende la etapa de: administrar a un paciente que
padece una enfermedad inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada
o fragmento de unién al antigeno de la misma que tiene especiﬁcidad de unién por
la integrina a:4B7 humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
uniéon al antigeno comprende una region de unién al antigeno de origen no humano
y al menos una porcion de un anticuerpo de origen humano, en el que la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de union al antigeno de la misma se

administra al paciente de acuerdo con un régimen de dosificacion subcutaneo o
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intramuscular que mantiene una concentracion en suero valle en estado
estacionario media de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma aproximadamente 35 a aproximadamente 40 ng/ml; en el que
el régimen de dosificaciéon induce una respuesta clinica y 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 a4B7, en el que la regién de unidén al antigeno comprende
tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una
region variable de <cadena ligera y tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una region variable de cadena
pesada de la secuencia de aminoacidos expuesta a continuacion: 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 invencién se refiere a un método de tratamiento de un
paciente humano que padece 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 al antigeno de la misma que tiene especificidad de union por la integrina
o4pB7 humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno
comprende una regiéon de unién al antigeno de origen no humano y al menos una porciéon de un
anticuerpo de origen humano, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma se administra al paciente de acuerdo con €l siguiente régimen de
dosificacion: (a) una pluralidad de dosis de fase de induccidén de la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma suficiente para conseguir
una concentracion en suero valle media de aproximadamente 20 a
aproximadamente 30 ug/ml de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién

al antigeno de la misma en aproximadamente seis semanas desde la dosificacién
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inicial; (b) seguido de una pluralidad de dosis de fase de mantenimiento de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma segun
sea necesario para mantener una concentracién en suero valle en estado
estacionario media de aproximadamente 9 a aproximadamente 13 ug/ml o de
aproximadamente 35 a 40 ug/ml de la inmunoglobulina o fragmento de unién al
antigeno de la misma; en el que el régimen de dosificacién induce una respuesta clinica y 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 «4p7, en el que la regidén de union al antigeno
comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 vy
CDR3) de una regién variable de cadena ligera y tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una region variable de cadena
pesada de la secuencia de aminoacidos expuesta a continuacion: 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, la formulacién, el método de tratamiento, la dosis y/o el
régimen de dosis aseguran una probabilidad minima de que un paciente desarrolle
anticuerpos reactivos contra el anticuerpo anti-a437.

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 dosificacion puede dar como resultado la cicatrizacién de la

mucosa en pacientes que padecen una colitis ulcerosa de moderada a gravemente
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activa.

E! paciente puede haber recibido previamente tratamiento con al menos un
corticosteroide para la enfermedad inflamatoria del intestino. El paciente puede
recibir al mismo tiempo tratamiento con al menos un corticosteroide para la
enfermedad inflamatoria del intestino. El régimen de dosificacion puede dar como
resultado una reduccién, eliminacién o reduccién y eliminacion del uso del
corticosteroide por el paciente.

En algunos aspectos, la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién
al antigeno de la misma se administra en una forma de dosificacion final a una
concentracion de entre aproximadamente 1,0 mg/ml y aproximadamente 1,4 mg/ml.
La inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma
puede administrarse en una forma de dosificacién final de aproximadamente 1,2
mg/ml.

En algunos aspectos, la inmunoglobulina humanizada o fragmento de union
al antigeno se administra en una forma de dosificacion final que tiene una cantidad
de anticuerpo anti-a4p7 de entre aproximadamente 70 y aproximadamente 250 mg,
de entre aproximadamente 90 y aproximadamente 200 mg, de entre
aproximadamente 150 y aproximadamente 180 mg, o de al menos 160 mg.

En algunos aspectos, el régimen de dosificacion no altera la proporcion de
CD4 respecto a CD8 en el liquido cefalorraquideo de los pacientes que reciben
dicho tratamiento.

E! paciente puede ser una persona de 65 afios 0 mas de edad y no requiere
ningun ajuste del régimen de dosificacion.

En algunos aspectos el método de tratamiento con la formulacion de
anticuerpo anti-a4p7, la dosis o el régimen de dosis pueden minimizar la
inmunogenicidad del anticuerpo anti-a437.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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La FIG. 1 es una ilustracién de una secuencia de nucleétidos (SEC ID N°: 1)
gue codifica la cadena pesada de una inmunoglobulina anti-a437 humanizada, y la
secuencia de aminodacidos deducida de la cadena pesada (SEC ID N° 2). La
secuencia de nucleétidos contiene sitios de clonaciéon (minusculas), secuencia de
Kozak (mayusculas, nucleétidos 18-23 de la SEC ID N° 1) y secuencia lider
(minasculas, nucleétidos 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 nucleétidos son los
nucledtidos 24-1433 de la SEC 1D N°: 1.

La FIG. 2 es una ilustracién de una secuencia de nucledtidos (SEC ID N°: 3)
que codifica la cadena ligera de una inmunoglobulina humanizada denominada en la
presente memoria vedolizumab, y la secuencia de aminoacidos deducida (SEC ID
N° 4) de la cadena ligera. La secuencia de nucleétidos contiene sitios de clonacién
(minasculas), secuencia de Kozak (mayusculas, nucleétidos 18-23 de la SEC ID N°:
3) y secuencia lider (minusculas, nucleétidos 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
nucleétidos son los nucledtidos 24-737 de la SEC 1D N°: 3.

La FIG. 3 es un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de (A) la
cadena ligera humanizada madura (aminoacidos 20-238 de la SEC ID N° 4) de la
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 relacién con LDP-
02, véase el documento WO 98/06248 y Feagan et al.,, N. Eng. J. Med. 352: 2499-
2507 (2005)). Feagan et al. describen un estudio clinico de LDP-02, pero en el
articulo se refieren al LDP-02 como MLNO2). El alineamiento ilustra que las
secuencias de aminodacidos de las 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 aminoéacidos de (A) una
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region constante de cadena ligera kappa humana genérica (SEC ID N° 6) y (B) una
region constante de cadena ligera kappa murina genérica (SEC ID N°: 7). Los restos
de aminoacidos Thr y Val (que estan presentes en las posiciones 114 y 115 de la
cadena ligera madura de vedolizumab (aminoacidos 133 y 134 de SEC ID N° 4))
estan presentes en la regiéon constante de la cadena ligera kappa humana, mientras
que los restos de aminoacidos Ala y Asp (que estan presentes en las posiciones 114
y 115 de la cadena ligera madura de LDP-02 (SEC ID N°: 5)) estan presentes en la
region constante de la cadena ligera kappa de ratéon.

La FIG. 5 es un mapa del vector pLKTOK38D (también denominado
pTOK38MLNO2-TV), que codifica la cadena pesada humanizada y la cadena ligera
humanizada de MLNO2, y es adecuado para producir vedolizumab en células CHO.
(Véase la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2004/0033561
A1 que describe el pLKTOKS38. El pLKTOK38D es una variante del pLKTOK38 en la
que los sitios de restriccidn indicados en el mapa flanquean la secuencia que
codifica la regién variable de cadena ligera).

La FIG. 6 muestra la pendiente de formacién de agregados por SEC (% por
dia) como resultado de cambios en la concentracion de proteina, el pH y la
proporcidon molar de tensioactivo:proteina. A un intervalo de pH de 6,0 a 6,5, la
formacién de agregados era similar para la formulacion con el intervalo de
proporcion molar de polisorbato 80:proteina de 0,7 a 1,5.

La FIG. 7 es una grafica que muestra que a proporciones molares de
polisorbato 80:proteina superiores a 1,5, la velocidad de formaciéon de agregados
aumenta a medida que aumenta el pH.

La FIG. 8 es una grafica que muestra el efecto de excipientes sobre la
formacién de agregados. Se afiadié citrato 25 mM, citrato 5 mM, EDTA. 5 mM,
cisteina 25 mM o cisteina 5 mM a las formulaciones. Los tres excipientes redujeron

la formacién de agregados.
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La FIG. 9 es un conjunto de graficas que muestra la reduccion en la
formacién de agregados con la presencia de citrato 25 mM en la formulacion, y una
correlacidon entre una concentracion de proteina aumentada y una velocidad de
formacion de agregados aumentada.

La FIG. 10 es una grafica que muestra los resultados de la degradacion de
especies por CEX a 40°C. Los datos muestran la influencia del cambio de pH sobre
la degradacion por CEX.

La FIG. 11 es una grafica que muestra el efecto de la temperatura sobre el
pH de las formulaciones. El pH de las formulaciones que contienen histidina
disminuye con la temperatura, mientras que el pH de las formulaciones con citrato
no se ve afectado por la temperatura.

La FIG. 12 es una grafica que muestra el porcentaje de isoforma principal por
CEX a lo largo de un periodo de doce meses. Las formulaciones que tenian un pH
de 6,0-6,2 mostraron aproximadamente el 1-2% menos isoforma principal que las
formulaciones que tenian un pH de 6,3-6,4.

La FIG. 13 muestra un conjunto de graficas que demuestran que la
viscosidad se ve afectada principalmente por la concentracién de proteina y el pH.
Se demuestra que las adiciones de sacarosa, histidina y arginina tienen un efecto
minoritario sobre la viscosidad de la formulacién.

La FIG. 14 muestra las secuencias de aminoacidos de (A) la regién variable
de cadena ligera kappa del anticuerpo GM607’CL humano maduro y (B) la regién
variable de la cadena pesada del 21/28'CL humano.

La FIG. 15 muestra componentes de un producto proteico en una jeringa
precargada.

Las FIGS. 16A-B muestran el efecto de (A) la concentracion de proteina y (B)
la viscosidad sobre la fuerza de inyeccion de diversas jeringas ensayadas.

La FIG. 17 (A) muestra la fuerza de deslizamiento inicial en funcién de la

(5
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concentracion de proteina y del tamafio de aguja. La FIG. 17 (B) muestra la fuerza
de deslizamiento inicial para cada fabricante de jeringa y tamaro de aguja.

La FIG. 18 muestra el perfil de absorcién del vedolizumab. La grafica muestra
que las concentraciones de las dosis intramuscular y subcutanea generalmente se
superponen. No existen diferencias macroscépicas aparentes en los perfiles de
absorcion de estas vias de administracion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién se refiere a una formulaciéon farmacéutica que comprende
anticuerpos anti-a4p7. La formulacién farmacéutica puede ser una mezcla que
comprende un antioxidante o quelante (por ejemplo, citrato), anticuerpo anti-a4837 y
un aminoacido libre. La formulacion farmacéutica puede estar en forma sdlida o
liquida.

Definiciones

La expresion “formulacién farmacéutica® se refiere a una preparacion que
contiene un anticuerpo anti-a4B7 en una forma tal para permitir que la actividad
biolégica del anticuerpo sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales que
sean inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Una formulacion “estable” es una en la que el anticuerpo en la misma
conserva sustancialmente su estabilidad fisica y/o su estabilidad quimica y/o su
actividad biolégica tras el aimacenamiento. En un aspecto, la formulacion conserva
sustancialmente su estabilidad fisica y quimica, asi como su actividad biologica tras
el almacenamiento. El periodo de almacenamiento se selecciona generalmente
basandose en la vida util deseada de la formulacién. Estan disponibles en la materia
diversas técnicas analiticas para medir la estabilidad de proteinas y se revisan, por
ejemplo, en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N. Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev.

10: 29-90 (1993). La estabilidad puede medirse a una temperatura seleccionada
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durante un periodo de tiempo seleccionado. Por ejemplo, la formulacion liquida es
estable a aproximadamente 40°C durante al menos aproximadamente 3 dias, 5
dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas o 6 semanas. En
otro aspecto, la formulacion liofilizada es estable a aproximadamente 40°C durante
al menos aproximadamente 2-4 semanas, 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. La
formulacién liquida y/o liofilizada en otro aspecto es estable a aproximadamente 5°C
y/o 25°C durante al menos aproximadamente 1 mes, 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, o al
menos aproximadamente 36 meses; y/o estable a aproximadamente -20°C y/o -
70°C durante al menos aproximadamente 1 mes, 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. Ademas, la formulacion liquida puede ser
estable en algunas realizaciones después de la congelacion (a, por ejemplo, -80°C)
y descongelacion, por ejemplo, después de 1, 2 o 3 ciclos de congelacién y
descongelacion.

La estabilidad de una formulacién liquida puede evaluarse cualitativamente
y/o cuantitativamente de una diversidad de formas diferentes, incluyendo la
evaluacion de la formacion de dimeros, multimeros y/o agregados (por ejemplo,
usando cromatografia de exclusidén por tamaro (SEC), espectrometria de masas de

ionizacion por desorcion con laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF
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MS), ultracentrifugaciéon analitica, dispersién de luz (espectroscopia de correlacion
de fotones, dispersion de luz dindmica (DLS), dispersién de luz estatica, dispersion
de luz laser multidngulo (MALLS)), formacion de imagenes microscépicas basada en
flujo, recuento de la impedancia electrénica (coulter), oscurecimiento de luz u otro
sistema de recuento de particulas liquidas, por medicién de la turbidez y/o por
inspeccion visual); por evaluaciéon de la heterogeneidad de carga usando
cromatografia de intercambio catidénico (CEX), concentracion isoeléctrica (IEF), por
ejemplo, técnica capilar (clEF), o electroforesis zonal capilar; analisis de secuencia
amino-terminal o carboxi-terminal; andlisis espectrométrico de masas,; analisis de
SDS-PAGE o SEC para comparar anticuerpo fragmentado, intacto y multimérico (es
decir, dimérico, trimérico, etc.); analisis de mapa peptidico (pof ejemplo, triptico o
LYS-C); evaluacién de la actividad biolégica o de la funcién de unién al antigeno del
anticuerpo; y similares. La estabilidad de una formulacién en estado sélido también
puede evaluarse cualitativamente y/o cuantitativamente de una diversidad de formas
diferentes, incluyendo ensayos directos, tales como identificacién de la estructura
cristalina por Difraccién de Rayos X de Polvo (XRPD); evaluacion de la estructura
de anticuerpo en el estado sélido usando Espectroscopia Infrarroja Transformada de
Fourier (FTIR); y mediciéon de transiciones térmicas en el sélido liofilizado (fusion,
transicion vitrea, etc.) usando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y ensayos
indirectos tales como medicién del contenido de humedad mediante el ensayo de
Karl Fisher, por ejemplo, para extrapolar la probabilidad de inestabilidad quimica a
través de la hidrolisis. La inestabilidad puede implicar uno o mas de cualquiera de:
agregacion (por ejemplo, agregacion soluble no covalente, agregacion soluble
covalente (por ejemplo, reorganizacién/desorden de enlaces disulfuro), agregacion
insoluble), desamidacién (por ejemplo, desamidacion de Asn), oxidacion (por
ejemplo, oxidacién de Met), isomerizaciéon (por ejemplo, isomerizacion de Asp),

recorte/hidrélisis/fragmentacion (por ejemplo, fragmentacion de la region bisagra),
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formacion de succinimida, extensién N-terminal, procesamiento C-terminal,
diferencias de glicosilacion y similares.

Un anticuerpo monoclonal “desamidado” es uno en el que uno 0 mas restos
de asparagina o glutamina se han derivatizado, por ejemplo, a un acido aspartico o
a un acido isoaspartico.

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

Un anticuerpo que es “susceptible a la oxidaciéon® es un anticuerpo que
comprende uno 0 mas restos que se ha visto que tienen tendencia a la oxidacion.

Un anticuerpo que es “susceptible a la agregacién” es uno que se ha visto
que se agrega con otra molécula o moléculas de anticuerpo, especialmente tras la
congelacion, calentamiento, secado, reconstitucion y/o agitacion.

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

Por “reduccion de la desamidacién, oxidacién, agregacion o fragmentacién”
se pretende significar prevenir o disminuir (por ejemplo, hasta el 80%, 60%, 50%,
40%, 30%, 20% o 10% de) la cantidad de desamidacidén, agregacion o
fragmentacioén respecto al anticuerpo monoclonal formulado a un pH diferente o en
un tampén diferente.

Un “agregado”, “agregado por SEC” o “agregado soluble” es mas de uno y
menos de o igual a diez proteinas y/o fragmentos de anticuerpo asociados entre si a
través de interacciones covalentes, idnicas o hidréfobas para formar un cuerpo
proteico de mayor tamaro.

Un “agregado insoluble” o “particula” es mas de diez proteinas y/o
fragmentos de anticuerpo asociados entre si a través de interacciones covalentes,

i6nicas o hidréfobas para formar un cuerpo proteico de mayor tamafio.

2.
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Como se usa en [a presente memoria, la expresion “actividad bioldgica” de un
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 a4B7” o “od4B7” es un
heterodimero de una cadena a4 (CD49D, ITGA4) y una cadena B; (ITGB7). Cada
cadena puede formar un heterodimero con una cadena de integrina alternativa para
formar, por ejemplo, a.sf10 aeP7. Los genes de a4 ¥ B7 humanos (GenBank (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD) Numeros de acceso RefSeq
NM_000885 y NM_000889, respectivamente) se expresan por linfocitos B y T,
particularmente linfocitos CD4+ de memoria. Tipico de muchas integrinas, o4p7
puede existir en un estado en reposo o activado. Los ligandos para o487 incluyen la
molécula de adhesioén celular vascular (VCAM), la fibronectina y la adresina de la
mucosa (MAdCAM, por ejemplo, MAdCAM-1).

Como se usa en la presente memoria, una inmunoglobulina humana o
fragmento de union al antigeno de la misma que tiene “especificidad de union por el
complejo a4B7” se une a a4p7 pero no a a4p1 ni a aER7.

Como se usa en la presente memoria, una formulacion “isoténica” tiene
sustancialmente la misma presion osmética que la sangre humana. Las
formulaciones isotdnicas tendran generalmente una presion osmética de
aproximadamente 250 a 350 mOsm. La isotonicidad puede medirse usando un
osmémetro de tipo congelacién de hielo o de presion de vapor, por ejemplo.

Como se usa en la presente memoria, un “agente tamponante” se refiere a un
tampon que resiste cambios en el pH por accion de sus componentes acido-base
conjugados. El agente tamponante puede estar presente en una formulacion liquida
o sdlida de la invencion. En algunas realizaciones, el agente tamponante de esta

invencién ajusta el pH de la formulacion a de aproximadamente 50 a

23



10

15

20

25

21

aproximadamente 7,5, a de aproximadamente pH 5,5 a aproximadamente 7,5, a de
aproximadamente pH 6,0 a aproximadamente 7,0, o a un pH de aproximadamente
6,3 a aproximadamente 6,5. En un aspecto, los ejemplos de agentes tamponantes
que, en solitario o en combinacién, controlaran el pH en el intervalo de 5,0 a 7,5
incluyen acetato, succinato, gluconato, histidina, citrato, fosfato, maleato, cacodilato,
acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico (MES), bis(2-
hidroxietil)iminotris[hidroximetillmetano  (Bis-Tris),  acido  N-[2-acetamido]-2-
iminodiacético (ADA), glicilglicina y otros tampones &cidos organicos. En otro
aspecto, el agente tamponante de la presente memoria es histidina o citrato.

Un “tampdn de histidina” es un tamp6n que comprende iones histidina. Los
ejemplos de tampones de histidina incluyen soluciones de cloruro de histidina,
acetato de histidina, fosfato de histidina, sulfato de histidina. El tampén de histidina o
tampon de histidina-HCI tiene un pH de entre aproximadamente pH 55 y
aproximadamente 7,0, de entre aproximadamente pH 6,1 y aproximadamente 6,9, o
de aproximadamente pH 6,5.

Un “tampén citrato” es un tampén que comprende iones citrato. Los ejemplos
de tampones citrato incluyen soluciones de citrato de sodio, citrato de amonio,
citrato de calcio y citrato de potasio. El tampdn citrato tiene un pH de
aproximadamente 3,0 a 6,2, de aproximadamente pH 55 a 6,5 de
aproximadamente pH 6,1 a aproximadamente 6,5, de aproximadamente pH 6,1, de
aproximadamente pH 6,2, o de aproximadamente pH 6,5.

Un “sacarido” en la presente memoria es un compuesto que tiene una
formula general (CH.O), y derivados del mismo, incluyendo monosacaridos,
disacaridos, trisacaridos, polisacaridos, alcoholes de aztcares, azticares reductores,
azucares no reductores y similares. Los ejemplos de sacaridos de la presente
memoria incluyen glucosa, sacarosa, trehalosa, lactosa, fructosa, maltosa, dextrano,

eritritol, glicerol, arabitol, silitol, sorbitol, manitol, melibiosa, melezitosa, rafinosa,
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manotriosa, estaquiosa, maltosa, lactulosa, maltulosa, glucitol, maltitol, lactitol, iso-
maltulosa y similares. Un sacérido puede ser un lioprotector. En un aspecto, un
sacarido de la presente memoria es un disacarido no reductor tal como sacarosa.

En la presente memoria, un ‘tensioactivo” se refiere a un agente que
disminuye la tensién superficial de un liquido. En un aspecto, el tensioactivo es un
tensioactivo no ionico. Los ejemplos de tensioactivos de la presente memoria
incluyen polisorbato (monolaurato de polioxietilen sorbitan, por ejemplo, polisorbato
20 y polisorbato 80); TRITON (t-Octilfenoxipolietoxietanol, detergente no iénico,
Union Carbide subsidiary of Dow Chemical Co., Midland MI); dodecil sulfato sédico
(SDS); lauril sulfato sédico; octil glucésido sédico; tauril-, miristil-, linoleil- o estearil-
sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil- o estearil-sarcosina; linoleil-, miristil- o cetil-
betaina; Iauroamidopropil-, cocamidopropil-, linoleamidopropil-, miristamidopropil-,
palmidopropil- o isoestearamidopropil-betaina (por ejemplo, lauroamidopropilo);
miristamidopropil-, palmidopropil- o isoestearamidopropil-dimetilamina; metil cocoil-
taurato de sodio o metil oleil-taurato disédico; monopalmitato de sorbitan; y la serie
MONAQUAT (Mona Industries, Inc., Paterson, N. J.); polietilglicol (PEG),
polipropilenglicol (PPG) y copolimeros de polioxietileno y polioxipropilenglicol (por
ejemplo, Pluronics/Poloxamer, PF68 etc.); etc. En otro aspecto, el tensioactivo de la
presente memoria es polisorbato 80.

El término “quelante” se refiere a un agente que se une a un atomo a través
de mas de un enlace. En un aspecto, los ejemplos de quelantes de la presente
memoria incluyen citrato, acido etilendiaminotetraaceético, acido
etilenglicoltetraacético (EGTA), dimercaprol, acido dietilentriaminopentaacético y
N,N-bis(carboximetil)glicina. En otro aspecto, el quelante es citrato o EDTA.

El término “antioxidante” se refiere a un agente que inhibe la oxidacién de
otras moléculas. Los ejemplos de antioxidantes de la presente memoria incluyen

citrato, acido lipoico, acido urico, glutatién, tocoferol, caroteno, licopeno, cisteina,
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compuestos de fosfonato, por ejemplo, acido etidrénico, desferoxamina y malato.

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 individuales, incluyendo dAb, scFv, Fab, F(ab)’,,
Fab’, incluyendo anticuerpos humanos, humanizados y de especies no humanas y
formas de unién al antigeno recombinantes, tales comd monocuerpos y diacuerpos.

Las cantidades y proporciones molares de anticuerpo anti-a4p7 respecto a
otros excipientes descritos en la presente memoria se calculan suponiendo un peso
molecular aproximado de aproximadamente 150.000 daltons para el anticuerpo. El
peso molecular real del anticuerpo puede diferir de 150.000 daltons dependiendo de
la composicion de aminoacidos o de las modificaciones post-traduccionales, por
ejemplo, que dependen de la linea celular usada para expresar el anticuerpo. El
peso molecular real del anticuerpo puede ser de +/- el 5% de 150.000 daltons.

La expresion “anticuerpo humano” incluye un anticuerpo que posee una
secuencia que procede de una secuencia de inmunoglobulina de linea 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
transcromosémicos KIRIN TC MOUSE™, KMMOUSE® (MEDAREX, Princeton, NJ)),
bibliotecas de presentacion en fago humanas, células de mieloma humanas o
células B humanas.

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

sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
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comprenden la poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por
posibles variantes que puedan surgir durante la producciéon 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. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se
obtiene a partir de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no
debe interpretarse que requiere la produccion del anticuerpo por ningun método
particular. Por ejemplo, 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 4/, 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 &l.,
Nature, 352. 624-628 (1991) y Marks et &l., J. Mol. Biol., 222: 581-5697 (1991), por
ejemplo. '

Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria incluyen
especificamente anticuerpos “quiméricos” en los que una porcion de la cadena
pesada y/o ligera es idéntica u homéloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos obtenidos de una especie particular 0 que 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 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como
fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica
deseada (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison et &l., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de interés en la
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presente memoria incluyen anticuerpos “primatizados” que comprenden secuencias
de unién al antigeno de dominio variable obtenidas de un primate no humano (por
ejemplo, monos del viejo mundo, simios, etc.) y secuencias de region constante
humanas.

Los “fragmentos de unién al antigeno” de la inmunoglobulina inmunizada
preparados en la formulaciéon de la invencion comprenden al menos las regiones
variables de las cadenas pesada y/o ligera de un anticuerpo anti-a437. Por ejemplo,
un fragmento de unién al antigeno de vedolizumab comprende los restos de
aminoacidos 20-131 de la secuencia de cadena ligera humanizada de la SEC ID N
4. Los ejemplos de dichos fragmentos de unién al antigeno incluyen fragmentos
Fab, fragmehtos Fab’, fragmentos scFv y F(ab’), de una inmunoglobulina
humanizada conocida en la técnica. Los fragmentos de union al antigeno de la
inmunoglobulina de la invencién pueden producirse por escision enzimatica o por
técnicas recombinantes. Por ejemplo, puede usarse escisién con papaina o pepsina
para generar fragmentos Fab o F(ab');, respectivamente. También pueden
producirse anticuerpos en una diversidad de formas truncadas usando genes de
anticuerpo en los que se han introducido uno 0 mas codones de terminacioén cadena
arriba del sitio de terminacién natural. Por ejemplo, puede disefiarse una
construccién recombinante que codifica la cadena pesada de un fragmento F(ab’);
que incluya secuencias de ADN que codifiquen el dominio CH¢ y la regién bisagra
de la cadena pesada. En un aspecto, los fragmentos de unién al antigeno inhiben la
union de la integrina a4B7 a uno o mas de sus ligandos (por ejemplo, la adresina de
la mucosa MAJCAM (por ejemplo MAdACAM-1), fibronectina).

La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de unién al
antigeno idénticos denominados fragmentos “Fab”, cada uno con un solo sitio de
unién al antigeno y un fragmento “Fc¢” residual, cuyo nombre refleja su capacidad

para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’),
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que tiene dos sitios de unién 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
asociacién no covalente.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y
el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’
difieren de los fragmentos Fab por la adicién de unos pocos restos en el extremo
carboxi terminal del dominio CH1 de cadena pesada, incluyendo una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la designacion 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’
que 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 “scFv’ 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 ademas
un enlazador polipeptidico entre los dominios Vy y V| que permite que el scFv forme
la estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revision de scFv véase
Pldckthun 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 variable (V) en la misma
cadena polipeptidica (Vy-VL). Usando un enlazador que es demasiado corto para

permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios
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se ven forzados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y
crear dos sitios de unidn al antigeno. Se describen diacuerpos mas completamente
en, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et &l., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

Un “anticuerpo de longitud completa” es uno que comprende una region
variable de union al antigeno, asi como un domino constante de cadena ligera (C.) y
dominios constantes de cadena pesada Cyi, Cz ¥ Chs. Los dominios constantes
pueden ser dominios constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios
constantes de secuencia nativa humana) o variantes de secuencia de aminoacidos
de los mismos. En un aspecto, el anticuerpo de longitud completa tiene una 0 mas
funciones efectoras.

Un anticuerpo “variante de secuencia de aminoacidos” en la presente
memoria es un anticuerpo con una secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos poseen
sustituciones, deleciones y/o adiciones en ciertas posiciones dentro de o adyacentes
a la secuencia de aminoacidos del anticuerpo de especie principal, pero conservan
la actividad de unidn al antigeno. Las variaciones en la secuencia de las regiones
constantes del anticuerpo tendran menos efecto sobre la actividad de unién al
antigeno que las variaciones en las regiones variables. En las regiones variables,
las variantes de secuencia de aminoacidos tendran una homologia de al menos
aproximadamente el 90%, una homologia de al menos 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%
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con el anticuerpo de especie principal.

El término “homologia” se define como el porcentaje de restos en la variante
de secuencia de aminoacidos 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 informaticos para el
alineamiento.

Un “anticuerpo monoclonal terapéutico” es un anticuerpo usado para la
terapia de un sujeto humano. Los anticuerpos monoclonales terapéuticos descritos
en la presente memoria incluyen anticuerpos anti-oa4p7.

Un anticuerpo de “variante de glicosilacion” de la presente memoria es un
anticuerpo con uno 0 mas restos carbohidrato unidos al mismo, que difieren de uno
0 mas restos carbohidrato unidos a un anticuerpo de especie principal. Los ejemplos
de variantes de glicosilacién de la presente memoria incluyen un anticuerpo con una
estructura de oligosacaridos G1 o G2 en lugar de una estructura de oligosacaridos
GO, unida a una region Fc del mismo, un anticuerpo con uno o dos restos
carbohidrato unidos a una o dos cadenas ligeras del mismo, un anticuerpo sin
carbohidratos unidos a una 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 region Fc (una regién Fc de secuencia nativa o region Fc
variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo. Los ejemplos de funciones
efectoras de anticuerpos incluyen unidon a C1q; citotoxicidad dependiente del
complemento; union a receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC); fagocitosis, regulaciéon negativa de receptores
de superficie celular (por ejemplo, receptor de células B; BCR) y similares.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus

cadenas pesadas, los anticuerpos de longitud completa pueden asignarse a “clases”
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diferentes. Existen cinco clases principales de anticuerpos de longitud completa:
IgA, IgD, IgE, 19gG e IgM, y varias de éstas pueden dividirse adicionalmente en
“subclases” (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA e IgA2. Los
dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes 'clases de
anticuerpos se denominan «, 3, €, y Yy W, respectivamente. Las estructuras de
subunidad y configuraciones tridimensionales de diferentes clases de
inmunoglobulina son bien conocidas.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos de cualquier especie de vertebrado
pueden asignarse a uno de dos tipos claramente distintos, denominados kappa (x) y
lambda (1), basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios
constantes. |

La “citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos” y la
“ADCC” se refieren a un reaccién mediada por células en la que células citotéxicas
inespecificas que expresan receptores de Fc (FcR) (por ejemplo, células asesinas
naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) reconocen anticuerpo unido en una célula
diana y posteriormente causan la lisis de la célula diana. Las células primarias para
mediar la ADCC, las células NK, expresan solamente FcyRIIl, mientras que los
monocitos expresan FcyRIl, FcyRll y FcyRIll. La expresion de FcR en células
hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la 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 las Patentes de Estados Unidos N° 5.500.362 o 5.821.337. Las células
efectoras utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y células asesinas naturales (NK). Como alternativa, o ademas, la
actividad de ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo,
en un modelo animal tal como el descrito en Clynes et 4. PNAS (USA) 95: 652-656
(1998).
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Las expresiones “receptor de Fc” o “FcR" se usan para 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 FCR es uno que se une a un
anticuerpo 1gG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRl,
FeyRIl 'y FeyRINL, incluyendo variantes alélicas y formas alternativamente cortadas y
empalmadas de estos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen FcyRIA (un
“‘receptor activador”) y FcyRIIB (un “receptor inhibidor”), que tienen secuencias de
aminoacidos similares que difieren principalmente en los dominios citoplasmaticos
de las mismas. El receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de activacion
basado en tirosina inmunorreceptor (ITAM) en su dominio citoplasmatico. El receptor
inhibidor FcyRIIB contiene un motivo de inhibicibn basado en tirosina
inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citoplasmatico. (Véase una revisién 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 4., Immunomethods 4. 25-34
(1994); y de Haas et &l., J. Lab. Clin. Med. 126: 33-41 (1995). Otros FcR, incluyendo
los que se identifiquen en el futuro, se incluyen en el término “FCcR” de la presente
memoria. El término también incluye el receptor neonatal, FCRn, que es responsable
de la transferencia de IgG maternales al feto (Guyer et 4&l., J. Immunol. 117. 587
(1976) y Kim et 4l., J. Immunol. 24:249 (1994)).

La expresion “region hipervariable”, cuando se usa en la presente memoria,
se refiere a los restos de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de la
union al antigeno. La regién hipervariable comprende generalmente restos de
aminoacidos de una ‘region 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 ef 4l., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52

Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) y/o
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los restos de un “bucle hipervariable” (por ejemplo, restos 26-32 (L1), 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 variable de cadena pesada; Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:
901-917 (1987)). Los restos de “region flanqueante” o “FR” son aquellos restos de
dominio variable distintos de los restos de region hipervariable como se definen en
la presente memoria. La regién hipervariable o las CDR de la misma pueden
transferirse de una cadena de anticuerpo a otra o a otra proteina para conferir
especificidad de union al antigeno a la proteina de union o anticuerpo (compuesto)
resultante.

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, roedor)
son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor), en las que restos de una regién
hipervariable del receptor se sustituyen por restos de una regién hipervariable de
una especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratén, rata, conejo o primate
no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos
casos, los restos de region flanqueante (FR) de la 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
comprendera 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 comprendera también opcionalmente al menos una porcion de una

regidon constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
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humana. Para detalles adicionales véase Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986),
Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988), y' Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:
593-596 (1992).

Un anticuerpo “madurado por afinidad” es uno con una o mas alteraciones en
una o mas regiones hipervariables del mismo que dan como resultado una mejora
en la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacion con un anticuerpo
precursor que no posee esa o esas alteraciones. En un aspecto, los anticuerpos
madurados por afinidad 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 &/. 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
al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91: 3809-3813 (1994); Schier et &l. Gene 169: 147-155
(1995); Yelton et al. J. Immunol. 155: 1994-2004 (1995); Jackson et &l., J. Immunol.
154(7): 3310-9 (1995); y Hawkins et &l., 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 segun se
determine por el método de Lowry y, como alternativa, mas del 99% en peso, (2) en
un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia de aminoacidos
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 tincion 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 estara presente. Generalmente,
sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara por al menos una etapa de

purificacion.
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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 que 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” y

“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 composicion que comprende al
menos aproximadamente el 90% de anticuerpo en peso, basandose en el peso total
de la proteina, como alternativa, al menos aproximadamente el 95% o el 97% en
peso. Un anticuerpo “sustancialmente homogéneo” significa una composicion que
comprende proteina en la que al menos aproximadamente el 99% en peso de la
proteina es un anticuerpo especifico, por ejemplo, anticuerpo anti-a4p37, basandose
en el peso total de la proteina.

La expresion “remision clinica’, como se usa en la presente merhoria con
referencia a sujetos con colitis ulcerosa, se refiere a una puntuacion de Mayo
completa de 2 o menos puntos y ninguna subpuntuacion individual superior a 1
punto. La “remision clinica” de la enfermedad de Crohn se refiere a una puntuacién
de CDAI de 150 puntos 0 menos.

Una “respuesta clinica”, como se usa en la presente memoria con referencia
a sujetos con colitis ulcerosa, se refiere a una reduccién en la puntuacién de Mayo
completa de 3 0o mas puntos y del 30% de la basal (0 una puntuacion de Mayo
parcial de 2 0 mas puntos y del 25% o0 mas de la basal, si no se realizé la
puntuacién de Mayo completa en la visita) con una disminucién acompanante en la

subpuntuacion de sangrado rectal de 1 o mas puntos o una puntuacién de sangrado
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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
una disminucion de 70 puntos 0 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 subpuntuacion
endoscopica 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
intervencién quirdrgica para el tratamiento de la colitis ulcerosa o de la enfermedad
de Crohn. Una medicacidon de rescate es cualquier nueva medicacion o cualquier
aumento en la dosis de una medicacidén basal necesario para tratar sintomas de
colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn nuevos o no resueltos (distinta de
antidiarreicos para el control de la diarrea crénica).

Formulaciones

Como se describe en la presente memoria, se ha descubierto que los
anticuerpos anti-a4p7 son mas estables cuando se formulan con un antioxidante o
guelante. Ademas, como se describe en la presente memoria, los anticuerpos anti-
odp7 puedan formularse para reducir la formacion de agregados (por ejemplo, la
cantidad de polisorbato 80 en la formulacién puede reducirse). Por ejemplo, las
formulaciones que comprenden citrato o EDTA y anticuerpos anti-a437 disminuyen
la velocidad de formacion de agregados de anticuerpos durante el almacenamiento.
Las formulaciones también pueden almacenarse sin oxigeno para reducir la
formacién de agregados. En una realizacién, la formulacién tiene una formacién de
agregados de anticuerpos de menos de aproximadamente el 2,5% a 25°C después
de 12 meses. En una realizacion, la formulacion tiene una formacioén de agregados

de anticuerpos de menos de aproximadamente el 2,0% a 25°C después de 12
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meses. En una realizacion, la formulacion tiene una formacion de agregados de
anticuerpos de menos de aproximadamente el 1,6% a 25°C después de 12 meses.
En una realizacion, la formulacién tiene una formacion de agregados de anticuerpos
de menos de aproximadamente el 1,3% a 25°C después de 12 meses. En una
realizacion, la formulacion tiene una formacién de agregados de anticuerpos de
menos de aproximadamente el 1,0% a 25°C después de 12 meses. En otra
realizacién, la formulacién tiene una formulacién de agregados de anticuerpos de
menos de aproximadamente el 0,5% a 5°C después de 12 meses. En otra
realizacién, la formulacién tiene una formulacién de agregados de anticuerpos de
menos de aproximadamente el 0,3% a 5°C después de 12 meses.

La presente invencién proporciona, en un primer aspecto, una formulacion de
anticuerpo anti-a4p7 estable. La formulacion comprende un anticuerpo anti-a4p7 y
un antioxidante o quelante. La formulacién también comprende un agente
tamponante que puede ser uno 0 mas aminoacidos libres. La formulacion puede
comprender opcionalmente ademas un tensioactivo. El anticuerpo en la formulacién
puede ser un 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 formacion de agregados puede reducirse por eliminacion de oxigeno de la
formulacién. Como alternativa, la formulacién puede contener un antioxidante o
quelante. En un aspecto, los antioxidantes y quelantes ejemplares que pueden
incluirse en la formulacién incluyen acido lipoico, acido urico, glutation, tocoferol,
caroteno, licopeno, cisteina, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 4cido
etilenglicoltetraacético (EGTA), dimercaprol, acido dietilentriaminopentaacético y
N,N-bis(carboximetil)glicina, compuestos de fosfonato, por ejemplo, acido etidrénico,
desferoxamina, malato y citrato. Algunos antioxidantes y quelantes pueden disminuir
la velocidad de formacion de agregados durante el almacenamiento de la

formulacién. En otro aspecto, el quelante y/o antioxidante es citrato o EDTA. Las
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concentraciones de quelante ejemplares para formulaciones liquidas estan en el
intervalo de aproximadamente mas de 0 mM a aproximadamente 60 mM, de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM, de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 15 mM, de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 25 mM,
y de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 mM. En otro aspecto, la
concentracion de quelante es de aproximadamente 0 mM a aproximadamente 30
mM. En una realizacién, el quelante y/o antioxidante es citrato y la concentracién de
citrato es de aproximadamente 0 mM a aproximadamente 15 mM, de
aproximadamente 0 mM a aproximadamente 10 mM, o de aproximadamente 0 mM
a aproximadamente 5 mM.

La formulacion puede contener cualquier aminoacido libre deseado, que
puede estar en la forma L, la forma D o cualquier mezcla deseada de estas formas.
En un aspecto, los aminoacidos libres que pueden incluirse en la formulacién
incluyen, por ejemplo, histidina, alanina, arginina, glicina, acido glutamico, serina,
lisina, triptéfano, valina, cisteina y combinaciones de los mismos. Algunos
aminoacidos pueden estabilizar las proteinas frente a la degradacion durante la
fabricacién, secado, liofilizacién 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 aminoacidos pueden
actuar como modificadores de la tonicidad o pueden actuar para disminuir la
viscosidad de la formulacién. En otro aspecto, los aminoacidos libres, tales como
histidina y arginina, pueden actuar como lioprotectores, y no cristalizan cuando se
liofilizan como componentes de la formulacién. Los aminoacidos libres, tales como
acido glutdmico e histidina, en solitario 0 en combinacién, pueden actuar como
agentes tamponantes en solucién acuosa en el intervalo de pH de 5 a 7,5. En
todavia otro aspecto mas, la formulacién contiene histidina, arginina o una

combinacién de histidina y arginina. En todavia otro aspecto mas, las
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concentraciones de aminoacidos libres para formulaciones liquidas estan en el
intervalo de aproximadamente 9 mM a aproximadamente 0,5 M, por ejemplo de
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 90 mM, de aproximadamente 10 mM
a aproximadamente 75 mM, de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 40
mM, de aproximadamente 25 mM a aproximadamente 50 mM, de aproximadamente
15 mM a aproximadamente 300 mM, de aproximadamente 20 mM a
aproximadamente 200 mM, de aproximadamente 256 mM a aproximadamente 150
mM, de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 75 mM, de aproximadamente
50 mM a aproximadamente 120 mM, de aproximadamente 50 a aproximadamente
150 mM, o de aproximadamente 50 mM o de aproximadamente 125 mM.

La formulacién puede contener opcionalmente ademas a un tensioactivo, por
ejemplo, para controlar la formacion de agregados solubles e insolubles. En un
aspecto, el tensioactivo es un tensioactivo no iénico. En otro aspecto, el tensioactivo
es un tensioactivo i6nico. Los tensioactivos ejemplares que pueden incluirse en la
formulacién incluyen, por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80, un poloxamero
(Pluronic®) y combinaciones de los mismos. Cuando esta presente, el tensioactivo
se incluye generalmente en una cantidad que reduce la formacién de agregados
insolubles de anticuerpo, por ejemplo, durante el embotellado, la congelacién, el
secado, la liofilizacién y/o la reconstituciéon, en presencia de viales de carga de
silicona, jeringas precargadas y/o cartuchos. La concentraciéon de tensioactivo es
generalmente de aproximadamente el 0,0001% a aproximadamente el 1,0%, de
aproximadamente el 0,01% a aproximadamente el 0,5%, por ejemplo, de
aproximadamente el 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,20%, 0,3%, 0,4% o0 0,5% (p/v). Mayores
concentraciones de tensioactivo, por ejemplo, polisorbato 80, pueden conducir a
mas formacién de agregados por SEC. La reduccién de la concentracién de
polisorbato 80 puede reducir la formacién de agregados por SEC en el

almacenamiento. En un aspecto, la proporcién molar de tensioactivo:anticuerpo es
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de aproximadamente 0,7:1 a aproximadamente 2,0:1. En otro aspecto, la proporcion
molar de tensioactivo:anticuerpo es de 1,5:1.

Una realizacion de una formulacion de anticuerpo anti-a4p7 contiene una alta
concentracion de anticuerpo anti-a4p7. Por ejemplo, en una realizacién, las
formulaciones liquidas pueden comprender al menos aproximadamente 60 mg/ml, al
menos aproximadamente 70 mg/ml, al menos aproximadamente 80 mg/ml, al menos
aproximadamente 90 mg/ml, al menos aproximadamente 100 mg/ml, al menos
aproxirhadamente 110 mg/ml, al menos aproximadamente 120 mg/ml, al menos
aproximadamente 130 mg/ml, al menos aproximadamente 140 mg/ml, al menos
aproximadamente 150 mg/ml, al menos aproximadamente 160 mg/ml, al menos
aproximadamente 170 mg/ml, al menos aproximadamente 180 mg/ml, al menos
aproximadamente 190 mg/ml, al menos aproximadamente 200 mg/ml, al menos
aproximadamente 250 mg/ml, al menos aproximadamente 300 mg/ml, de
aproximadamente 60 mg/ml a aproximadamente 190 mg/ml, de aproximadamente
60 mg/ml a aproximadamente 170 mg/mli de anticuerpo anti-oad4p7, de
aproximadamente 150 mg/ml a aproximadamente 180 mg/ml, o aproximadamente
160 mg/ml o aproximadamente 165 mg/ml de anticuerpo anti-a4f7. Como
alternativa, en otro aspecto, las formulaciones liquidas pueden comprender al
menos aproximadamente 154 mg/ml, al menos aproximadamente 176 mg/ml.

La formulacién puede ser un liquido o un sélido. Las formulaciones liquidas
son soluciones o0 suspensiones acubsas preparadas en un disolvente acuoso
adecuado, tal como agua o una mezcla acuosa/organica, tal como mezclas de agua-
alcohol. Las formuléciones liquidas tienen un pH de entre aproximadamente 5,5 y
aproximadamente 7.5, de entre aproximadamente 6,0 y 7,3, de entre
aproximadamente 6,0 y aproximadamente 7,0, de entre aproximadamente 6,0 y 6,5,
de entre aproximadamente 6,0 y 6,3, de entre aproximadamente 6,3 y 7,1, o de

entre aproximadamente 64 y 7,0, o de entre 63 y 6,8 tal como de
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aproximadamente 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8 0 6,9. Las formulaciones
liquidas pueden mantenerse a temperatura ambiente, refrigerarse (por ejemplo, 2-
8°C) o congelarse (por ejemplo, -20°C o -70°C) para su almacenamiento.

Una formulacién soélida puede prepararse de cualquier forma adecuada y
puede estar en forma de una torta o polvo, por ejemplo, con la adicion de un
lioprotector. En un aspecto, la formulacién sélida se prepara por secado de una
formulacién liquida como se describe en la presente memoria, por ejemplo, por
liofilizacion o secado por pulverizaciéon. Cuando la formulacién es una formulacién
sélida, la formulacién puede tener un contenido de humedad de no mas de
aproximadamente el 5%, no mas de aproximadamente el 4,5%, no mas de
aproximadamente el 4%, no mas de aproximadamente el 3,5%, no méas de
aproximadamente el 3%, no mas de aproximadamente el 2,5%, no mas de
aproximadamente el 2%, no mas de aproximadamente el 1,5%, no mas de
aproximadamente el 1%, o ser sustancialmente anhidra. Una formulacién sélida
puede disolverse, es decir, reconstituirse, en un medio o disolvente adecuado para
convertirse en un liquido adecuado para su administracién. Los disolventes
adecuados para la reconstituciéon de la formulacion sélida incluyen agua, solucion
salina isotdnica, tampén, por ejemplo, solucidon salina tamponada con fosfato,
solucion de Ringer (lactato o dextrosa), medio minimo esencial, soluciones de
alcohol/acuosas, solucion de dextrosa, etc. La cantidad de disolvente puede dar
como resultado una concentracion de proteina terapéutica superior, igual o inferior a
la concentracion antes del secado. En otro aspecto, la concentracién de anticuerpo
anti-a4p7 reconstituido es la misma concentracién que en la formulacién liquida
previa al secado.

La formulaciéon puede ser estéril y esto puede conseguirse de acuerdo con
los procedimientos conocidos por los expertos para generar formulaciones

farmacéuticas estériles adecuadas para su administracién a sujetos humanos antes
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de o después de la preparaciébn de la formulacion. La formulacién puede
esterilizarse como un liquido, por ejemplo, antes del secado y/o después de la
reconstitucion, por filtracion a través de poros pequefos, a través de un
procesamiento aséptico o por exposicion a radiaciéon ultravioleta. Los tamafos de
poro de filtro pueden ser de 0,1 um o 0,2 um para filtrar microorganismos o de 10 a
20 nm para filtrar particulas de virus. Como alternativa, o ademas, en la formulacién
seca puede esterilizarse, por ejemplo, por exposiciéon a radiacion gamma. En un
aspecto, la formulacién liquida de anticuerpo anti-a4B7 se esteriliza por filtracion
antes del secado.

En un aspecto, la formulacion es estable al almacenamiento. Estan
disponibles para el experto en la materia diversos ensayos de estabilidad para
confirmar la estabilidad de la formulacién. Por ejemplo, el anticuerpo en la
formulacién liquida puede ser estable al almacenamiento a aproximadamente 25°C
durante al menos aproximadamente 4 semanas, al menos aproximadamente 2
meses, al menos aproximadamente 3 meses, o al menos aproximadamente 6
meses, o0 al menos aproximadamente 9 meses, 0 al menos aproximadamente 12
meses; a aproximadamente 2-8°C al menos aproximadamente 3 meses, al menos
aproximadamente 1 afo, al menos aproximadamente 2 afios, al menos
aproximadamente 3 afios 0 mas tiempo. Como alternativa, o ademas, el anticuerpo
en la formulacién puede ser estable al almacenamiento a aproximadamente 15°C
durante al menos aproximadamente 4 semanas, al menos aproximadamente 3
meses, al menos aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 9 meses,
al menos aproximadamente 1 afio, o mas tiempo. Como alternativa, o0 ademas, el
anticuerpo en la formulacion puede ser estable al almacenamiento a
aproximadamente -20°C o -70°C durante al menos aproximadamente 4 semanas; al
menos aproximadamente 3 meses, al menos aproximadamente 6 meses, al menos

aproximadamente 9 meses, al menos aproximadamente 1 afio, al menos
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aproximadamente 2 afios, al menos aproximadamente 3 afios, al menos
aproximadamente 4 afios o mas tiempo.

La estabilidad puede ensayarse para evaluar la estabilidad fisica, la
estabilidad quimica y/o la actividad biolégica del anticuerpo en la formulaciéon
alrededor del momento de la formulacion, asi como después del alimacenamiento a
las temperaturas sefaladas. La estabilidad fisica y/o quimica de una formulacién
liqguida 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 &l.
eds. Informa Healthcare (2005)), incluyendo la evaluacién de la formacion de
agregados solubles e insolubles (por ejemplo, usando cromatografia de exclusién
por tamafio, ultracentrifugacion analitica, MALDI-TOF MS, dispersién de luz
(dinamica (DLS) o MALLS), formacién de imagenes microscopicas basada en flujo u
otro sistema de recuento de particulas liquidas, por medicion de la turbidez, por
centrifugacién en gradiente de densidad y/o por inspeccién visual); por evaluacion
de la heterogeneidad de carga usando cromatografia de intercambio catidnico
(véase también Viasak e lonescu, Curr. Pharm. Biotechnol. 9. 468-481 (2008) y
Harris et al. J. Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 752: 233-245 (2001)),
concentracion isoeléctrica o electroforesis zonal capilar; ahélisis de secuencia
amino-terminal o carboxi-terminal; analisis espectrométrico de mas'as; analisis de
SDS-PAGE para comparar el anticuerpo fragmentado, intacto y multimérico (es
decir, dimérico, trimérico, etc.); mapa peptidico (por ejemplo, triptico o LYS y
similares). La inestabilidad puede dar como resultado la agregacion, la
desamidacién (por ejemplo, desamidacion de Asn), oxidacién (por ejemplo,
oxidacion de Met), isomerizacién (por ejemplo, isomerizacion de Asp),
desnaturalizacién, recorte/hidrélisis/fragmentacion (por ejemplo, fragmentacion de la

region bisagra), formacién de succinimida, cisteina o cisteinas desapareadas,
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extension N-terminal, procesamiento C-terminal, diferencias de glicosilaciéon, etc. La
actividad biolégica o la funcion de unién al antigeno, por ejemplo, la unién del
anticuerpo anti-a4p7 a MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) o la inhibicién de la
unién de una célula que expresa la integrina adp7 a MAdCAM (por ejemplo,
MAJCAM-1), por ejemplo, MAdACAM inmovilizada (por ejemplo, MAACAM-1), puede
evaluarse usando diversas técnicas disponibles para el experto en la materia
(véase, por ejemplo, Soler et &l., J. Pharmacol. Exper. Ther. 330: 864-875 (2009)).
La medicién del contenido de humedad de una formulacién seca puede indicar
como de probable es que una formulaciéon experimente una degradaciéon quimica o
fisica, conduciendo una mayor humedad a mas degradacion.

Una formulacién estable puede contribuir a una baja inmunogenicidad de un
anticuerpo anti-a4p7. Un anticuerpo anti-a4p7 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-a437 pueden tener acontecimientos adversos (por ejemplo, reaccion
de sitio de infusion) tras el tratamiento o pueden eliminar el anticuerpo anti-oa437
rapidamente, 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 tratamiento con anticuerpo anti-a4P7 indicé que se
desarrollaban anticuerpos humanos anti-humano hacia la semana 8 en el 44% de
los pacientes tratados. El anticuerpo en este estudio se almacené como un liquido y
no contenia ningun polisorbato.

En algunas realizaciones, la formulacién puede aumentar la proporcion 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 comparacion con los resultados de HAHA de una formulacién menos estable.

En algunas realizaciones, una formulacién de anticuerpo anti-a4p7 tiene
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>50% 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-a4p7 estable tiene <45% de isoformas cargadas &cidas, <40% de
isoformas cargadas acidas, <30% de isoformas cargadas acidas o del 22 al 28% de
isoformas acidas. En otros aspectos mas, una formulacion de anticuerpo anti-a437
estable tiene <25% de isoformas basicas, <20% de isoformas basicas, <15% de
isoformas basicas, aproximadamente el 5% de isoformas Dbasicas o
aproximadamente el 10% de isoformas basicas. En un aspecto, una formulacién de
anticuerpo anti-a437 estable tiene >55% de isoforma principal, <30% de isoformas
acidas y/o s20% de isoformas basicas, por ejemplo, segun se determiné por CEX.
En otro aspecto, una formulacion de anticuerpo anti-o4p37 estable tiene >50% de
isoforma principal, £45% de isoformas acidas y/o <10% de isoformas basicas, por
ejemplo, segln se determiné por clEF.

En algunos aspectos, una formulacién sélida seca de anticuerpo anti-a437
tiene <10% de contenido de humedad, <5% de contenido de humedad o <2,5% de
contenido de humedad. El tiempo necesario para la reconstitucion es <60 minutos,
<50 minutos o <40 minutos o <30 minutos 0 <20 minutos.

El contenido monomérico y/o contenido de agregados (por ejemplo, como
dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros, oligémeros y agregados de orden
superior), es decir, en la formulacién liquida o en la formulacién reconstituida puede
medirse por SEC, ultracentrifugacién analitica, dispersién de luz (DLS o MALLS),
MALDI-TOF MS o medicién a nanoescala, tal como analisis de seguimiento de
nanoparticulas NTA, NanoSight Ltd, Wiltshire, Reino Unido). La resolucion,
caracterizacion y cuantificacion de agregados puede conseguirse de varias formas,
incluyendo aumentar la longitud de la separacién de la columna de SEC, por
ejemplo, mediante una columna més larga o por unién en serie de una segunda o

mas columnas de SEC en linea con la columna de SEC analitica inicial,
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complementando la cuantificacién por SEC de monémeros con dispersion de luz o
usando NTA.

En una realizaciéon, una formulacién de anticuerpo anti-ad4p7 tiene >90% de
anticuerpo monomeérico, >95% de anticuerpo monomérico o del 97 al 99% de
anticuerpo monomérico. En ofra realizaciéon, la mayoria del material en una
formulacién de anticuerpo anti-a4p7 tiene un radio promedio de <20 nm, <15 nm,
<10 nm, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 7 nm. En un aspecto, una
formulacion de anticuerpo anti-a437 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 formulacién de anticuerpo anti-a4p7 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, la formulacién de anticuerpo anti-
adB7 estable tiene >96% de mondémero y/o 32,5% de agregado. En otro aspecto
mas, una formulacion de anticuerpo anti-a4p7 estable tiene aproximadamente el
99% de monomero y/o aproximadamente <1% de agregado.

Los tamarios de particula superiores a de 1 a 2 micréometros, por ejemplo, de
agregados o excipiente no disuelto, es decir, en la formulacién liquida o en la
formulacion 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 formacién de
imagenes microscopicas (por ejemplo, basado en flujo) digitales, tal como formacién
de imagen microfluidica (MF1) por Brightwell (Ottawa, CA) o analizador de particulas
por imagen FLOWCAM® por Fluid Imaging Technologies (Yarmouth, ME). En un
aspecto, el tamarfio de particula en una preparacion de anticuerpo anti-a4p7 es de
aproximadamente 30 um, aproximadamente 25 pm, aproximadamente 10 pm,
aproximadamente 5 um, aproximadamente 2 um o 1 um o menos. La cantidad de

particulas deberia minimizarse en las formulaciones de anticuerpo. En un aspecto,
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una cantidad de particulas en una formulacién de anticuerpo anti-a4p37 es de <6000
particulas de 210 um de diametro y/o <600 particulas de 225 um de diametro en una
dosis (Farmacopea de los Estados Unidos Cap. 788, método de recuento por
oscurecimiento de luz; la mitad de las cantidades por un método de cuantificacion
microscoépica). En otro aspecto, una cantidad de particulas en una dosis de una
formulacion de anticuerpo anti-o437 es de aproximadamente 1000 particulas de >10
um y de aproximadamente 0-100 particulas de 225 um (método de MFI). En otro
aspecto mas, una cantidad de particulas por mililitro, por ejemplo, por medicién
mediante MFI, en una dosis de una formulacién de anticuerpo anti-a4p7 es de
aproximadamente 500 a aproximadamente 2000 de particulas de 2-10 um por ml,
de aproximadamente 50 a aproximadamente 350 de particulas =10 um por ml y de
aproximadamente 0 a aproximadamente 50 de particulas >25 um por ml. En otro
aspecto mas, una cantidad de particulas en una dosis de una formulacién de
anticuerpo anti-a4f37 es de aproximadamente 500 a aproximadamente 100.000, de
aproximadamente 1000 a aproximadamente 5000 o de aproximadamente 1500 a
aproximadamente 3000 de particulas de 2-10 um por ml.

La viscosidad de una formulacién de anticuerpo anti-a4p7 puede controlarse
por administracién subcutanea o intramuscular. La viscosidad puede verse afectada
por la concentracion de proteina y el pH. Por ejemplo, a medida que aumenta la
concentracion de proteina, la viscosidad puede aumentar. Un aumento en el pH
puede disminuir la viscosidad de la formulacién de anticuerpo anti-a4p7. En algunas
formulaciones de proteina, se afiade cloruro sédico para reducir la viscosidad de la
formulacién. Son componentes adicionales que pueden afectar a la viscosidad de
una formulacién de anticuerpo anti-a4B7 aminoacidos tales como histidina y
arginina.

Una formulacién de anticuerpo anti-a4B7 puede ser isotonica (por ejemplo,

250-350 mOsm) o hiperténica (por ejemplo, superior a 350 mOsm, superior a 450
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mOsm, superior a 550 mOsm o superior a 650 mOsm), por ejemplo, para
administracién subcutanea o intramuscular. En un aspecto, la formulacién de
anticuerpo anti-a4p7 no es hipotonica, por ejemplo, inferior a 250 mOsm. En otro
aspecto, la formulacion de anticuerpo anti-a4B7 es de aproximadamente 350 a
aproximadamente 400 mOsfn, de aproximadamente 400 a aproximadamente 450
mOsm o de aproximadamente 350 a aproximadamente 450 mOsm.

La inestabilidad que conduce a la desnaturalizacién puede evaluarse por
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los anticuerpos tienen dos temperaturas
de fusion (Tm) en DSC, por ejemplo, Tm1 y Tm2. Ciertos excipientes pueden afectar
a la estabilidad del anticuerpo anti-a4B7 nativo. Un descubrimiento de una
temperatura de fusion superior al comparar formulaciones por DSC puede indicar
una formulacion de anticuerpo anti-a4p7 mas estable con la Tm superior. Por
ejemplo, a pH 5,7, la Tm de una formulacién de anticuerpo anti-o4f7 es inferior vy,
por lo tanto, menos estable que a pH 6,5. En un aspecto, la Tm1 de una formulacion
de anticuerpo anti-a4p7 es >60°C. En otro aspecto, la Tm1 de una formulacion de
anticuerpo anti-o4B7 es de aproximadamente 65°C a aproximadamente 70°C o de
aproximadamente 69°C. En un aspecto, la Tm2 de una formulacién de anticuerpo
anti-a4f37 es >80°C. En otro aspecto, la Tm2 de una formulacién de anticuerpo anti-
adB7 es de aproximadamente 82°C a aproximadamente 88°C o de
aproximadamente 86°C.

En una realizaciéon, una formulacién de anticuerpo anti-ad4p7 tiene una
afinidad de unién o valor de EC50 de aproximadamente el 60% a aproximadamente
el 140% del anticuerpo anti-a4B7 patron de referencia. En un aspecto, un anticuerpo
anti-a4B7 en una formulaciéon descrita en la presente memoria se une a a4p7, 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 realizacion, una formulacion de anticuerpo anti-a4p7
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tiene la capacidad de inhibir al menos el 50%, o al menos el 60% de la unidén de una
célula que expresa la integrina a4p7 a MAJCAM (por ejemplo, MAdACAM-1), por
ejemplo una quimera de MAdCAM-Ig (véase la Publicacion de Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 20070122404, también para ejemplos de patrén de
referencia).

Como se ha sefialado anteriormente, la congelacién de la formulacion se
contempla especificamente en la presente memoria. Por lo tanto, la formulacién
puede ensayarse para determinar su estabilidad a la congelacion y descongelacion.
Por consiguiente, el anticuerpo en una formulacién liquida puede ser estable tras la
congelacién y descongelacion de la formulacién, por ejemplo, el anticuerpo puede
ser estable después de uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas ciclos de
congelacién/descongelacion.

En algunas realizaciones, la formulacién farmacéutica es una formulacién
liquida que comprende al menos aproximadamente 60 mg/ml a aproximadamente
170 mg/ml de anticuerpo anti-a4p7, un agente tamponante (por ejemplo, histidina) y
al menos aproximadamente 5 mM de citrato. En otras realizaciones, la formulacién
es una formulacion liquida que comprende de al menos aproximadamente 60 mg/mi
a aproximadamente 170 mg/ml de anticuerpo anti-a4B7, un agente tamponante (por
ejemplo, citrato), aminoacido (por ejemplo, arginina) y tensioactivo (por ejemplo,
polisorbato 80).

En otra realizacién, la formulacién comprende de al menos aproximadamente
140 mg/ml o aproximadamente 150 mg/ml a aproximadamente 170 mg/mi, por
ejemplo, aproximadamente 160 mg/ml de un anticuerpo anti-a4B7, un agente
tamponante (por ejemplo, histidina), al menos aproximadamente 5 mM de citrato y
un aminoacido libre (por ejemplo, arginina).

En otra realizacibn mas, la formulacion comprende al menos

aproximadamente 160 mg/ml de un anticuerpo anti-o437, un agente tamponante
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(por ejemplo, histidina), al menos aproximadamente 5 mM de citrato, el 0,2% de
polisorbato 80 y un aminoacido libre (por ejemplo, arginina). En una realizacion, la
concentracion de tampon en la formulacién es de aproximadamente 15 a
aproximadamente 75 mM, de aproximadamente 25 a aproximadamente 65 mM, o
de aproximadamente 50 mM. La concentracion de aminoacido libre en la
formulacion 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; la concentraciéon de
polisorbato 80 en la formulacién es de aproximadamente el 0,05% al 0,4%, de
aproximadamente el 0,1% al 0,4%, de aproximadamente el 0,1% al 0,3%, de
aproximadamente el 0,1% al 0,25%, de aproximadamente el 0,1% al 0,2%, o de
aproximadamente el 0,2%.

En algunas realizaciones, la formulacion es una formulacion sélida (por
ejemplo, una formulacion liofilizada), que comprende una mezcla de un anticuerpo
anti-a4p7, citrato, histidina, arginina, polisorbato 80 y un lioprotector o un sacarido,
tal como un azticar no reductor. El sacarido puede incluirse en la formulacion liquida
hasta alcanzar concentraciones del 0% al 20%, o de aproximadamente el 6% a
aproximadamente el 10%.

En una realizacién, la formulacién se liofiliza y almacena como una sola dosis
en un recipiente, por ejemplo, vial, jeringa, cartucho y/o autoinyector. El recipiente
puede almacenarse a aproximadamente 2-8°C o 25°C hasta que se administra a un
sujeto que lo necesite. El vial puede ser, por ejemplo, un vial de 5, 10 o 20 cc (por
ejemplo, para una dosis de 160 mg/ml). El vial puede contener al menos
aproximadamente 20 mg, al menos aproximadamente 50 mg, al menos
aproximadamente 70 mg, al menos aproximadamente 80 mg, al menos
aproximadamente 100 mg, al menos aproximadamente 120 mg, al menos

aproximadamente 155 mg, al menos aproximadamente 180 mg, al menos
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aproximadamente 200 mg, al menos aproximadamente 240 mg, al menos
aproximadamente 300 mg, al menos aproximadamente 360 mg, al menos
aproximadamente 400 mg, al menos aproximadamente 540 mg o al menos
aproximadamente 900 mg de anticuerpo anti-a4B7. En un aspecto, el recipiente
contiene aproximadamente 165 mg de anticuerpo anti-a437.

En otra realizacién, la formulacién es liquida y estd almacenada como una
sola dosis en uno o dos viales, cartuchos, jeringas o autoinyectores. El vial,
cartucho, jeringa o autoinyector puede almacenarse a aproximadamente 2-8 °C
hasta que su contenido, por ejemplo, un anticuerpo anti-a4p7, se administre a un
sujeto que lo necesite. El vial puede ser, por ejemplo, un vial de 5, 10 0 20 cc (por
ejemplo, para una dosis de 160 mg/ml). E! vial puede contener al menos
aproximadamente 20 mg, al menos aproximadamente 50 mg, al menos
aproximadamente 70 mg, al menos aproximadamente 80 mg, al menos
aproximadamente 100 mg, al menos aproximadamente 120 mg, al menos
aproximadamente 155 mg, al menos aproximadamente 180 mg, al menos
aproximadamente 200 mg, al menos aproximadamente 240 mg, al menos
aproximadamente 300 mg, al menos aproximadamente 360 mg, al menos
aproximadamente 400 mg, al menos aproximadamente 540 mg, o al menos
aproximadamente 900 mg de anticuerpo anti-a4B7. En un aspecto, el vial contiene
aproximadamente 165 mg de anticuerpo anti-a4p7. La jeringa o cartucho puede ser
un recipiente de 1 mL o 2 mL (por ejemplo, para una dosis de 160 mg/mL) o mas de
2 ml, por ejemplo, para una dosis superior (de al menos 320 mg o 400 mg o
superior). La jeringa o cartucho puede contener al menos aproximadamente 20 mg,
al menos aproximadamente 50 mg, al menos aproximadamente 70 mg, al menos
aproximadamente 80 mg, al menos aproximadamente 100 mg, al menos
aproximadamente 120 mg, al menos aproximadamente 155 mg, al menos

aproximadamente 180 mg, al menos aproximadamente 200 mg, al menos
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aproximadamente 240 mg, al menos aproximadamente 300 mg, al menos
aproximadamente 360 mg, al menos aproximadamente 400 mg, o al menos
aproximadamente 500 mg dé anticuerpo anti-a437.

Uno o mas vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente
aceptables distintos tales como los descritos en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 212 Edicién, Hendrickson, R. Ed. (2005) pueden incluirse en
la formulacién con tal de que no afecten adversamente a las caracteristicas
deseadas de la formulacién. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables
no son tdxicos para los destinatarios a las dosificaciones y concentraciones
empleadas e incluyen; agentes tamponantes adicionales;, codisolventes;
antioxidantes incluyendo citrato y cisteina; agentes quelantes tales como EDTA,;
complejos de metales (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); polimeros
biodegradables tales como poliésteres; conservantes; lubricantes de la pared del
recipiente, por ejemplo, silicona, aceite mineral, glicerina o derivado de
perfluoropoliéter TRIBOGLIDE® (Tribo Film Research, Inc.) para facilidad de
inyeccion y/o contraiones formadores de sales tales como sodio.

Anticuerpos o437

Los anticuerpos anti-a4p7 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
cualquier anticuerpo obtenido por ingenieria genética deseado, tal como anticuerpos
quimericos, anticuerpos humanizados y similares. Los fragmentos de union 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-a4B7 puede unirse a un epitopo en la cadena a4 (por
ejemplo, MAb 21.6 humanizado (Bendig et &/, Patente de Estados Unidos N°
5.840.299)), en la cadena B7 (por ejemplo, FIB504 o un derivado humanizado (por
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ejemplo, Fong et al., Patente de Estados Unidos N° 7.528.236)), o a un epitopo
combinatorio formado por la asociacion de la cadena a4 con la cadena B7. En un
aspecto, el anticuerpo se une a un epitopo combinatorio en el complejo a4p7, pero
no se une a un epitopo en la cadena a4 o la cadena 37 a menos que las cadenas
esten asociadas entre si. La asociacion de la integrina a4 con la integrina B7 puede
crear un epitopo combinatorio, por ejemplo, aproximando los restos presentes en
ambas cadenas que en conjunto comprenden el epitopo, o exponiendo
conformacionalmente en una cadena, por ejemplo, la cadena de integrina o4 o la
cadena de integrina B7, un sitio de unién epitépico que sea inaccesible a la unién de
anticuerpo en ausencia del compariero de integrina apropiado o en ausencia de la
activacion de integrina. En otro aspecto, el anticuerpo anti-a4p7 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 a4B7. Dichos anticuerpos pueden unirse a
o437 pero no unirse a a4p1 y/o no unirse a agB7, por ejemplo. En otro aspecto, el
anticuerpo anti-a4p7 se une al mismo o sustancialmente al mismo epitopo que el
anticuerpo Act-1 (Lazarovits, A. I. et &, J. Immunol., 133(4): 1857-1862 (1984),
Schweighoffer et &l., J. Immunol., 151(2): 717-729, 1993; Bednarczyk et 4l., J. Biol.
Chem., 269(11): 8348-8354, 1994). La linea celular de hibridoma murino ACT-1, que
produce el anticuerpo monoclonal Act-1 murino, se deposité bajo las estipulaciones
del Tratado de Budapest el 22 de agosto de 2001, en nombre de Miliennium
Pharmaceuticals, Inc., 40 Landsdowne Street, Cambridge, Mass. 02139, Estados
Unidos, en la Coleccion 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-oa4f37 es un anticuerpo humano o una proteina de
union a a4p7 que usa las CDR proporcionadas en la Publicacién de Solicitud de
Patente de Estados Unidos N°® 2010/0254975.

En un aspecto, el anticuerpo anti-a4p7 inhibe la unién de «4p7 a uno o mas
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de sus ligandos (por ejemplo, la adresina de la mucosa, por ejemplo, MAdACAM (por
ejemplo, MAdCAM-1), fibronectina y/o adresina vascular (VCAM)). Se describen
MAJCAM de primate (por ejemplo, MAdCAM-1) en la publicacion PCT WO
96/24673, cuyo contenido completo se incorpora en la presente memoria mediante
esta referencia. En otro aspecto, el anticuerpo anti-a4p7 inhibe la unién de a4p7 a
MAJCAM (por ejemplo, MAACAM-1) y/o fibronectina sin inhibir la unién de VCAM.
En un aspecto, los anticuerpos anti-a4p7 para su uso en las formulaciones
son versiones humanizadas del anticuerpo Act-1 de ratén. Se conocen bien en la
técnica métodos adecuados para preparar anticuerpos humanizados. En general, el
anticuerpo anti-a437 humanizado contendra una cadena pesada que contiene las 3
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada (CDR, CDRH1,
SEC ID N° 8, CDR2, SEC ID N°: 9 y CDR3, SEC ID N°: 10) del anticuerpo Act-1 de
raton y regiones flanqueantes de cadena pesada humana adecuadas; y también
contiene una cadena ligera que contiene las 3 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 y regiones flanqueantes de cadena ligera humana adecuadas. El anticuerpo
Act-1 humanizado puede contener cualquier regién flanqueante humana adecuada,
incluyendo regiones flanqueantes de consenso, con o sin sustituciones de
aminoacidos. Por ejemplo, uno o mas de los aminoacidos de regioén flanqueante
pueden sustituirse con otro aminodcido, tal como el aminoacido en la posicién

correspondiente en el anticuerpo Act-1 de ratén. La region constante humana o

porcion de la misma, si esta presente, puede proceder de las cadenas ligeras x 0 A

y/o las cadenas pesadas y (por ejemplo, y1, v2, v3, v4), 1, a, (por ejemplo, a1, a2), §
o £ de anticuerpos humanos, incluyendo variantes alélicas. Puede seleccionarse una
region constante particular (por ejemplo, IgG1), variante o porciones de la misma
para confeccionar la funcién efectora. Por ejemplo, puede incorporarse una regién

constante mutada (variante) en una proteina de fusién para minimizar la unién a
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receptores de Fc y/o la capacidad para fijar el complemento (véase por ejemplo,
Winter et 4., documento GB 2.209.757 B; Morrison et al., documento WO 89/07142;
Morgan et &l., documento WO 94/29351, 22 de diciembre de 1994). Se describieron
versiones humanizadas de anticuerpo Act-1 en las publicaciones PCT n°
WQ098/06248 y WO07/61679, incorporandose el contenido completo de cada una de
ellas en la presente memoria mediante esta referencia.

En otro aspecto, los anticuerpos humanizados anti-a4p37 para su uso en la
formulacion comprenden una region variable de cadena pesada que comprende los
aminoacidos 20 a 140 de la SEC ID N°: 2 y una region variable de cadena ligera que
comprende los aminoacidos 20 a 131 de la SEC ID N° 4, o los aminoacidos 21 a
132 de la SEC ID N° 5. Si se desea, puede estar presente una regiéon o regiones
constantes humanas adecuadas. Por ejemplo, el anticuerpo anti-a437 humanizado
puede comprender una cadena pesada que comprende los aminoacidos 20 a 470
de la SEC ID N°: 2 y una cadena ligera que comprende los aminoacidos 21 a 239 de
la SEC ID N% 5. En otro ejemplo, el anticuerpo anti-a4p7 humanizado puede
comprender una cadena pesada que comprende los aminoacidos 20 a 470 de la
SEC ID N° 2 y una cadena ligera que comprende los aminoacidos 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, numero de
Registro del Chemical Abstract Service (CAS, American Chemical Society) 943609-
66-3), con dos restos de ratén cambiados por restos humanos, es mas humana que
la cadena ligera de LDP-02 (Figura 3). Ademas, el LDP-02 tiene la alanina flexible
algo hidréfoba 114 y un sitio hidréfilo (Aspartato 115) que se sustituye en el
vedolizumab con la treonina que contiene hidroxilo ligeramente hidréfila 114 y el
resto de valina hidréfobo potencialmente de cara hacia el interior 115.

Las sustituciones adicionales en la secuencia de anticuerpo pueden ser, por
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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
mutacién de metionina a valina en el resto 4 de la SEC ID N° 14; una mutacioén de
alanina a glicina en el resto 24 de la SEC ID N° 15; una mutacién de arginina a
lisina en el resto 38 de la SEC ID N° 15; una mutaciéon de alanina a arginina en el
resto 40 de la SEC ID N° 15; una mutacion de metionina a isoleucina en el resto 48
de la SEC ID N° 15; una mutacién de isoleucina a leucina en el resto 69 de la SEC
ID N°: 15; una mutacién de arginina a valina en el resto 71 de la SEC ID N° 15; una
mutacion de treonina a isoleucina en el resto 73 de la SEC ID N° 15; o cualquier
combinacion de las mismas; y sustitucion 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 ratédn; y sustitucion de las 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 raton.

En algunas realizaciones, los anticuerpos humanizados anti-a4p7 para su
uso en la formulacién comprenden una region variable de cadena pesada que tiene
una identidad de secuencia de aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
con los aminoacidos 20 a 140 de la SEC ID N°: 2, y una regién variable de cadena
ligera que tiene una identidad de secuencia de aproximadamente el 95%, 96%,
97%, 98% o0 99% con los aminoacidos 20 a 131 de la SEC ID N°% 4 o los
aminoacidos 21 a 132 de la SEC ID N° 5. La identidad de secuencia de
aminoacidos puede determinarse usando un algoritmo de alineamiento de
secuencias adecuado, tal como el sistema Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison,
Wis.), usando los parametros por defecto. En una realizacién, el anticuerpo anti-
a4B7 para su uso en la formulacién es vedolizumab (nimero de Registro de CAS,
American Chemical Society, 943609-66-3).

También pueden usarse otros anticuerpos de a4B7 en las formulaciones y
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regimenes de dosificacion descritos en la presente memoria. Por ejemplo, los
anticuerpos de a4pB7 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-a4p7 puede producirse por expresion de secuencias de
acido nucleico que codifican cada cadena en células vivas, por ejemplo, células en
cultive. Pueden utilizarse una diversidad de sistemas de hospedador-vector de
expresion para expresar las moléculas de anticuerpo de la invencién. Dichos
sistemas de hospedador-expresion 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 apfopiadas, expresan un anticuerpo anti-
04B7 in situ. Estas incluyen, pero sin limitacion, microorganismos tales como
bacterias (por ejemplo, E. coli, B. subtilis) transformados con vectores de expresién
recombinantes de ADN de bacteriéfago, ADN plasmidico o ADN cosmidico que
contienen secuencias codificantes de anticuerpo; levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces, Pichia) transformadas con vectores de expresion de levaduras
recombinantes que contienen secuencias codificantes de anticuerpos; sistemas de
células de insecto infectadas con vectores de expresion 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 la coliflor, CaMV; virus del
mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores de expresion 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 expresion recombinantes que
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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 gen temprano intermedio principal de
citomegalovirus humano, es un sistema de expresion eficaz para anticuerpos
(Foecking et 4l., Gene 45: 101 (1986); Cockett et al., Bio/Technology 8: 2 (1990)).

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse ventajosamente varios
vectores de expresion 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 generacion de composiciones farmacéuticas de una molécula de
anticuerpo, pueden ser deseables vectores que dirijan la expresion de altos niveles
de productos de proteina de fusién que se purifiquen facilmente. Dichos vectores
incluyen, pero sin Iirhitaci()n, el vector de expresién en E. coli pUR278 (Ruther et &l.,
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 region codificante de
lac Z de modo que se produce una proteina de fusidén; 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. Tambien pueden usarse vectores pGEX
para expresar polipéptidos extrafos como proteinas de fusiébn con glutation S-
transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusion son solubles y pueden
purificarse facilmente a partir de células lisadas por adsorcion y unién a perlas de
agarosa con glutation de matriz, seguido de elucién en presencia de glutation Iibre.
Los vectores pGEX estan disefiados para incluir sitios de escisién 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
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Autographa californica (AcNPV) como un vector para expresar genes extrafos. 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
expresion basados en virus. En casos en los que se usa un adenovirus como vector
de expresion, la secuencia codificante de anticuerpo de interés puede ligarse con un
complejo de control de la transcripcién/traducciéon de adenovirus, por ejemplo, el
promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen quimérico puede insertarse
después en el genoma de adenovirus por recombinacion in vitro o in vivo. La
insercion en una regién no esencial del genoma viral (por ejemplo, regién E1 o E3)
dara como resultado un virus recombinante que es 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 sefiales de inicio especificas para una traduccion eficaz de las
secuencias codificantes de anticuerpo insertadas. Estas sefales incluyen el codén
de inicio ATG y secuencias adyacentes. Ademas, el codon de inicio debe estar en
fase con la fase de lectura de la secuencia codificante deseada para asegurar la
traduccién del inserto completo. Estas sefiales de control de la traduccién y codones
de inicio exégenos pueden ser de una diversidad de origenes, tanto naturales como
sintéticos. La eficacia de expresion puede aumentarse por la inclusion de elementos
potenciadores de la transcripcion apropiados, terminadores de la transcripcion, etc.
(véase Bittner et 4., Methods in Enzymol. 153: 51-544 (1987)).

Ademas, puede seleccionarse una cepa de célula hospedadora que module
la expresion de las secuencias insertadas, o que modifique y procese el producto

génico de la forma especifica deseada. Dichas modificaciones (por ejemplo,
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glicosilacién) y procesamiento (por ejemplo, escision) de productos proteicos
pueden ser importantes para la funcidon de la proteina. Diferentes celulas
hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el
procesamiento y la modificacion post-traduccional de proteinas y productos géenicos.
Pueden seleccionarse lineas celulares o sistemas hospedadores apropiados para
asegurar la correcta modificacion y procesamiento de la proteina extrafa expresada.
Con este fin pueden usarse células hospedadoras eucariotas que posean la
maquinaria celular para un procesamiento apropiado del transcrito primario,
glicosilacién y fosforilacion del producto génico. Dichas células hospedadoras de
mamifero incluyen, pero sin limitacién, células de ovario de hamster chino (CHO),
NSO, HeLa, VERY, de riion de cria de hamster (BHK), de riién de mono (COS),
MDCK, 293, 3T3, WI38, de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2),
lineas celulares de cancer de mama tales como, por ejemplo, BT483, Hs578T,
HTB2, BT20 y T47D, y linea celular de glandula mamaria normal tal como, por
ejemplo, CRL7030 y Hs578Bst.

La maquinaria de glicosilaciéon de diferentes tipos celulares puede producir
anticuerpos con diferente composiciéon de glicosilaciéon que en otro tipo celular, o
ninguna glicosilaciéon, como con células bacterianas. En un aspecto, los tipos
celulares para la produccién del anticuerpo anti-a4p7 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 sustitucion,
por ejemplo, en una construccion o vector para su introduccion en las células, por
ejemplo, por transformaciéon o transfeccion. La construccion o vector con el gen
exdégeno confiere a las células que alojan la construccién o vector una ventaja de
seleccién para fomentar la produccién del polipéptido codificado por el gen exégeno.

En una realizaciéon, las células CHO son células DG44 (Chasin y Urlaub (1980)
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PNAS USA 77: 4216), que comprenden la eliminacidén o inactivacion del gen de la
dihidrofolato reductasa. En otra realizacién, las células CHO son ceélulas CHO K1
que comprenden la eliminaciéon o inactivacion del gen de la glutamina sintasa
(véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.122.464 0 5.827.739).

Formulaciones Sdélidas

Las formulaciones sélidas de la invenciéon se preparan generalmente por
secado de una formulacion liquida. Puede usarse cualquier método de secado
adecuado, tal como liofilizacién o secado por pulverizacién. En un aspecto, se
anade un lioprotector a la formulacion antes de la liofilizacién. La liofilizacion implica
congelar una formulacién liquida, habitualmente en el recipiente que se usara para
almacenar, enviar y distribuir la formulacién (por ejemplo, un vial, jeringa (por
ejemplo, una jeringa de una sola camara o de doble camara) o cartucho (por
ejemplo, un cartucho de una sola camara o de doble camara) (Véase, por ejemplo,
Gatlin y Nail en Protein Purification Process Engineering, ed. Roger G. Harrison,
Marcel Dekker Inc., 317-367 (1994). Una vez que se congela la formulacion, la
presién atmosférica se reduce y la temperatura se ajusta para permitir la eliminacion
del disolvente congelado, por ejemplo, por sublimacién. Esta etapa del proceso de
liofilizacién se denomina a veces secado primario. Si se desea, la temperatura
puede aumentarse entonces para eliminar cualquier disolvente que esté todavia
unido a la formulacién seca por evaporacién. Esta etapa de proceso de liofilizacion
se denomina a veces secado secundario. Cuando la formulacion ha alcanzado el
grado de sequedad deseado, el proceso de secado se concluye y los recipientes se
cierran herméticamente. La formulacién sélida final se denomina a veces una
“formulacién liofilizada” o una “torta”. El proceso de liofilizacién puede realizarse
usando cualquier equipamiento adecuado. Esta disponible un equipamiento de
liofilizacién adecuado de varias fuentes comerciales (por ejemplo, SP Scientific,

Stone Ridge, NY).
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Pueden usarse una diversidad de aparatos adecuados para secar
formulaciones liquidas para producir una formulacién soélida (por ejemplo, liofilizada).
En general, los expertos en la materia preparan formulaciones liofilizadas usando
una camara cerrada herméticamente que contiene baldas sobre las que se ponen
viales de la formulacién liquida a secar. La temperatura de las baldas, aél' como la
velocidad de enfriamiento y calentamiento pueden controlarse, al igual que la
presion en el interior de la camara. Se entendera que diversos parametros de
proceso analizados en la presente memoria se refieren a procesos realizados
usando este tipo de aparato. Los expertos en la materia pueden adaptar facilmente
los pardmetros 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 facilmente 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 tamario 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 més cdlida que la temperatura de congelacién. En un

aspecto, las condiciones de secado primario pueden ajustarse para mantener el

anticuerpo anti-a4p7 por debajo de la temperatura de transicién vitrea o temperatura
de colapso de la formulacién. 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. Ademas, la
formulacion puede ser dificil de secar completamente si se produce el colapso. Las

mayores cantidades de humedad resultantes en la formulacién pueden conducir a
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mayores velocidades de degradacion de proteina y a una disminucién 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 la
presidn de la camara se seleccionan para mantener la temperatura del producto por
debajo de la temperatura de colapso durante el secado primario. La temperatura de
transicion vitrea de una formulacion 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 ia técnica, por
ejemplo, microscopia de secado por congelacion, tomografia de coherencia optica.
La etapa de secado puede eliminar al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el
70% o mas del disolvente. En un aspecto, la etapa de secado primario elimina mas
del 80% del disolvente de la formulacién de anticuerpo anti-a4p7.

El tamafio del vial puede seleccionarse basandose en el area superficial que
estara 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 basandose 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 solucién de anticuerpo diluida en un gran
volumen de liquido requerira mas tiempo para el secado. Debe encontrarse un
equilibrio en el tamario del vial frente al volumen de formulacién, 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 proporcién de la formulacion a los efectos degradantes de la humedad
durante el almacenamiento a largo plazo. Para una dosis de 165 mg, el tamafo de
vial de la formulacion de anticuerpo anti-a4B7 puede ser de 3 ml, 5 ml o0 10 ml. En

un aspecto, el tamafo de vial es de 5 m| para una solucién de 160 mg/mi.
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Los principios para escoger un tamano de cartucho o jeringa para la
liofilizacién son similares a los del vial. La profundidad de la altura de torta también
aumentara el tiempo de secado a medida que aumenta la altura. El diametro y el
tamano de la jeringa o cartucho deben estar compensados con el volumen de
formulacién final. Los didmetros de mayor tamario pueden aumentar la velocidad de
captacion de humedad en la torta liofilizada, aumentando de este modo los efectos
degradantes de la humedad durante el almacenamiento. Para una dosis de 165 mg,
el volumen de la formulacién de anticuerpo anti-a437 puede ser de 1 ml o 2 ml. En
un aspecto, el tamario de jeringa o cartucho es superior a 1 ml para una solucién de
160 mg/ml.

Despues de la liofilizacién, el vial, jeringa o cartucho puede cerrarse
herméticamente, por ejemplo, taponarse, al vacio. Como alternativa, puede
introducirse un gas, por ejemplo, aire seco o nitrégeno, en el recipiente antes del
cierre hermético. Cuando preocupa la oxidacién, el gas introducido en la camara de
liofilizacion puede comprender un gas que retrase o prevenga la oxidacion del
producto liofilizado. En un aspecto los gases son gases no oxigenados, por ejemplo,
nitrégeno o un gas inerte, por ejemplo, helio, nedn, argdn, kriptéon o xenén. En otro
aspecto, el gas es nitrégeno o argon.

Tratamiento con la formulacién 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-a4B7 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 afios de
edad), un adolescente o un nifio. El sujeto humano puede ser una persona de 65 o
mas afios de edad. Al contrario que los regimenes de dosificacion terapéuticos

alternativos, un sujeto humano de 65 o mas afios de edad no requiere ninguna
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modificacion del régimen de dosificacién descrito en la presente memoria, y se le
puede administrar la formulacién de anticuerpo anti-a4p7 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 un
inmunomodulador, un antagonista de TNF-a. 0 combinaciones de los mismos. El
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 y
sintomas de enfermedad persistentemente activa a pesar de un historial de al
menos un régimen de induccién de 4 semanas, que incluia una dosis equivalente a
30 mg de prednisona diaria por via oral durante 2 semanas o por via 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 infeccion.

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 (=1,5 mg/kg), 6-
mercaptopurina (>0,75 mg/kg) o metotrexato (>12,5 mg/semana). La intolerancia de
un inmunomodulador incluye, pero sin limitacion, nauseas/vémitos, dolor abdominal,
pancreatitis, anomalias de LFT, linfopenia, mutacién genética de TPMT y/o
infeccién.

Un antagonista de TNF-a es, por ejemplo, un agente que inhibe la actividad

biolégica de TFN-o y preferentemente se une a TNF-«, tal como un anticuerpo
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monocional, por ejemplo, REMICADE (infliximab), HUMIRA (adalimumab), CIMZIA
(certolizumab pegol), SIMPONI (golimumab) o una proteina de fusién con receptor
circulante tal como ENBREL (etanercept). Una respuesta inadecuada a un
antagonista de TNF-a se refiere a signos y sintomas de enfermedad
persistentemente activa a pesar de un historial de al menos un régimen de induccion
de 4 semanas de infliximab 5 mg/kg IV, 2 dosis separadas por al menos 2 semanas;
una dosis subcutanea de 80 mg de adalizumab, seguida de una dosis de 40 mg
separada por al menos dos semanas; 0 400 mg por via subcutanea 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 reapariciéon de los sintomas durante la
dosificacién de mantenimiento después de un beneficio clinico previo. La
intolerancia de un antagonista de TNF-a. incluye, pero sin limitacion, una reaccién
relacionada con la infusién, desmielinizacion, insuficiencia cardiaca congestiva y/o

infeccion.

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 puntuacion
de Mayo de al menos 3 puntos y una Puntuacién de Baron Modificada de al menos
2.

En ofro aspecto, la presente invencion proporciona formulaciones de
anticuerpo anti-a4p7 que (1) pueden unirse a la integrina o4p7 in vitro y/o in vivo; y
(2) pueden modular una actividad o funcién de una integrina a4p7, tal como (a) la
funcion de unién (por ejemplo, la capacidad de la integrina a4p7 para unirse a
MAJCAM (por ejemplo, MAACAM-1), fibronectina y/o VCAM-1) y/o (b) la funcién de
infiltracion con leucocitos, incluyendo el reclutamiento y/o la acumulacién de
leucocitos en tejidos (por ejemplo, la capacidad para inhibir la migracién de linfocitos
hacia el tejido de la mucosa intestinal). En una realizacién, un anticuerpo en la

formulacién puede unirse a una integrina «4B7 y puede inhibir la unién de la
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integrina a4B7 a uno o mas de sus ligandos (por ejemplo, MAdCAM (por ejemplo,
MAdCAM-1), VCAM-1, fibronectina), inhibiendo de este modo la infiltracion con
leucocitos de tejidos (incluyendo el reclutamiento y/o la acumulacién de leucocitos
en tejidos). En otra realizacién, un anticuerpo en la formulacion puede unirse a una
integrina a4p7 y puede inhibir selectivamente la unién de la integrina o437 a uno o
mas de sus ligandos (por ejemplo, MAACAM (por ejemplo, MAdCAM-1), VCAM-1,
fibronectina), inhibiendo de este modo la infiltracion con leucocitos de tejidos
(incluyendo el reclutamiento y/o la acumulaciéon de leucocitos en tejidos). Dichas
formulaciones de anticuerpo anti-a4p7 pueden inhibir la adhesion celular de células
que llevan una integrina a4p7 a células endoteliales vasculares en tejidos mucosos,
incluyendo tejidos asociados al intestino, 6rganos linfoides o leucocitos
(especialmente linfocitos tales como células T o B) in vitro y/o in vivo. En otra
realizacion mas, la formulacion de anticuerpo anti-a4f37 de la presente invencion
puede inhibir la interaccién de a4p7 con MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) y/o
fibronectina. En todavia otra realizacién mas, la formulacion de anticuerpo anti-a4p37
de la presente invenciéon puede inhibir la interaccion de o4p7 con MAdCAM (por
ejemplo, MAdCAM-1) y/o fibronectina selectivamente, por ejemplo, sin inhibir la
interaccion de o437 con VCAM.

Las formulaciones de anticuerpo anti-a437 de la presente invencién pueden
usarse para modular (por ejemplo, inhibir (reducir o prevenir)) la funcién de unién y/o
la funcion de infiltracién con leucocitos (por ejemplo, linfocitos, monocitos) de la
integrina 04p37. Por ejemplo, pueden administrarse inmunoglobulinas humanizadas
que inhiben la unién de la integrina a4p7 a un ligando (es decir, uno 0 mas ligandos)
de acuerdo con el método en el tratamiento de enfermedades asociadas con la
infiltracion con leucocitos (por ejemplo, linfocitos, monocitos) de tejidos (incluyendo
el reclutamiento y/o la acumulacién de leucocitos en tejidos), particularmente de

tejidos que expresan la molécula MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1).
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Una cantidad eficaz de una formulacién de anticuerpo anti-a4p7 de la
presente invencién (es decir, una 0 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 estan
asociadas con la infiltracién con leucocitos del tracto gastrointestinal (incluyendo el
endotelio asociado al intestino), otros tejidos mucosos o tejidos que expresan Ia
molécula MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-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 lactacién)), pueden tratarse de
acuerdo con el presente método. De forma similar, un individuo que tenga una
enfermedad asociada con la infiltraciéon con leucocitos de tejidos como resultado de
la union de leucocitos a células (por ejemplo, células endoteliales) que expresen
MAdCAM (por ejemplo, MAACAM-1) puede tratarse de acuerdo con la presente
invencién.

En una realizacion, 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 microscépica o colagenosa,
gastroenteritis eosinéfila o bursitis resultante después de proctocolectomia y
anastomosis ileoanal. En algunas realizaciones, 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 cicatrizacién de la mucosa en pacientes que padecen una colitis
ulcerosa de moderada a gravemente activa. El tratamiento también puede dar como
resultado una reduccion, eliminacién o reduccién y eliminacion del uso de
corticosteroides por el paciente.

La pancreatitis y la diabetes mellitus insulinodependiente son otras
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enfermedades que pueden tratarse usando las formulaciones de la invencién. Se ha
descrito que el MAdCAM (por ejemplo, MAACAM-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 expresion de MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) se
inducia segun se dice en el endotelio en islotes inflamados del pancreas de los
ratones NOD, y el MAdCAM (por ejemplo, MAJCAM-1) era la adresina
predominante expresada por el endotelio de islotes de NOD en fases tempranas de
insulitis (Hanninen, A., et &l.,, J. Clin. Invest., 92: 2509-2515 (1993)). El tratamiento
de ratones NOD con anticuerpos anti-MAdCAM o anti-B7 prevenia el desarrollo de
diabetes (Yang et 4/, Diabetes, 46: 1542-1547 (1997)). Ademas, se observo la
acumulacion de linfocitos que expresaban 437 dentro de los islotes, y el MAACAM-
1 estaba implicado en la unién de células de linfoma mediante a4p7 a vasos de
islotes inflamados (Hanninen, A., et &/, J. Clin. Invest., 92. 2509-2515 (1993)) o al
tracto gastrointestinal en el linfoma de células del manto (Geissmann et 4., Am. J.
Pathol., 163: 1701-1705 (1998)).

Los ejemplos de enfermedades inflamatorias asociadas con tejidos mucosos
que pueden tratarse usando una formulacién de la invencién incluyen colecistitis,
colangitis (Adams y Eksteen Nature Reviews 6: 244-251 (2006) Grant et al.,
Hepatology 33: 1065-1072 (2001)), por ejemplo, colangitis esclerosante primaria,
enfermedad de Behcet, por ejemplo, del intestino, o pericolangitis (conductos
biliares y tejido circundante del higado) y enfermedad de injerto contra huésped (por
ejemplo, en el tracto gastrointestinal (por ejemplo, después de un transplante de
meédula 6sea) (Petrovic et al. Blood 103: 1542-1547 (2004)). Como se observa en la
enfermedad de Crohn, la inflamacién con frecuencia se extiende mas alla de la
superficie de la mucosa, por consiguiente enfermedades inflamatorias cronicas tales
como sarcoidosis, gastritis crénica, por ejemplo, gastritis autoinmunitaria (Katakai et

al, Int. Immunol., 14: 167-175 (2002)) y otras afecciones idiopaticas pueden ser
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susceptibles de tratamiento.

La invencion también se refiere a un método de inhibir la infiltracion con
leucocitos del tejido mucoso. La invencion también se refiere a un metodo para
tratar el cancer (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 invencién incluyen mastitis (glandula
mamaria) y sindrome de intestino irritable.

Las enfermedades o patdgenos cuyas etiologias aprovechan la interaccion de
MAdCAM (por ejemplo, MAdCAM-1) con a4f7 pueden tratarse con un anticuerpo
anti-a47 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 W02008140602).

Una formulacion de la invencién se administra en una cantidad eficaz que
inhibe la unién de la integrina «4B7 a un ligando de la misma. Para terapia, una
cantidad eficaz sera suficiente para conseguir el efecto terapeutico (incluyendo
profilactico) deseado (tal como una cantidad suficiente para reducir o impedir la
unién y/o la sefalizacién mediada por la integrina o437, inhibiendo de este modo la
adhesion y la infiltracion de leucocitos y/o las respuestas celulares asociadas). Una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-a437, por ejemplo, un titulo eficaz suficiente
para mantener la saturacién, por ejemplo, neutralizaciéon de integrina a4p7 puede
inducir la respuesta clinica o la remision en la enfermedad inflamatoria del intestino.

Una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-a437 puede conducir a cicatrizacion de la

mucosa en colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn. Una formulacion de la invencion

puede administrarse en una dosis unitaria o en multiples dosis. La dosificacion
puede determinarse por métodos conocidos en la técnica y puede depender, por

ejemplo, de la edad, sensibilidad, tolerancia y bienestar global del individuo. Los
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ejemplos de modos de administracion incluyen vias tépicas tales como la
administracion nasal o por inhalaciéon o transdérmica, vias enterales, tales como
mediante una sonda nasogastrica o supositorio, y vias parenterales, tales como la
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, 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
aproximadamente 7 mg/kg, de aproximadamente 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 dosis total puede ser de aproximadamente 22 mg,
de aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 72 mg, de aproximadamente 125
mg, de aproximadamente 165 mg o de aproximadamente 432 mg. La dosis total
puede ser de al menos 77 mg, de al menos 125 mg o de al menos 356 mg. En una
realizacién, la dosis total es de 165 mg. En otra realizacién, la dosis total es de 108

mg. En otra realizacién, la dosis total es de 216 mg.

La modelacion y las simulaciones (software BERKELEY MADONNA™,
Universidad de California) usando datos farmacocinéticos (PK) de estudios de
disponibilidad de anticuerpo anti-a4p7 con el tiempo después de la administracién
pueden evaluar regvfmenes de dosificacidn potenciales para la administracién
subcutédnea o intramuscular. Los datos PK pueden evaluarse para regimenes de
induccion y de mantenimiento. Ofra estrategia de modelado es el analisis

farmacocinético/farmacodindmico de poblaciones (herramienta de modelado de
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efectos mixtos no lineales NONMEM® ICON plc, Dublin, Irlanda). Pueden
analizarse tanto los niveles de exposicién como los niveles valle.

Tipicamente, después de alcanzarse la saturacién de la diana, por ejemplo,
integrina a4p7, la concentracién de anticuerpo en la sangre tiene una relacion lineal
con la dosis administrada. Un anticuerpo anti-a437 administrado a través de la via
subcutanea o intramuscular tiene aproximadamente del 60% a aproximadamente el
90% de la biodisponibilidad de un anticuerpo anti-a437 administrado a través de una
via intravenosa. En un ejemplo de esta relacién, si se supone que una dosis |V tiene
una biodisponibilidad del 100% y se encuentra que una dosis subcutanea tiene una
biodisponibilidad del 69,5%, entonces una dosis intravenosa de 300 mg puede
hacerse corresponder con una dosis de 432 mg por administracion subcutanea. Por
consiguiente, una dosis intravenosa de 150 mg puede hacerse corresponder con
una dosis subcutdanea de 216 mg a una biodisponibilidad relativa del 69,5%. De
forma similar, si se encuentra que una dosis subcutanea tiene una disponibilidad del
75% y se encuentra que una dosis intramuscular tiene una biodisponibilidad del
80%, entonces para corresponderse con una dosis intravenosa de 300 mg, la dosis
subcutanea puede ser de 400 mg y la dosis intramuscular puede ser de 375 mg. Las

Tablas 40-43 en los ejemplos ilustran estas relaciones y proporcionan dosis y

regimenes de dosificacién utiles de un anticuerpo anti-a4p7.

En algunos aspectos, el régimen de dosificacion tiene dos fases, una fase de
induccién y una fase de mantenimiento. En la fase de induccién, el anticuerpo o
fragmento de uniéon al antigeno del mismo se administra de tal manera que
proporciona rapidamente una cantidad eficaz del anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo adecuada para ciertos 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

5
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induccion cuando se trata en primer lugar mediante un anticuerpo anti-a437, cuando
se trata después de una larga ausencia de la terapia, por ejemplo, mas de tres
meses, mas de cuatro meses, mas de seis meses, mas de nueve meses, mas de un
afo, mas de dieciocho meses 0 mas de dos afos desde una terapia con anticuerpo
anti-a4B7 o durante la fase de mantenimiento de la terapia con anticuerpo anti-a437
si ha habido una reaparicion de los sintomas de la enfermedad inflamatoria del
intestino, por ejemplo, una recidiva de la remision de la enfermedad. En algunas
realizaciones, el régimen de fase de induccidn da como resultado una mayor
concentracion en suero valle media, por ejemplo, la concentracién justo antes de la
siguiente dosis, que la concentracién en suero valle en estado estacionario media
mantenida durante el régimen de mantenimiento.

En la fase de mantenimiento, el anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno
del mismo se administra de tal manera que continla la respuesta conseguida
mediante la terapia de inducciéon con un nivel estable de anticuerpo o fragmento de
union 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 dosificacién simple o requerir desplazamientos
infrecuentes para el tratamiento. En algunas realizaciones, el regimen de
mantenimiento puede incluir la administracién del anticuerpo anti-a4p7 o fragmento
de unién al antigeno del mismo, por ejemplo, en una formulacién descrita en la
presente memoria mediante una estrategia seleccionada entre el grupo que consiste
en dosis baja, administracién infrecuente, autoadministracién y una combinacion de
cualquiera de los anteriores.

En una realizaciéon, por ejemplo, durante una fase de induccion de la terapia,
el régimen de dosificacidn proporciona una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-

o4B7 o fragmento de unién al antigeno en una formulaciéon descrita en la presente
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memoria para inducir la remisién de una enfermedad inflamatoria del intestino en un
paciente humano. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-
a4P7 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 ug/ml a aproximadamente 30 ug/ml o de aproximadamente 25
pg/mi a aproximadamente 35 ug/ml de concentracion en suero valle media del
anticuerpo anti-a4p7 al final de la fase de induccion. La duracion de la fase de
induccion 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 induccién puede utilizar una estrategia seleccionada entre el grupo que
consiste en dosis alta, administracién frecuente y una combinacion de dosis alta y
administracion frecuente del anticuerpo anti-a437 o fragmento de unién al antigeno
del mismo, por ejemplo, en una formulacién descrita en la presente memoria. La
dosificacién de induccién puede ser una vez o una pluralidad de mas de una dosis,
por ejemplo, al menos dos dosis. Durante la fase de induccién, 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 realizaciones, las dosis de induccién se administran en el
intervalo de las primeras dos semanas de terapia con el anticuerpo anti-a4p7. En
una realizacion, la dosificacion de induccién puede ser una vez al inicio del
tratamiento (dia 0) y una vez aproximadamente dos semanas después del inicio del
tratamiento. En otra realizacion, la duracion de la fase de induccién es de seis
semanas. En otra realizacion, la duracion de la fase de inducciéon es de seis
semanas y se administra una pluralidad de dosis de induccién durante las primeras
dos semanas.

En algunas realizaciones, por ejemplo, cuando se inicia el tratamiento de un

RS
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paciente con enfermedad grave inflamatoria del intestino (por ejemplo, en pacientes
en los que ha fracasado la terapia anti-TNFa), la fase de induccion necesita tener
una duracién mas larga que para pacientes con una enfermedad leve o moderada.
En algunas realizaciones, la fase de induccién 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 o al menos 14 semanas. En una
realizaciéon, un régimen de dosificacion 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 realizacion, un
régimen de dosificacion de induccién 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.

En una realizacion, por ejemplo, durante una fase de mantenimiento de la
terapia, el régimen de dosificacion mantiene una concentracién en suero valle en
estado estacionario media, por ejemplo, la concentracién de meseta justo antes de
la siguiente dosis, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 pg/ml, de
aproximadamente 7 a aproximadamente 20 pg/ml, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10 pug/ml, de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 ug/ml,
de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 ug/ml o de aproximadamente 9 a
aproximadamente 13 ug/mi de anticuerpo anti-a4f37. En otra realizacion, el régimen
de dosificacion, por ejemplo, durante una fase de mantenimiento de la terapia,
mantiene una concentracion en suero valle en estado estacionario media de
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 pg/ml, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 55 ug/ml, de aproximadamente 30 a aproximadamente 45 ug/ml,
de aproximadamente 45 a aproximadamente 55 ug/ml o de aproximadamente 35 a
aproximadamente 40 ug/ml de anticuerpo anti-a4f37. En otra realizacién, el régimen

de dosificacién, por ejemplo, durante una fase de mantenimiento de la terapia,
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mantiene una concentracion en suero media a largo plazo, por ejemplo, exposicién
(por ejemplo, area bajo la curva de concentracion-tiempo) de aproximadamente 15 a
aproximadamente 40 pug/ml, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 p g /ml,
de aproximadamente 18 a aproximadamente 26 ug/ml o de aproximadamente 22 a
aproximadamente 33 nug/ml de anticuerpo anti-a4p7. En otra realizacion mas, el
régimen de dosificacién, por ejemplo, durante una terapia de mantenimiento,
mantiene una concentracion en suero media a largo plazo, por ejemplo, exposicion
(por ejemplo, area bajo la curva de concentracion-tiempo) de aproximadamente 35 a
aproximadamente 90 ug/ml|, de aproximadamente 45 a aproximadamente 75 pg/mi,
de aproximadamente 52 a aproximadamente 60 pug/ml o de aproximadamente 50 a
aproximadamente 65 ug/ml de anticuerpo anti-a4(37. |

La forma de dosificaciéon final puede comprender la dosis completa en
aproximadamente 0,5 ml, en aproximadamente 1 ml, en aproximadamente 1,5 ml,
en aproximadamente 2 mi, en aproximadamente 2,5 ml, en aproximadamente 3 ml
de la formulacién de anticuerpo.

La forma de dosificacién final para administracion intravenosa 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/mi, de
aproximadamente 1,2 mg/ml a aproximadamente 1,4 mg/ml, de aproximadamente
1,2 mg/ml a aproximadamente 1,3 mg/ml, o de aproximadamente 1,3 mg/ml a
aproximadamente 1,4 mg/ml. La forma de dosificacién final puede estar a una
concentracién de aproximadamente 0,6 mg/ml, 0,8 mg/mi, 1,0 mg/mi, 1,1 mg/mi, de

aproximadamente 1,2 mg/ml, de aproximadamente 1,3 mg/ml, de aproximadamente
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1,4 mg/mi, de aproximadamente 1,5 mg/ml, de aproximadamente 1,6 mg/ml, de
aproximadamente 1,8 mg/mi o de aproximadamente 2,0 mg/ml.

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, dia si dia no, una vez por semana, una vez cada 2 semanas,
una vez cada 3 semanas 0 una vez cada 4 semanas puede ser Util para inducir la
remision de una enfermedad activa o para tratar a un nuevo paciente, por ejemplo,
para inducir tolerancia al anticuerpo anti-a4B7. Una dosis una vez cada 2 semanas,
una vez cada 3 semanas, una vez cada 4 semanas, una vez cada 5 semanas, una
vez cada 6 semanas, una vez cada 8 semanas 0 una vez cada 10 semanas puede
ser util para una terapia preventiva, por ejemplo, para mantener la remisién de un |
paciente con una enfermedad crénica. En un aspecto, el réegimen de tratamiento es
el tratamiento a dia 0, aproximadamente en la semana 2, aproximadamente en la
semana 6 y cada 1 0 2 semanas después de eso. En otro aspecto, el régimen de
tratamiento de induccion es el tratamiento dia si dia no durante un total de 6
tratamientos.

El régimen de dosificacion puede optimizarse para inducir una respuesta
clinica y la remisién clinica en la enfermedad inflamatoria del intestino del paciente.
En algunas realizaciones, el régimen de dosificacién no altera la proporcién de CD4
respecto a CD8 en el liquido cefalorraquideo de los pacientes que reciben
tratamiento.

En algunos aspectos, puede conseguirse una remisién clinica duradera, por
ejemplo, una remision clinica que se mantiene durante al menos dos, al menos tres,
al menos cuatro visitas con un médico adjunto en un periodo de seis meses o0 un
afio después de comenzar el tratamiento, con un régimen de dosificacion

optimizado.
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En algunos aspectos, puede consegui.rse una respuesta clinica duradera, por
ejemplo, una respuesta clinica que se mantiene durante al menos 6 meses, al
menos 9 meses, al menos un afio después del inicio del tratamiento, con un régimen
de dosificacion optimizado.

La formuiacién puede administrarse por via subcutanea en una sola inyeccion
o en multiples inyecciones. Por ejemplo, el volumen de una sola inyeccion puede
variar de aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 3 ml. En una realizacion, el
volumen de una sola inyeccidon puede ser de aproximadamente 0,6 m! a
aproximadamente 1,1 ml o de aproximadamente 1 ml a aproximadamente 3 mi. En
un aspecto, el volumen de una sola inyeccién es de aproximadamente 1 ml. El
calibre de la aguja usada para administrar la formulacién por via subcutanea puede
ser de aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27,
aproximadamente 28, aproximadamente 29 o aproximadamente 30G.

La formulacién puede administrarse por via intramuscular en una sola
inyeccién o en multiples inyecciones. Por ejemplo, el volumen de una sola inyeccion
puede variar de aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 5 ml. En una
realizacién, el volumen de una sola inyeccioén puede ser de aproximadamente 2 ml a
aproximadamente 5 ml, de aproximadamente 0,6 ml a aproximadamente 1,1 ml o de
aproximadamente 1 ml a aproximadamente 3 ml. En un aspecto, el volumen de una
sola inyeccién es de aproximadamente 1 ml, de aproximadamente 2 ml, de
aproximadamente 3 ml, de aproximadamente 4 ml o de aproximadamente 5 ml. La
aguja usada para administrar la formulaciéon por via intramuscular puede ser de
aproximadamente 1,59 cm (56/8"), aproximadamente 222 om (7/8"),
aproximadamente 254 cm (1°), aproximadamente 3,18 cm (1,257,
aproximadamente 3,81 cm (1,5"), aproximadamente 508 cm (2') o
aproximadamente 7,62 cm (3"). El calibre de la aguja puede estar entre 20-22G para

la administracién intramuscular.
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En un aspecto, la invencion 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 al
antigeno de la misma que tiene especificidad de unidon por la integrina a4p7
humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno
de la misma se administra al paciente de acuerdo con el régimen de dosificacion
siguiente: (a) dosis iniciales de 165 mg de la inmunoglobulina humanizada o
fragmento de unién al antigeno de la misma como una inyecciéon subcutanea dia si
dia no durante seis dosis; (b) seguidas de una séptima dosis y dosis posteriores de
165 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la
misma como una inyeccién subcutdnea cada dos semanas o cada cuatro semanas
segun sea necesario; en el que el régimen de dosificacion induce una respuesta
clinica y la remision clinica en la enfermedad inflamatoria del intestino del paciente;
y en el que ademas la inmunoglobulina humanizada o el fragmento de union al
antigeno tiene especificidad de unién por el complejo a4p7, en el que la region de
unién al antigeno comprende tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR1, CDR2 y CDR3) de una region variable de cadena ligera y tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una region
variable de cadena pesada de la secuencia de aminoacidos 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 un aspecto, la invencién se refiere a un método para tratar a un paciente
humano que padece una enfermedad inflamatoria del intestino, en el que método
comprende la etapa de administrar a un paciente que padece una enfermedad

inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
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antigeno de la misma que tiene especificidad de unién por la integrina a4B7
humana, en el que ia inmunoglobulina humanizada o fragmento de uni6n al antigeno
comprende una region de unién al antigeno de origen no humano y al menos una
porcion de un anticuerpo de origen humano, en el que la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se administra al paciente
de acuerdo con el régimen de dosificacion siguiente: (a) una dosis intravenosa inicial
de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de
la misma como una infusion intravenosa; (b) seguida de una segunda dosis
intravenosa posterior de 300 mg de la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
union al antigeno de la misma como una infusién intravenosa a aproximadamente
dos semanas después de la dosis inicial; (c) seguida de, comenzando en la semana
seis, una tercera dosis y dosis posteriores de 165 mg de la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma como una inyeccion
subcutdnea cada semana, cada dos semanas o cada tres semanas segun sea
necesario; en el que el régimen de dosificaciéon induce una respuesta clinica y la
remision 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 ad4p7, en el que la region de union al
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 region
variable de cadena pesada de la secuencia de aminoacidos 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 invencion se refiere a un régimen de dosificaciéon para el

tratamiento terapéutico de una enfermedad inflamatoria del intestino, en el que el
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régimen de dosificaciéon comprende la etapa de: administrar a un paciente que
padece una enfermedad inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada
o fragmento de unidn al antigeno de la misma que tiene especificidad de unién por
la integrina o437 humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
union al antigeno comprende una regiéon 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 unién al antigeno de la misma se
administra al paciente de acuerdo con un régimen de dosificacion subcutaneo o
intramuscular que mantiene una concentracion en suero valle en estado
estacionario media de aproximadamente 9 a aproximadamente 13 pg/ml del
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo; en el que el régimen de
dosificacién induce una respuesta clinica y 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 adp7, en el que la regién de unién al antigeno comprende tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) de una region
variable de cadena ligera y tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR1, CDR2 y CDR3) de una region variable de cadena pesada de la secuencia
de aminoacidos expuesta a continuacion: 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 invencién se refiere a un régimen de dosificaciéon para el
tratamiento terapéutico de la enfermedad inflamatoria del intestino, en el que el
régimen de dosificacion comprende la etapa de: administrar a un paciente que
padece una enfermedad inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada
o fragmento de unién al antigeno de la misma que tiene especificidad de union por

la integrina a4B7 humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de
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unién al antigeno comprende una regién de unién al antigeno de origen no humano
y al menos una porcion de un anticuerpo de origen humano, en el que la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se
administra al paciente de acuerdo con un régimen de dosificaciéon subcutaneo o
intramuscular que mantiene concentraciones valle en suero en estado estacionario
de aproximadamente 35 a aproximadamente 40 ug/ml del anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo; en el que el régimen de dosificacion induce una
respuesta clinica y la remision clinica en la enfermedad inflamatoria del intestino del
paciente; y en el que ademas la inmunoglobulina humanizada o fragmento de union
al antigeno tiene especificidad de unién por el complejo a4B7, en el que la region de
unién al 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 region
variable de cadena pesada de la secuencia de aminoacidos 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 algunas realizaciones, el método de tratamiento, la dosis o el régimen de
dosificacion reduce la probabilidad de que un paciente desarrolle una respuesta de
HAHA contra el anticuerpo anti-a4p7. El desarrollo de HAHA, por ejemplo, segtin se
mide por anticuerpos reactivos al anticuerpo anti-a4p7, puede aumentar el
aclaramiento del anticuerpo anti-a4f7, por ejemplo, reducir la concentracion en
suero del anticuerpo anti-a4p7, por ejemplo, disminuir el niUmero de anticuerpo anti-
a4p7 unido a integrina a4p7, haciendo, por lo tanto, el tratamiento menos eficaz. En
algunas realizaciones, para prevenir HAHA, el paciente se puede tratar con un
régimen de induccién seguido por un régimen de mantenimiento. En algunas

realizaciones no existe interrupcioén entre el régimen de induccién y el régimen de
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mantenimiento. En algunas realizaciones, el régimen de induccion comprende
administrar una pluralidad de dosis de anticuerpo anti-a4B7 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 mg/kg o de
aproximadamente 2 a aproximadamente 6 mg/kg, o administraciones iniciales
frecuentes, 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-a4837. 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 afio, al menos 2 afios o
durante la duracién de la terapia. En algunas realizaciones, los 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-a4B7. En una realizacién, el método de fratamiento 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-a4p7.

La formulacion puede administrarse a un individuo (por ejemplo, un ser
humano) en solitario o junto con otro agente. Una formulacion de la invencion puede
administrarse antes, junto con o posterior a la administraciéon del agente adicional.
En una realizacién, se administra mas de una formulacién que inhibe la unién de la
integrina a4B7 a sus ligandos. En dicha realizacién, puede administrarse un agente,

por ejemplo un anticuerpo monoclonal, tal como un anticuerpo monoclonal anti-
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MAJCAM o anti-VCAM-1. En otra realizacion, el agente adicional inhibe la unién de
leucocitos a un ligando endotelial en una ruta diferente de la ruta de a4B7. Dicho
agente puede inhibir la unién, 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 adhesion
intercelular (ICAM). Por ejemplo, un anticuerpo anti-TECK o anti-CCR9 o un
inhibidor molecular pequerio de CCR9, tales como los inhibidores descritos en la
publicaciéon PCT WO003/099773 o WO04/046092, o un anticuerpo anti-ICAM-1 o un
oligonucleétido que impide la expresion de ICAM, se administra ademas de una
formulacion de la presente invencién. En otra realizacién mas, puede administrarse
un ingrediente activo adicional (por ejemplo, un compuesto antiinflamatorio, tal como
sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurina, antiinflamatorios que contienen acido
5-aminosalicilico, otro compuesto antiinflamatorio no esteroideo, un compuesto
antiinflamatorio esteroideo o antibiéticos cominmente administrados para el control
de la IBD (por ejemplo, ciprofloxacino, metronidazol) y otro agente bioldgico (por
ejemplo, antagonistas de TNF alfa) junto con una formulaciéon de la presente
invencion.

En una realizaciéon, la dosis de la medicacion coadministrada puede
disminuirse con el tiempo durante el periodo de tratamiento mediante la formulacién
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 formulacién de anticuerpo anti-a437 experimentaria un
régimen de dosis decrecientes de esteroide comenzando tan pronto como a las 6
semanas de tratamiento con la formulacién de anticuerpo anti-a4p7. La dosis de
esteroide se reducira en aproximadamente el 25% en el plazo de 4-8 semanas de
iniciarse la disminucién progresiva, en el 50% a las aproximadamente 8-12 semanas

y el 75% a las aproximadamente 12-16 semanas de la disminucién progresiva
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durante el tratamiento con la formulacién de anticuerpo anti-a4p7. En un aspecto,
hacia aproximadamente las 16-24 semanas de tratamiento con la formulacién de
anticuerpo anti-a4p7, 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 formulacion de
anticuerpo anti-a4p7 experimentaria un régimen de dosis decrecientes de
compuesto antiinflamatorio similar al régimen de disminucién progresiva para la
dosificacion de esteroide que se ha sefialado anteriormente.

En una realizacién, el método comprende administrar por via subcutanea o
administrar por via intramuscular una cantidad eficaz de una formulaciéon de la
invencién a un paciente. En otra realizacién, la formulacion puede prepararse para
la autoadministracion.

Si la formulacién esta en un estado sélido, por ejemplo, seco, el proceso de
administracion puede comprender una etapa de convertir la formulacién en un
estado liquido. En un aspecto, una formulacién seca puede reconstituirse, por
ejemplo, mediante un liquido como se ha descrito anteriormente, para su uso en la
inyeccién, por ejemplo, inyeccién intravenosa, intramuscular o subcutanea. En otro
aspecto, una formulacién sélida o seca puede administrarse por via topica, por
ejemplo, en un parche, crema, aerosol o supositorio.

La invencién también se refiere a un método para tratar una enfermedad
asociada con la infiltracién con leucocitos de tejidos que expresan la molécula
MAdCAM (por ejemplo, MAdJCAM-1). El método comprende administrar a un
paciente que lo necesite una cantidad eficaz de una formulacion de anticuerpo anti-
ad4p7 de la invencién. En una realizacién, la enfermedad es la enfermedad de injerto
contra huésped. En algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad
asociada con la infiltracién con leucocitos de tejidos como resultado de la unién de

leucocitos que expresan la integrina a4p7 al endotelio asociado al intestino que
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expresa la molécula MAJCAM (por ejemplo, MAdCAM-1). En otras realizaciones, la
enfermedad es gastritis (por ejemplo, gastritis eosinéfila o gastritis autoinmunitaria),
pancreatitis o diabetes mellitus insulinodependiente. En otras realizaciones mas, la
enfermedad es colecistitis, colangitis o pericolangitis.

La invencién también se refiere a un método para tratar la enfermedad
inflamatoria del intestino en un paciente. En una realizacién, el método comprende
administrar por via subcutanea al paciente una cantidad eficaz de una formulacioén
de anticuerpo anti-a4p7 de la invencién. 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 microscopica o
colagenosa, gastroenteritis (por ejemplo, gastroenteritis eosindfila) o bursitis.

En algunas realizaciones, el tratamiento con un anticuerpo anti-o437 no
altera la proporcion de linfocitos CD4:CD8. Las proporciones de CD4:CD8 pueden
medirse en sangre, aspirado de ganglio linfatico y liquido cefalorraquideo (LCR). Las
proporciones de linfocitos CD4+:CD8+ en LCR en individuos sanos son tipicamente
superiores a o iguales a aproximadamente 1. (Svenningsson et al, J.
Neuroimmunol. 1995; 63. 39-46; Svenningsson et al., Ann Neurol. 1993; 34: 155-
161). Un inmunomodulador puede alterar la proporcién de CD4:CD8 a menos de 1.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto, la invencién es un articulo de fabricacién que contiene la
formulacién farmaceutica de la presente invencion y proporciona instrucciones para
su uso. El articulo de fabricaciébn comprende un recipiente. Los recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales (por ejemplo, viales de doble
camara, un vial de formulacion liquida con o sin una aguja, un vial de formulacién
solida con o sin un vial de liquido de reconstitucién con o sin una aguja), jeringas

(tales como jeringas de doble camara, jeringas precargadas, un autoinyector),
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cartuchos y tubos de ensayo. El recipiente puede estar formado por una diversidad
de materiales tales como vidrio, metal o plastico. El recipiente contiene la
formulacion, y una etiqueta en o asociada con el recipiente puede indicar
instrucciones para su uso. En otra realizacion, la formulacion puede prepararse para
su autoadministracion y/o contener instrucciones para su autoadministracion. En un
aspecto, el recipiente que contiene la formulacién 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 administracion repetida (por ejemplo, de 2-6 administraciones) de
la formulacién, por ejemplo, usando mas de una porcion de una formulacion
reconstituida. El articulo de fabricacion puede incluir ademas otros materiales
deseables desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros
tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para su
uso, como se ha sefialado en la seccién anterior.

En una realizacion, el articulo de fabricacién es una jeringa con una aguja. El

calibre de la aguja puede ser de 25 G, 26 G, 27 G, 29 G, 30 G. Una aguja de pared

fina, por ejemplo, 19 G o 23 G o superior, puede facilitar la inyeccion de una

formulacién de alta viscosidad. En un aspecto, el calibre de la aguja es de 27 G o
superior. La longitud de la aguja puede ser adecuada para la administracion
subcutdanea, y puede ser de aproximadamente 1,27 cm (1/2 pulgada), de
aproximadamente 1,59 cm (5/8 pulgadas) o de 2,54 cm (1 pulgada) de longitud. En
algunas realizaciones, la jeringa es una jeringa precargada.

Desarrolio de producto de jeringa precargada

En algunos aspectos, se desean varios atributos de producto para un
producto proteico (por ejemplo, un anticuerpo anti-a4p7) en una jeringa precargada
(PFS) (por ejemplo, para su uso en la administracion de una formulacion para
administracién subcutdnea o intramuscular). Es uatil equilibrar algunos de los

atributos para mitigar efectos de competicién. Por ejemplo, cuando se desea un bajo
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volumen de inyeccion, puede preferirse una alta concentracion de proteina para la
formulacién. Sin embargo, en el caso de una alta concentracién de proteina, puede
haber mayores indices de formacion de impurezas (por ejemplo, impurezas
agregadas que se lixivian hacia la formulaciéon desde la jeringa) y pueden ser
necesarias fuerzas manuales superiores para hacer funcionar la jeringa. Un
pequefio tamario de aguja usado por comodidad del paciente en el sitio de inyeccion
puede requerir altas fuerzas para hacer funcionar la jeringa. La comprension de
como la estabilidad y el rendimiento del producto se ven afectados por los
parametros tanto de la formulaciéon como de la jeringa, tales como la concentracién
de proteina, el pH, el diametro interno de la aguja, contribuye al desarrollo de un
producto proteico (por ejemplo, un anticuerpo anti-o437 en una jeringa precargada).

En un aspecto, un método de desarrollo de un producto proteico (por
ejemplo, un anticuerpo anti-a4B7) para su uso en una jeringa precargada
comprende variar conjuntamente los parametros de la jeringa y los parametros de la
formulacién, por ejemplo, de una forma coordinada o simultanea. Esto puede
conducir a una mejor comprensién del intervalo de estabilidad de la proteina y del
rendimiento del producto que puede esperarse de un producto proteico en una
jeringa precargada que si cada aspecto se varia por separado o en serie.

El desarrolio de un producto de jeringa precargada (por ejemplo, un
anticuerpo anti-a437) se refiere a la comprension de que en algln punto, existe una
formulacion liquida en contacto con varios componentes de la jeringa precargada
(Figura 15). Por ejemplo, la formulacién puede estar en contacto con un cilindro de
jeringa, que puede estar hecho de vidrio (por ejemplo, vidrio de borosilicato de tipo I)
o plastico (por ejemplo, polimero de olefina ciclica (COP), copolimero de olefina
ciclica (COC), polipropileno o politetrafluoroetileno). La formulacién puede estar en
contacto con la jeringa, el émbolo y/o la tapa del cono, que pueden ser

elastoméricos (por ejemplo, del mismo material o de materiales diferentes (por
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ejemplo, plastico, tal como polietileno, poliestireno o polipropileno, o elasticos tal
como goma (natural, sintética, butilo) o silicona)). La formulacion puede estar en
contacto con un lubricante que se afiade a una superficie interna del cilindro para
facilitar el movimiento del émbolo. El lubricante puede ser, por ejemplo, aceite de
silicona, aceite mineral o glicerina. En la realizacion de una jeringa con aguja
superpuesta, puede haber una aguja de aleaciéon de metal (por ejemplo, aguja de
acero inoxidable y adhesivo usado para pegar la aguja en su lugar). Una
consideracion para un producto proteico en una jeringa precargada es que la
solucién de proteina liquida esta en contacto directo con uno o mas de estos
componentes de la jeringa durante toda la vida util del producto. Tanto los
componentes de la formulacién como de la jeringa pueden tener un impacto sobre la
estabilidad del producto.

Los pardmetros de la formulaciéon que pueden afectar a la estabilidad del
producto de jeringa precargada incluyen la concentracion de proteina, el pH, el tipo
de tampoén, la concentracién de tampoén, la fuerza idnica, el tipo de estabilizante y la
concentracion de estabilizante. Los ejemplos de estabilizantes para formulaciones
de proteina incluyen, por ejemplo, sales idnicas, polisacaridos, aminoacidos,
antioxidantes, quelantes y tensioactivos, como se han descrito en las secciones
anteriores.

Los componentes de la jeringa que pueden afectar la estabilidad del producto
en jeringa precargada incluyen, por ejemplo, el lubricante, la composicion dei
émbolo y de la tapa del cono y las impurezas. La cantidad de lubricante (por
ejemplo, aceite de silicona en el cilindro de la jeringa) puede afectar la estabilidad
del producto. La composicién del émbolo y de la tapa del cono, que puede afectar la
permeabilidad de oxigeno de estos componentes e introducir productos de
lixiviacion de estos componentes en el producto proteico (por ejemplo, la

formulacion de anticuerpo anti-a4(37), también puede afectar la estabilidad del
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producto. Otro parametro de la jeringa que puede afectar la estabilidad del producto
incluye el tipo y/o la cantidad de impurezas (por ejemplo, metal pesado (por ejemplo,
tungsteno)) que puede lixiviar hacia la formulacién de producto (por ejemplo, desde
el cilindro (por ejemplo, cilindro de vidrio) y/o la aguja (por ejemplo, aguja de acero
inoxidable). (Véase también Ludwig et al. J. Pharm. Sci. 99: 1721-1733 (2010);
Nashed-Samuel et al., American Pharmaceutical Review En/Feb: 74-80 (2011);
Badkar et al. AAPS PharmSciTech 12. 564-572).

Una jeringa precargada puede inyectarse manualmente o0 usarse con un
dispositivo autoinyector. El ensayo funcional de la jeringa precargada incluye medir
la fuerza de desbloqueo, la fuerza necesaria para comenzar el movimiento del
émbolo, y la fuerza de deslizamiento, la fuerza necesaria para inyectar el contenido
de la jeringa a una velocidad constante. El comportamiento mecanico de la jeringa
precargada puede depender de varios parametros de la formulacién y de la jeringa,
tales como la viscosidad de la formulacion y la cantidad de lubricante (por ejemplo,
aceite de silicona) en la jeringa.

Se muestran varios atributos de productos proteicos en jeringas precargadas

y factores de la formulacién o de la jeringa que pueden afectar a esos atributos de -

producto en la Tabla 1. Muchos atributos de producto pueden estar en funcién
compleja de varios parametros de la formulacién y de la jeringa. Por ejemplo, la
fuerza de deslizamiento de la jeringa esta en funciéon de la viscosidad de la
formulacién, aunque la viscosidad puede depender de varios factores de la
formulacion, tales como la concentracion de proteina, las concentraciones de
estabilizante y el pH.

Tabla 1: Atributos de producto para productos proteicos en jeringas precargadas y

los parametros de la formulacion y de la jeringa potenciales que pueden afectar a

estos atributos

\
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Atributo de Parametros de la Parametros de la jeringa
producto formulacion de proteina | que pueden afectar al
que pueden afectar al atributo de producto
atributo de producto
Osmolalidad Concentraciones de Ninguno
estabilizante, pH,
concentracion de proteina
Viscosidad Concentraciones de Ninguno
estabilizante, pH,
concentracion de proteina
Fuerza de Viscosidad, concentracion | Velocidad de inyeccion,

desbloqueo y

deslizamiento de la

de proteina, concentracion

de tensioactivo

longitud de Ia aguja, DI de

la aguja, D! del cilindro de

jeringa jeringa, cantidad de aceite
de silicona, formulacion y
forma del émbolo
Velocidad de Concentraciones de Ninguno

desamidacion de la

proteina

estabilizante, pH,

concentracion de proteina

Velocidad de
oxidacion de la

proteina

Concentraciones de
estabilizante/antioxidante,
pH, concentracién de
proteina, concentracion de
tensioactivo, oxigeno

disuelto

Formulacién del émbolo y
de la fapa del cono
(permeabilidad de
oxigeno), niveles de
impurezas de metales
pesados, tamario de

burbuja de aire
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Atributo de Parametros de la Parametros de la jeringa

producto formulacion de proteina | que pueden afectar al
que pueden afectar al atributo de producto
atributo de producto

Velocidad de Concentraciones de Cantidad de aceite de

formacion de estabilizante, pH, silicona, niveles de

agregados solubles | concentracion de proteina, | impurezas de metales

concentracion de pesados, tamafo de
tensioactivo, oxigeno burbuja de aire

disuelto en solucién

Velocidad de Concentraciones de Cantidad de aceite de

formacion de estabilizante, pH, silicona, niveles de

particulado proteico | concentracién de proteina, | impurezas de metales

visible y subvisible | concentracion de pesados, tamaiio de

tensioactivo burbuja de aire, area

superficial interna de la

jeringa

En un aspecto, puede anadirse un tensioactivo tal como polisorbato 20 o
polisorbato 80 a formulaciones de proteina en jeringas precargadas (por ejemplo,
para prevenir que moléculas de proteina se adsorban y desnaturalicen en las
superficies de contacto liquido/aire y/o liquido/lubricante (por ejemplo, aceite de
silicona). La adsorcién superficial y la desnaturalizacion de moléculas de proteina
puede ser un mecanismo para la nucleacién de particulas proteicas visibles y
subvisibles. La adicién de un tensioactivo a una jeringa precargada, por lo tanto,
puede reducir la formaciéon de particulas visibles y subvisibles en productos de

jeringa precargada. En una realizacién, una pequefia cantidad de tensioactivo puede
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emulsionar el lubricante (por ejemplo, gotitas de aceite de silicona en la solucién, y
de este modo reducir la formacién de lubricante visible y subvisible (por ejemplo,
gotitas de aceite de silicona) (Ludwig et al., anteriormente). En otra realizacion, la
cantidad de tensioactivo en una formulacion se minimiza, debido a los efectos
perjudiciales potenciales de altas cantidades de tensioactivos en formulaciones de
proteina. Las impurezas de peréxido presentes en polisorbatos pueden conducir a
una oxidacion de proteinas aumentada (Wang y Wang J. Pharm. Sci. 91: 2252-2264
(2002)). Altas cantidades de tensioactivo pueden emulsionar una cantidad
significativa de aceite de silicona de las paredes de la jeringa de conducir a un
aumento en la fuerza de deslizamiento funcional a lo largo de la vida util. Deberian
disefiarse estudios de desarrollo de producto para examinar el efecto de variar los
niveles de tensioactivo tanto sobre la estabilidad del producto como el rendimiento
de la jeringa.

Las interacciones complejas entre los parametros de la formulacion y de la
jeringa en los sistemas de proteina/PFS son susceptibles de someterse al examen
de estos sistemas usando una estrategia de Calidad por Disefio (QbD) o Disefio de
Experimentos (DOE). Pueden disefiarse estudios que varien simultaneamente los
parametros de la formulacion y de la jeringa para obtener una mejor comprension de
estos sistemas complejos. Esto da como resultado una estrategia completa para el
desarrollo de productos de jeringa precargada. La Tabla 2 muestra un ejemplo de
los parametros y niveles de entrada que pueden introducirse en un disefio de
experimento para un producto de jeringa precargada y un ejemplo del ensayo
analitico a emplear. Dependiendo del tipo de disefio experimental que se use para el
estudio de QbD, el nimero de experimentos podria variar de 9 para un disefo de
exploracion a 81 para un disefio factorial completo (todas las combinaciones
posibles). Cuanto mayor sea el nimero de experimentos, mayor sera el numero de

interacciones entre los parametros de producto que pueden resolverse. El software
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disefiado para este andlisis, por ejemplo, soffware de descubrimiento estadistico
JMP® (Cary, NC) puede ser Util para estudios de QbD. Este analisis da como
resultado una comprension cuantitativa de cémo interaccionan los parametros de la
formulacién y de la jeringa para afectar a los atributos del producto.

Tabla 2: Ejemplo de un disefio experimental para un producto proteico liquido en

una jeringa precargada

Parametros de Niveles Ensayo analitico

entrada de la

formulacién

Concentracion de 50, 100, 150 | e Estabilidad de proteina por cromatografia
proteina mg/ml de exclusioén por tamafio y cromatografia
pH 55,6575 de intercambio iénico

Concentrado de 0,01, 0,08, e Fuerza de desbloqueo y de deslizamiento
tensioactivo 0,15% con el tiempo usando ensayo de fuerza

Cantidad de aceite 0,2, 0,5, 0,8 | Formacién de particulas proteicas
de silicona en la mg/jeringa subvisibles y gotitas de aceite de silicona

jeringa con el tiempo usando formacion de

imagen microfluidica o contador coulter

Se proporciona a continuaciéon un ejempio de un modelo predictivo que puede
obtenerse a partir del experimento de ejemplo mostrado en la Tabla 2, donde C, son
constantes numéricas.

Formacién de agregados solubles con el tiempo = Cp + Cq [Concentracion de
proteina] + C, [Concentracién de proteina]® + C; [pH] + C4 [Concentracién de
tensioactivo] + Cs [Cantidad de lubricante]

Numerosos parametros de la jeringa pueden afectar a la estabilidad y al

rendimiento del producto, por lo tanto una realizacién incluye la caracterizacién de
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cémo las tolerancias admisibles en los parametros de la jeringa afectan a la
estabilidad y al rendimiento del producto. La cantidad de lubricante (por ejemplo,
aceite de silicona) en el cilindro de la jeringa puede variar del 50-100% de una
jeringa a otra. Esta variacion en la cantidad puede afectar varias caracteristicas del
producto como se muestra en la Tabla 1. El diametro interno del cilindro de la
jeringa puede variar de una jeringa a ofra, lo que afecta a las fuerzas de inyeccién.
Para jeringas con aguja superpuesta, el diametro interno de la aguja puede variar de
un lote a otro o de un fabricante a otro, lo que afectara a las fuerzas de inyeccion.
Usando una estrategia de QbD para examinar como afectan los parametros de la
jeringa al rendimiento, pueden obtenerse modelos predictivos que pueden usarse
para estimar como las tolerancias admisibles en los parametros de la jeringa pueden
afectar al rendimiento del producto. Pueden usarse modelos predictivos que se
obtienen usando una estrategia de QbD para seleccionar los parametros de la
formulaciéon y de la jeringa que satisfagan los atributos de producto deseados, y
para predecir |la estabilidad y el rendimiento del producto.

La jeringa precargada puede contener una adicién de emulsion de silicona o
tungsteno a la formulacién de proteina. Las cantidades ejemplares de silicona que
pueden estar presentes en la jeringa precargada varian de aproximadamente 0,3
mg a aproximadamente 0,8 mg. En un aspecto, la cantidad de silicona que puede
estar presente en la jeringa precargada es de aproximadamente 0,3 mg,
aproximadamente 0,4 mg, aproximadamente 0,5 mg, aproximadamente 0,6 mg,
aproximadamente 0,7 mg o aproximadamente 0,8 mg. En ofro aspecto, la
viscosidad de la formulacion variara de 2 a 60 cP, dando como resultado fuerzas de
inyeccién de 5 N a 80 N a una velocidad de 200 mm/min. En todavia otro aspecto
mas, la viscosidad de la formulacién variara de 4 a 27 cP, dando como resultado
fuerzas de inyecciéon de 10 N a 40 N a una velocidad de 200 mm/min.

La invencién se entenderd mas completamente por referencia a los ejemplos
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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 PARA PREPARAR LA FORMULACION

Una solucion de anticuerpo anti-o4p7 se diafiltra en un sistema de filtracion
de flujo tangencial hasta alcanzar una concentracion especificada en tampo6n citrato,
histidina, arginina, después se combina y se mezcla con una solucion de polisorbato
80 en tampodn citrato, histidina, arginina. La solucion se almacena a -70°C en frascos
de 210 5 1. La solucién se descongela después y se filtra dos veces a través de un
filtro de 0,2 um. Se carga aproximadamente 1,0 ml en una jeringa esterilizada y se
cierra con un émbolo esterilizado (tapén). La formulacién se almacena y el producto
farmacoldgico final se envia en jeringas a 2-8°C.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1
FABRICACION DE LA FORMULACION

Factores

Concentraciones de excipiente

Se ensayé la formacién de agregados en la formulacion de anticuerpo. Se
desarrollé un modelo de agregados por SEC a partir de los datos experimentales
que examinaban la concentracion de proteina, el pH y la proporcién molar de
tensioactivo:proteina. A un intervalo de pH de 6,0 a 6,5, la formacién de agregados
era similar al intervalo de proporcién molar de polisorbato 80 respecto a proteina de
0,7 a 1,5 (Fig. 6). Generalmente, a proporciones de PS80:Proteina superiores a 1,5,
la velocidad de formacién de agregados aumenta con un pH creciente. (Fig. 7)

Se realiz6é un experimento que examina la formacién de agregados por SEC
en presencia de aire. Se pusieron once formulaciones diferentes de composicidén

variable en viales de borosilicato y se taparon con tapones elastoméricos con un
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espacio de cabeza de aire. Se cred un conjunto idéntico de formulaciones y el
espacio de cabeza de aire se desplaz6 con argén. Estas muestras se pusieron en
estabilidad a 40°C durante dos semanas. Todas las muestras con el espacio de
cabeza de aire dieron como resultado grandes cantidades de agregados al final del

experimento en comparacion con la misma formulacion con el espacio de cabeza de

95

argon.
Tabla 3
Conc. PS Muestras Muestras
proteina | Sacarosa | Histidina | Arginina | 80 agregados | agregados
Muestra | (mg/mi) (%) (mM) (mM) (%) pH aire (%) argon (%)
1 60 2 25 75 005 | 62 0,64 0,48
2 60 4 25 75 0,05 7 0,62 0,42
3 160 4 50 75 0,14 | 62 0,92 0,73
4 160 2 50 75 0,14 7 1,16 0,74
5 60 2 50 125 0,05 7 1,28 0,33
6 60 4 50 125 0,05 | 66 0,48 0,36
7 160 4 25 125 0,14 7 1,04 0,70
8 160 2 25 125 0,14 | 6,2 1,06 0,75
8 160 3 25 75 0,14 | 66 1,09 0,78
10 110 3 50 125 0,10 | 6,2 0,65 0,47
11 110 2 25 75 0,10 | 6,6 0,90 0,62

Basdndose en estos experimentos, se formuldé la hipétesis de que los
agregados por SEC se forman por oxidacién o por formacién de enlaces disulfuro.
Se explor6 la adicion de antioxidantes y/o quelantes. Se prepard una formulacion

que contenia Histidina 40 mM, Arginina 90 mM y proteina 160 mg/ml con una
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proporcion molar de polisorbato 80 respecto a proteina de 1,5 a pH 66. A la
formulacion se afadio citrato 25 mM, citrato 5 mM, EDTA 5 mM, cisteina 25 mM o
cisteina 5 mM. Los 3 excipientes adicionales redujeron la formacion de agregados
(Fig 8). La adicion de los antioxidantes y/o quelantes se clasifico en orden de
rendimiento como citrato>EDTA>cisteina. El citrato 5 0 26 mM reducia la formacion
de agregados por SEC en comparacion con la formulacion de control.

Se realizd un experimento para determinar los efectos del pH, la
concentracion de proteina, la concentracion de citrato, la concentracion de histidina
y la proporcién molar de polisorbato 80 respecto a proteina. El pH se vari6é de 6,0 a
6,3, la concentracion de proteina se varié de 60 a 160 mg/ml, la concentracion de
citrato se varié de 0 a 25 mM, la concentracién de histidina se varié de 25 a 50 mM y
la proporcién molar de polisorbato 80 respecto a proteina se varié de 0,7 a 1,5. Las
formulaciones se cargaron en jeringas de 27G1/2” de 1 ml de longitud (0,55 +/- 0,2
mg de silicona). Todas las formulaciones contenian arginina aproximadamente 125
mM.

La estabilidad se ensay6 a 40°C durante dos semanas usando CEX y SEC.
Los resultados (Fig. 9 y Tabla 4) muestran una reduccion en la formaciéon de
agregados con la presencia de citrato 25 mM en la formulacion, mientras que el
aumento de la concentracién de proteina aumentaba la velocidad de formacién de
agregados. La cantidad de monémero muestra tendencias opuestas a la formacion
de agregados a 25°C y 40°C, mientras que a 5°C la cantidad de mondmero
permanece esencialmente sin cambios durante hasta 24 meses (Tabla 5).

Otro conjunto de formulaciones exploraron la velocidad de formacién de
agregados por SEC en presencia de citrato 40-63 mM pero sin histidina a 40°C,
25°C, 5°C. La velocidad de formacién de agregados en estas formulaciones era
ligeramente superior a las formulaciones con histidina a 40°C. Sin embargo, a 5°C,

la velocidad de formacién de agregados en las formulaciones con citrato y sin

9
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histidina era comparable a las formulaciones que contenian citrato e histidina (Tabla
6). Ademas, a 5°C, la cantidad de monémero permanece esencialmente sin cambios

durante hasta 24 meses (Tabla 7).
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Tabla 4
Cambio Cambio Cambio
Cambio
en en en
R Cantidad en
Conc. Conc. | Conc. | Conc. Proporcién . greg: greg gregad
N° . L B . inicial de . agregados
p pH citrato molar p p
formulacién . | agregados después
(mg/ml) (mh) (mM) | (mM) | PS80:proteina de 12 de 24 de 12
(%) de 1 mes
mesesa | mesesa | mesesa
a40°C
§°C 5°C 25°C
1 62 6,4 50 25 125 07 0,4 0,1 01 07 0,2
2 60 6,4 50 [} 125 15 0,4 0,5 11 1.5 0,4
3 157 6,4 50 25 125 15 0.4 02 03 13 05
4 161 6,3 50 0 125 0,7 04 0,6 0,7 25 08
5 60 6.2 50 25 125 1.5 0.4 0,2 0,2 05 0.2
6 110 6,0 50 0 125 07 04 0.4 0.6 17 07
7 162 (6,2 50 25 125 07 04 03 03 1.1 05
8 160 (6,0 50 0 125 1,5 0,4 04 0,6 22 0,9
9 169 6,3 25 25 125 07 05 - 03 - 0,6
10 158 6,3 25 25 123 1.0 0.5 - - - 0,6
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Tabla 5
Cantidad Cambio en Cambio en Cambio en Cambio en
Conc. | Conc. | Conc. Proporcién
N° Conc. proteina inicial de greg: greg: greg greg
pH | histidina | citrato | arginina molar
formulacion (mg/ml) greg: P de 12 de 24 és de 12 és de 1 mes
(mM) | (mM) | (mM) |PSB80:proteina
(%) meses a 5°C meses a 5°C meses a 25°C a 40°C
1 62 64 50 25 125 07 98,3 0.4 0,1 -2,5 -1,3
2 60 64 50 0 125 15 98,3 -0,2 -1.0 -3,9 -2,0
3 157 6,4 50 25 125 15 98,2 02 0,0 -3.1 -1.6
4 161 63 50 0 125 07 98,2 0,0 -04 4.5 21
5 60 6,2 50 25 125 15 98,3 0,3 0.2 -2,2 -1.4
6 110 6,0 50 [} 125 0,7 98,3 [A] -0,3 -3,6 -21
7 162 6,2 50 25 125 0,7 98,3 0,2 -0,1 2,8 -1,7
8 160 6,0 50 0 125 15 98,3 -0,1 -0,4 -4,2 23
9 169 6.3 25 25 125 0.7 98,2 - -0.1 - -1,8
10 158 6,3 25 25 123 1,0 98,1 - - - 1,7
Tabla 6
Cambio en
Cantidad Cambio en Cambio en Cambio en
Conc. | Conc. [ Conc. Proporcién agregados
N° Conc. proteina inicial de . greg greg gregad
. pH | histidina | citrato | arginina molar después de
formulacién (mg/ml) agregados és de 24 ésde12| d és de 1
(mM) (mM) (mM) | PS80:proteina 12 meses a
(%) 5°¢ meses a §°C meses a 25°C mes a 40°C
" 160 6,3 0 40 125 0,7 05 - 0.4 - 0,9
12 165 6,3 0 40 125 1.5 0.6 0,3 - - 0,9
13 62 6,2 0 40 125 1,5 0,5 - - 17 04
14 170 6,1 0 40 125 1.5 0,5 - - - 09
16 165 8,5 [} 63 125 1,6 0,5 - - - 1,0
16 160 6,3 0 40 125 1.0 0,6 03 & - 0,9

pas)
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Tabla 7
Cambio en | Cambio en | Cambio en
. Cambio en
Conc. Conc. | Conc. | Conc. | Proporcién S = agregados
N° B ) L inicial de é pué
B p pH | histidii citrato molar después
formulacién . | agregados de 12 de 24 de 12
{mg/ml) {(mM) (mM) (mM) | PS80:proteina de 1 mes a
(%) meses a meses a meses a a0°C
§°C 5°C 5°C
1" 160 6,3 0 40 125 0,7 98,3 - -0,3 - 2.2
12 165 6,3 0 40 125 1.5 98,2 0.1 - -3,4 -21
13 62 |62 0 40 125 1,5 98,1 = = = 4
14 170 6,1 0 40 125 1.5 98,1 - - - -2,0
15 165 6,5 0 63 125 15 98,2 - - - -2,3
16 160 6,3 0 40 125 1,0 98,2 0.1 - - -2,0
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pH

Se realizaron varios experimentos de pH para determinar los efectos del pH
sobre la degradacién por CEX a 5°C. La formulacion de anticuerpo de vedolizumab
comprendia 160 mg/ml de anticuerpo anti-a4p7, arginina 125 mM, histidina 50 mM y
citrato 25 mM. Se ensayaron varios niveles de pH diferentes, 6,3, 6,5, 6,7 y 6,9, para
determinar la estabilidad a 40°C, 25°C y 5°C.

Los modelos de CEX a 40°C muestran (FIG. 10) que el pH es lo que mas
influye sobre la degradacion por CEX. El pH de formulaciones que contienen
histidina disminuye con una temperatura creciente, sin embargo se demostrd que el
pH de las formulaciones con citrato no se veia afectado por la temperatura (FIG. 11).
Se determind que la formulacién con histidina/citrato tenia una buena estabilidad a
un pH de 6,8 a 40°C después de 1 semana, de 6,3-6,5 a 25°C después de 6 meses
y de 6,3-6,5 a 5°C después de 6 meses. Basandose en estudios adicionales, la
estabilidad de las formulaciones era similar a 25°C y 5°C para el intervalo de pH de

6,2a6,9 (Tablas 8y 9).

\O4
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Tabla 8
Diferencia en % &rea relativa con el tempo a 25°C
Cantidad | Cantidad | Cantidad Camblo | Cambio | Cambio | Cambio
L B Cambio | Cambio
Conc. | Conc. | Conc. Proporelén | inicialde | inicialde | inicial de en en en en
Conc. . N ) en 4cidas | en 4cidas
. pH | histidina | citrato | arginina molar especies | especies | isoforma basicas bésicas | principal | principal
proteina ) o por CEX | por CEX
(mM) (mM) {mM) PS80:proteina | acidas basicas principal por CEX | porCEX | porCEX | por CEX
después | después
(%) (%) (%) después | después | después | después
6 meses | 12 meses
6 meses | 12 meses | € meses | 12 meses
157 6.4 50 25 125 1.5 239 68 69,3 8,5 17.4 71 34 -15,6 -20,8
162 6.2 50 25 125 07 24,0 8,9 69,1 4,4 128 108 86 -15,2 -214
158 63 50 25 125 15 248 55 69,7 72 - 49 - -14,4 -
160 6,4 42 25 125 15 249 55 69,7 9,5 - 1.0 - -14,4 -
147 |6,7] 45 25 125 21 249 a7 70,4 148 p 36 = 165 =
147 |69] 45 25 125 22 25,0 49 70,1 145 = 32 = 79 =
153 |6,7] 46 75 125 15 248 55 69,7 14,7 = 03 = 7.3 .
154 6.9 48 25 125 1.5 24,9 53 69,8 19,7 - 05 - -20,2 -
170 65 50 25 125 1.0 257 46 69,7 108 - 4.4 - -152 -
170 85 50 25 125 1.5 257 46 69,7 111 - 52 - -16.4 -
160 6,5 50 25 125 1.5 263 7.0 66,7 18 - -2,6 - -11.9 -

ol
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Tabla 9
Diferencia en % area relativa con el tiempo a 5°C
Cambio | Cambio | Cambio | Cambio
Cambio | Cambio en en en en
en acidas | en 4cidas | basicas | basicas | principal | principal
Conc. | Conc. [ Conc. Proporcién por CEX | por CEX | por CEX | por CEX | por CEX | por CEX
Conc. histidina | citrato | arginina molar después | después | después | después | después | después
proteina [pH| (mM) | (mM) [ (mM) | PS80:proteina | 6 meses | 24 meses | 6 meses |24 meses’| 6 meses | 24 meses
167 |64 50 25 125 15 0,2 0,6 23 -0,9 -2,5 03
162 16,2 50 25 125 0,7 -0,2 -0,7 43 22 -4.1 -1,5
158 |6,3 50 25 125 1,5 0,0 - 19 - -1.9 -
160 (6.4 42 25 125 1.5 0.1 - 17 - -1,8 -
147 (6,7 45 25 125 21 17 - 17 - 34 -
147 |69 45 25 125 22 1.6 - 1.1 - 2,7 -
163 |67 46 25 125 1,5 1,7 - 0,4 - -2,1 -
154 |69 46 25 125 1,5 21 - 0,4 - -2,4 -
170 |65 50 25 125 1,0 09 - 1,6 - -2,5 -
170 |65 50 25 125 1,5 08 - 1,6 - -2,5 -
160 |65 50 25 125 15 11,8 - 2,6 - -11,9 -

O
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EJEMPLO 2
ESTABILIDAD

Se ensayaron cuatro formulaciones de anticuerpo anti-a4p7 diferentes
para determinar su estabilidad con el transcurso de doce meses. Las
formulaciones que tenian un pH de 6,0-6,2 mostraban aproximadamente el 1-
2% menos de especies principales que las formulaciones que tenian un pH de
6,3-6,4 (FIG. 12). Las formulaciones que tenian un pH de 6,3-6,4 mostraban
menos del 1% de cambio en especies basicas o principales a 5°C.

Se ensayaron diez formulaciones de anticuerpo anti-a4p7 diferentes
para determinar su estabilidad por SEC con el transcurso de doce meses
(Tabla 10). Las formulaciones con una concentracién de proteina de 60 mg/ml
y que contenian citrato 25 mM tenian un cambio en los agregados del 0,1-0,2%
después de 1 afo, mientras que las formulaciones que contenian 160 mg/ml de
proteina y citrato 25 mM tenian un aumento de los agregados del 0,2-0,3% a lo
largo de 1 afio. Existia un aumento del 0,4-0,6% de agregados para

formulaciones que contenian 60, 110 o 160 mg/ml de proteina sin citrato.

Tabla 10
Cambio en
%
Concentracion . A . Proporcion
N° Concentracién | Concentracién | Concentracién agregados
i proteina pH | . . . molar
formulacién histidina (mM) [ citrato (mM) | arginina (mM) a 5°C
(mg/ml) PS80
después de
1 aiio
1 62 6,41 50 25 125 0.7 0,11
2 60 6.35 50 0 125 1,5 0,50
3 157 6,44 50 25 125 1,5 0,23
4 161 6,3 50 0 125 07 0,56
5 60 6,19 50 25 125 1,5 0,16
6 110 6,03 50 0 125 0,7 0,39
7 162 6,19 50 25 125 0,7 0.26
8 160 6 50 0 125 1,5 0,44

Gt
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Cambio en
; %
Concentracién .. | Proporcién
N° Concentracion | Concentracién | Concentracién agregados
proteina pH . molar
formulacion histidina (mM) | citrato (mM) [ arginina (mM) a5°C
(mg/mi) PS80
después de
1 afio
9 165 6,28 0 40 125 1,5 0,30
10 160 6.3 0 40 125 1,0 0,33
EJEMPLO 3
VISCOSIDAD

La fuerza de inyeccion necesaria para administrar la formulacion
farmacéutica esta relacionada con la viscosidad de la formulacion. Se
prepararon formulaciones con pH variable y concentraciones variables de
proteina, arginina, histidina, citrato, sacarosa y polisorbato 80. Se ensayo6 la
viscosidad de estas formulaciones. Se desarrollé un modelo estadistico de la
Ln (viscosidad). EI modelo mostr6 que la viscosidad se ve afectada
principalmente por la concentraciéon de proteina y por el pH (Fig. 13). La
sacarosa, la histidina y la arginina también pueden tener un efecto minoritario
sobre la viscosidad. En algunas formulaciones de proteina, se ahade cloruro
sédico para reducir la viscosidad de la formulacion. Sin embargo, se sabe que
el efecto del cloruro sédico sobre la viscosidad depende de la proteina y de la
formulacion.

Se afadié cloruro sédico a una formulacién que contenia vedolizumab
140 mg/ml, arginina 125 mM, histidina 25 mM, citrato 25 mM y polisorbato 80 a
una proporcién molar de polisorbato 80 respecto a proteina de 1,5, y un pH de
6,4. El NaCl no tenia ningtn efecto sobre la viscosidad de la formulacion.

Los efectos de la viscosidad sobre la fuerza de inyeccidén de diversas
jeringas ensayadas se muestran en las Figuras 16A y 16B.

EJEMPLO 4

METODOS

04
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Cromatografia de intercambio catiénico (CEX)

Se usa un gradiente de fosfato/cloruro sédico en una columna de
intercambio catidénico débil en un sistema de cromatografia liquida de aito
rendimiento para separar especies cargadas en formulaciones de anticuerpo
anti-a4B7 y determinar la composicion de carga de las especies de anticuerpo.
Las isoformas acidas se eluyen antes que la isoforma principal y las isoformas
basicas se eluyen después de la isoforma principal.

Los datos de estabilidad para una formulacién de vedolizumab generada
usando un ensayo de CEX indicaron que el % de isoforma principal estaba por
encima del 55,0%.

Concentracion isoeléctrica capilar (clEF)

La clEF se realiza usando un sistema de clEF de deteccién de columna
completa iCE280 (Convergent Biosciences, Toronto, Ontario). La eleccion del
anfolito puede ser segun recomiende el fabricante o puede éer una
combinacién de anfolitos disponibles en el mercado. Una combinacién util es
una mezcla de 3-10 y 5-8 PHARMALYTE™ (GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Los datos de estabilidad para una formulacién de vedolizumab
generados usando un ensayo de clEF indicaron que el % de isoforma principal
era de aproximadamente el 53%, el % de especies acidas era de
aproximadamente el 42% y el % de especies basicas era de aproximadamente
el 5%.

Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

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

Los datos de estabilidad para una formulacion de vedolizumab

o4
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generados usando un ensayo de SEC indicaron que el % de mondmero era del
09,0%, el % de agregados era <0,5% y el % de sustancias de bajo peso
molecular era <1,0%.

Ensayo de SDS-PAGE

El SDS-PAGE se realiz6 usando un gel de Tris-Glicina de Invitrogen
(Carlsbad, CA), al 4-20% para la condicién reductora y al 4-12% para la
condicién no reductora. La muestra de formulacién de anticuerpo reconstituida
se diluye en tampén de formulacion liquida que después se diluye uno a dos
con Tampoén de Muestras de SDS de Tris-Glicina (2X, Invitrogen) con 2-
mercaptoetanol al 10% (tampén de muestras reductor) o sin 2-mercaptoetanol
(tampo6n de muestras no reductor). Las muestras se calientan brevemente y se
cargan en comparacién 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 analizan por
densitometria para identificar el % de cadena pesada y ligera para los geles
reducidos y el % de IgG para los geles no reducidos.

Eficacia de unién

Células HuT78 (células de linfoma de células T humanas, Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA) suspendidas en BSA al 1% en
PBS, azida sédica al 0,01% 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 analisis por citometria de flujo (Becton Dickinson Franklin
Lakes, NJ); véase también la Patente de Estados Unidos N° 7.147.851.

Humedad por Karl Fischer

WO
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La formulacién se valora con metanol para una determinacién de la
humedad de Karl Fischer coulométrica.
EJEMPLO 5

Efectos de la silicona de productos de jeringa precargada con

formulacion de anticuerpo anti-a4p7

Se usa una formulacion subcutanea que consiste en 60-160 mg/ml de
proteina anti-a4p7 en un tampén que contiene L-Histidina, Clorhidrato de L-
Arginina, Citrato y Polisorbato 80 para estudiar los efectos de la silicona sobre
la estabilidad de las formulaciones de proteina y los atributos del
recipiente/recinto. El estudio se realiza con una carga de 0,5 mi.

Se exploran parametros que incluyen la concentracion de proteina, la
proporcién molar de polisorbato 80 respecto a proteina y la cantidad de silicona
que se pulveriza sobre los cilindros de jeringa. El intervalo de cada uno de los

parametros de entrada se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Intervalos de parametros de entrada

Parametros Inferior | Superior
Concentracion de proteina (mg/ml) 100 160
Proporcion de polisorbato 80:proteina | O 2
Cantidad de silicona (mg) 0,4 0,8

Se usa un disefio de experimento para determinar el conjunto de
formulaciones a estudiar. Un nimero razonable de formulaciones variade 6 a 8
formulaciones. Se muestra un ejemplo de las formulaciones que se ensayan en

la Tabla 12.

1\
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Tabla 12
Conc. Nivel de
) Proporcion de | Concentracion .
Procesamiento| proteina ] silicona
PS80:Proteina de PS80 (%)
(mg/mi) (mg)
1 100 1 0,087 0,8
2 100 2 0,174 0,8
3 160 0 0 0,8
4 160 2 0,279 0,4
5 100 0 0 04
6 160 2 0,279 0,8
7 100 1 0,087 0,4
8 160 0 0 0,4
9 100 0 0 0
10 100 2 0,174 0
11 160 0 0 0
12 160 2 0,279 0

Pueden afadirse algunos controles al conjunto de formulaciones vy
ensayarse a algunos puntos temporales seleccionados.

Estas formulaciones se ponen en estabilidad a varias temperaturas
diferentes (por ejemplo, 5°C, 25°C/HR del 60%, 40°C/HR del 75%) y se extraen
a diversos puntos temporales (por ejemplo, 0 semanas, 1 semana, 2 semanas,
4 semanas, 8 semanas, 12 semanas, 6 meses y 12 meses) para su ensayo.
Los controles se ensayan a las 0 semanas, 12 semanas, 6 meses y 12 meses.

Los ensayos que se realizan a cada extraccion temporal de estabilidad
incluyen SEC, CEX, Instron, MFI y Cuantificacion de Silicona. Se ensaya 1
jeringa para Instron, usandose el material expulsado para SEC, CEX,

mediciones de fuerza de inyeccion y formacion de imagen microfluidica (MFI) y

\Q
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cuantificacién de silicona.
EJEMPLO 6

Andlisis de componentes de jeringa precargada cargada con una

formulacién de anticuerpo anti-a437

Este estudio exploraba cdmo diversos fabricantes de jeringas, materiales
elastoméricos de émbolo (tapén) y la cantidad de PS80 en la formulacion
afectaban a las propiedades mecanicas del sistema y a la estabilidad de la
formulacion.

Se credé un disefio de experimento que exploraba 3 fabricantes de
jeringa diferentes, 2 tipos de material de émbolo (tapén) diferentes y 2
proporciones molares de PS80 respecto a proteina diferentes. El resto de la
formulacién se mantuvo constante a 170 mg/ml de proteina, arginina 125 mM,
histidina 50 mM, citrato 256 mM y un pH de 6,5. El tamafio de aguja en estas
jeringas precargadas era de pared fina de 27G%’ o 29G%2". Los experimentos
realizados se detallan en la Tabla 15.

Las entradas de datos de disefio experimental para la parte activa del
experimento se muestran a continuacién en la Tabla 13, mientras que las
constantes se muestran en la Tabla 14. El disefio experimental se creé
utilizando los datos de entrada mostrados en la Tabla 13.

La lista de experimentos se muestra en la Tabla 10.

Tabla 13. Variables y niveles de DOE con formulacién activa

Variable Valores

Proporcién molar

PS80:Proteina

1,0 1,5

1
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Variable Valores
Fabricante de
A B C
jeringa
Tipo de émbolo
4432 4023 Revestido
(Tapén) :

Tabla 14. Constantes para formulacion activa

Constante Valor
Concentracion de proteina (mg/mi) 170
Concentracién de arginina (mM) 125
Concentracion de histidina (mM) 50
Concentracion de citrato (mM) 25
pH 6,5

Tabla 15. Detalles experimentales

N° de Procesamiento | Tipo de jeringa | Embolo (Tapén) | PS80
1 C 4432 1
2 B 4432 1
3 A 4023 1
4 C 4023 1
5 B 4023 1
6 A 4023 1,5
7 C 4023 | 1.5
8 B 4023 1,5

A una formulacién concentrada de formulacién de anti-a4p7 se le
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formulacién de partida se muestra a continuacién en la Tabla 16.

Tabla 16. Detalles de tampén de formulacion de partida

Proteina (mg/ml)

His total (mM)

Citrato total (mM)

Arg (mM)

pH

183

50

25

125

6,48

Para la dilucién del material hasta la composicion de formulacién

deseada se preparan soluciones madre de PS80 en Citrato 25 mM, Histidina 50

mM, Arginina 125 mM, pH 6,48.

Tabla 17. Detalles de solucion madre

Excipiente

Concentracion

PS 80 (%)

5

El esquema de dilucién para las formulaciones se detalla en la Tabla 18.

Tabla 18. Detalle de dilucién

Tampdn Histidina 50
Formulacion de | PS80 en tampdn mM, Arginina 125 Volumen
partida (ul) His/Arg/Citrato (ul) | mM, Citrato 25 mM total (ul)
pH 6,48
27868,9 890,8 1240,3 30000,0

5
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18579,2 890,8 530,0 20000,0

La preparacion de compuestos se realiza basandose en el esquema de
dilucién, y la formulaciéon de partida deberia pesarse, mientras que las otras
soluciones madre pueden pipetearse volumétricamente. Las formulaciones se
filtran. 0,5 ml de formulacion se dividen en alicuotas en tantas jeringas de 1 ml
de longitud como sea posible. Los jeringas se taponan mediante la maquina de
taponado con una burbuja de 2-4 mm. Para cada punto temporal, se almacena
una jeringa con la aguja hacia abajo y se almacena una jeringa de lado. Las
jeringas extra se almacenan con la aguja hacia abajo.

Las jeringas se ensayan a 5, 25 y 40°C la semana 2 y a un mes. El
ensayo analitico (aspecto, Instron, pH, osmolalidad, densidad, viscosidad, SEC,
CEX y Brightwell) se realiza inicialmente y después de nuevo a las 2 semanas

a25y40°Cy alas 4 semanas a 25°C.

EJEMPLO 7

Analisis de recintos contenedores subcutdneos usados en jeringas con

aguja de pared fina de 27 G precargadas con una formulacién de anticuerpo

anti-o4p37

Este estudio explora como diversos modelos de jeringa con una aguja

de pared fina de 27G y diversos fabricantes y modelos de émbolo (tapén)
afectan a las propiedades mecdanicas del sistema y a la estabilidad de la
formulacién con el tiempo.

Este estudio explora como la estabilidad de la formulacién liquida
subcutdnea de anti-a4B37 en una jeringa precargada y las propiedades

mecanicas de la jeringa se ven afectadas por el fabricante de la jeringa y el
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modelo de émbolo (tapén) para jeringas con una aguja de 27GTW. Los datos
generados a partir de este estudio pueden determinar los componentes de
recipiente/recinto para la formulacion liquida subcutanea de anti-a4p37.

Los datos de entrada del disefio experimental se muestran a
continuacién en la Tabla 19, mientras que las constantes se muestran en la
Tabla 20. El disefio experimental se cred utilizando los datos de entrada
mostrados en la Tabla 19.

La lista de experimentos a realizar se muestra en la Tabla 21.

Tabla 19. Variables y niveles de DOE con formulacion activa

Variable Valores
Fabricante de
A B C
jeringa
Tipo de émbolo
4432 | 4023 Revestido | D | E
(Tapén)

Tabla 20. Constantes para formulacion activa

Constante Valor
Concentracion de proteina (mg/ml) 160
Concentracion de arginina (mM) 125
Concentracion de histidina (mM) 50
Concentracion de citrato (mM) 25
PS80 (%) 0,2
pH 6,5
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Tabla 21. Detalles experimentales

N° de Embolo
Jeringa
procesamiento (Tapoén)

1 D

4432

4432

4023 Revestido

D

4023 Revestido

4023 Revestido

D

O (00 |~N 1O O | W N

4432

O 00 (>» | O0|>» W|>» W |m

-
o

A una formulacién de anti-a437 concentrada se le adiciond polisorbato
80 y se diluyé hasta 160 mg/ml. La composicién de la formulacion de partida se

muestra a continuacién en la Tabla 22.

Tabla 22. Detalles del tampén de formulacién de partida

Proteina | His total | Citrato total | Arg
(mg/ml) | (mM) (mM) (mM)

pH

180 50 25 125 | 6,3

Para la dilucién del material hasta la composiciéon de formulacién

deseada se preparan soluciones madre de PS80 en Citrato 25 mM, Histidina 50

\\Q
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mM y Arginina 125 mM, pH 6,3.

Tabla 23. Detalles de solucién madre

Excipiente Concentracion

PS 80 (%) en tampon His/Arg/Citrato pH 6,3 1,68

El esquema de dilucién para las formulaciones se detalla en la Tabla 24.

Tabla 24. Detalle de Dilucién

Formulacién de partida en PS80 en tampédn Volumen
tampon His/Arg/Citrato (ml) His/Arg/Citrato (ml) total (ml)
78 10 (1,68%) 88

La preparacion de compuestos se realiza basandose en el esquema de
dilucién, y la formulacién de partida deberia pesarse, mientras que las otras
soluciones madre pueden pipetearse volumétricamente. Las formulaciones se
filtran. 0,5 ml de formulacién se dividen en alicuotas en tantas jeringas de 1 ml
de longitud como sea posible. Los jeringas se taponan mediante la maquina de
taponado con una burbuja de 2-4 mm. Para cada punto temporal, se almacena
una jeringa con la aguja hacia abajo (posicidn horizontal).

Las jeringas se ensayan a 5°C, 25°C/HR del 60% y 40°C/HR del 75% a
1 mes, 3 meses, 6 meses, 9 meses (opcional), 12 meses, 18 meses y 24
meses.

Las formulaciones liquidas se ensayan analiticamente (concentracion,
osmolalidad, pH, Instron, MFI, SEC y/o CEX) a 1, 3, 6, 9, 12, 18, 24 meses
(5°C); 1, 3, 6, 9, 12, 18, meses (25°C); 1, 3, 6, 9, 12, meses (40°C); y 1, 3
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meses (40°C).

EJEMPLO 8

Analisis de formulacion de anticuerpo anti-a437 subcutdnea en jeringas

precargadas de plastico

Este estudio se inicia para investigar el uso de jeringas de plastico como
el sistema de recipiente/recinto para una formulaciéon subcutanea de anticuerpo
anti-a4p7. Se estudia la estabilidad de una formulacion subcutanea de
anticuerpo anti-a4B7 representativa en jeringas precargadas de plastico
candidatas. Los datos generados a partir de este estudio contribuyen a juzgar
la aplicabilidad del uso de una jeringa de plastico para una formulacion liquida
subcutanea de anticuerpo anti-a437.

Se preparan muestras de ensayo de estabilidad como se muestra a
continuacion. Los ensayos de estabilidad se realizan en las condiciones de
almacenamiento de 40°C/HR del 75%, 25°C/HR del 60% y 5°C.

Se ensayan dos tipos de jeringas de plastico y una jeringa de vidrio
(Control) en la Tabla 25 con una formulacién liquida subcutanea de anticuerpo
anti-a4p7 mostrada en la Tabla 26. La Tabla 27 muestra los detalles de cada

conjunto de muestras ensayado en el experimento.

Tabla 25. Jeringas de plastico

Muestra N° 1 Muestra N° 2 Muestra N° 3

Jeringa de Jeringa de Jeringa de
plastico 1 plastico 2 vidrio (Control)
Jeringa | Proveedor F B A

Componentes | Jeringa: polimero | Jeringa: polimero | Jeringa: Vidrio

0
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Aguja: 27G(TW) | Aguja: 26G(RW) | Aguja: 27G(TW)
Protector de Tapa de cono de | Protector de
aguja rigido cierre roscado aguja rigido
Revestimiento | Libre No libre No libre
de silicio
Embolo | Proveedor F F «
Descripcidn 1ml material A 1mi material B «
de producto
Revestimiento | No Si «
de silicio

Tabla 26. Formulacién subcutanea de anticuerpo anti-a4p37 (pH 6,5)
Componente Composicion
Anticuerpo anti-a4p7 160 mg/ml
Arginina 125 mM
Histidina 50 mM
Citrato 25 mM
PS80 (Proporcion molar de proteina) | 1,5 (0,2% p/v)

Tabla 27. Detalles de muestra

Proteina Arg His Citrato PS 80

N° Proveedor jeringa | (PM: 150000) (PM: (PM: (PM: (PM: 1309,68)

pH
Muestra de plastico 174,20) 155,15) 210,14) Proporcién molar
(mg/ml) [ (mM) (%p/v)
{mM) (mM) (mM) de proteina
1 F 160 {1,067 125 50 25 0,21 1,5 6,5
2 B 160 1,067 125 50 25 0,21 1,5 6,5

24



119

3 (Cont.) A 160 1,067 125 50 25 0,21 1.5 6,5

Se usa una formulaciéon liquida subcutanea de anti-a4p7 preparada
previamente para esta investigacion. Las formulaciones se filtran. Se toman

muestras de la solucién filtrada para el ensayo de calidad como muestra “antes

de la carga” (Aspecto, MFI, DLS). 0,5 ml de la formulacion se dividen en

alicuotas en jeringas de plastico de 1 ml. Las jeringas se taponan mediante la
maquina de taponado al vacio. Las jeringas se almacenan con la aguja hacia
abajo.

Se realiza una comprobacion inicial para medir el pH, la osmolalidad, la
densidad, la viscosidad y la concentraciéon de proteina. El ensayo analitico
(aspecto, SEC (Agregados, Monémero, BPM), CEX (Acidas, Principal, Basicas),
fuerza de deslizamiento, MF|, DLS y/o peso) se realiza después de 1 semana a
40°C, 2 semanas, 40°C, 1 mes, 5, 25y 40°C, 3 meses, 5y 25°C,6 meses a by
25°C, 9 mesesa 5y 25°Cy 12 meses a 5y 25°C.

Las muestras se toman a 1 mes, 3 meses, 6 meses, 9 meses y 12
meses a 5°C y 25°C. Las muestras se toman a 1 semana, 2 semanas y 1 mes

a 40°C.

Ejemplo 9:

Las muestras se analizan para determinar el aspecto, la fuerza de
inyeccién, SEC, CEX y la formaciéon de imagen microfluidica a 5°C y 25°C a
diversos puntos temporales que pueden haber incluido 0, 1, 3, 6 y 12 meses.
La estabilidad de la formulacién segun se mide por SEC y CEX era similar a lo
analizado en los Ejemplos 1 y 2. Para el ensayo de la fuerza de inyeccion, se

midié la fuerza de deslizamiento (Tabla 28). Un modelo estadistico determiné

vaB
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que el Unico factor significativo que afectaba a la fuerza de deslizamiento era el

fabricante de la jeringa, donde A tenia fuerzas de deslizamiento superiores que

B, que era mayor que C (Figura 17). Los cambios en la fuerza de deslizamiento

de las jeringas a lo largo de 12 meses a 5°C y 6 meses a 25°C eran inferiores a

10 N pero en su mayor parte inferiores a 5 N.

Tabla 28
Tipo de Proporcioén Fuerza de
N° Fabricante de Tamaiio de
émbolo molar deslizamiento
procesamiento jeringas aguja
(Tapon) |PS80:Proteina| inicial (N)
1 c 27G D 1 19,2
2 B 27G D 1 229
3 A 29GTW E 1 25,0
4 Cc 27G E 1 18,5
5 B 27G E 1 227
6 A 29GTW E 1,5 28,8
7 o] 27G E 1,5 18,7
8 B 27G E 1,5 23,7
EJEMPLO 10

Analisis de componentes de jeringa precargada usados en jeringas con

aguja de pared fina de 27 G cargadas con formulacién de anticuerpo anti-o4p37

Este estudio exploraba cémo diversos fabricantes de jeringas con una

aguja de pared fina de 27G y diversos fabricantes y materiales elastoméricos

de émbolo (tapén) afectaban las propiedades mecanicas del sistema de jeringa

precargada y a la estabilidad de la formulacién con el tiempo.

\23
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Se ensayaron tres fabricantes de jeringas diferentes y 4 modelos de
émbolo (tapén) diferentes con agujas de pared fina de 27G%" y una
formulacion que contenia proteina 160 mg/ml, arginina 125 mM, histidina 50
mM, citrato 25 mM, PS80 al 0,2%, a un pH de 6,5. Todas las muestras creadas
y ensayadas se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Detalles experimentales

N° Procesamiento | Jeringa | Embolo (Tapén)
1 B F
2 D
3 A D
4 B E
5 A F
6 C E
7 A E
8 C F
9 C D
10 C G

Las muestras se analizaron para determinar su aspecto, fuerza de
inyeccién, SEC, CEX y formacién de imagen microfiuidica a 5°C, 25°C y 40°C a
diversos puntos temporales que pueden haber incluido 0, 1, 3, 6 y 12 meses.
La estabilidad de la formulacién segun se mide por SEC y CEX era similar a lo
analizado en los Ejemplos 1 y 2. Para el ensayo de la fuerza de inyeccién, se
midi6 la fuerza de desbloqueo y de deslizamiento. Los resultados en el punto

temporal inicial se muestran en la Tabla 30.
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Tabla 30
Fuerza de | Fuerza de | Fuerza de
Tipode | Fuerzade | Fuerzade
N° Fabricante desbloqueo | desbloqueo | desbloqueo
émbolo [deslizamiento | desbloqueo
procesamiento| de jeringa a 12 meses|a 12 meses |a 12 meses
(Tapén) | inicial (N) inicial (N)
a5°C (N) | a25°C (N) | a40°C (N)
1 B F 12,0 4,0 3,8 12,9 28,7
2 B D 11,9 3,9 4,6 12,4 36,0
3 A D 7,0 4,0 6,5 5,1 6,4
4 B E 13,9 45 4,7 5,8 17,2
5 A F 57 4,1 3,0 17,5 239
6 C E 6,7 41 5,0 5,8 11,4
7 A E 7,9 7.6 4,3 10,4 6,1
8 c F 6,3 42 41 15,0 33,3
9 Cc D 59 438 3,9 4,4 10,0
10 Cc G 7,2 46 6,1 9,8 13,0

Un modelo estadistico mostré que los fabricantes de jeringas Ay C eran

similares y tenian fuerzas de deslizamiento menores que el fabricante B,

mientras que el émbolo (tapén) E tenia una fuerza de deslizamiento

ligeramente superior que el otro émbolo (tapones).

Generalmente, las fuerzas de desbloqueo iniciales eran similares entre

todas las muestras que se ensayaron.

A lo largo de 12 meses a 5°C, 25°C y 40°C, las fuerzas de deslizamiento

no cambiaron significativamente. Sin embargo, la fuerza de desbloqueo para

jeringas con émbolo (tapon) F aumenté a los 12 meses a 25°C y 40°C.



123

EJEMPLO 11

Andlisis de formulacién de anticuerpo anti-a437 en jeringas precargadas

Este estudio determina cémo niveles variables de concentracion de
proteina, concentracion de polisorbato 80, concentracion de citrato y pH
afectan a formulaciones de anticuerpo anti-a4B7 en un formato de jeringa
precargada.

Parte del disefio experimental se crea en JMP con un factorial
fraccionado de dos niveles de concentfacién de proteina (de 60 a 160 mg/ml),
pH (de 6,0 a 6,3), proporcién molar de polisorbato 80:proteina (de 0,723 a 1,5)
y concentracion de citrato (de 0 a 26 mM). Estas formulaciones tienen un valor
constante de concentracion de Histidina (50 mM) y Arginina (125 mM)
(Formulaciones 1-8). Se afiaden variaciones de estas formulaciones con
Histidina 25 mM (Formulaciones 9-10).

Se desarrolla un conjunto adicional de formulaciones para explorar
formulaciones sin histidina presente y con sélo citrato actuando como tampdn
(Formulaciones 11-16). Los niveles de los datos de entrada para todas las
formulaciones que se exploran se muestran en la Tabla 31. Las constantes

usadas para todas las formulaciones se muestran en la Tabla 32.

Tabla 31. Variables y niveles de DOE

Valores nominales

Variable
Inferior Superior
Concentracion de
60 160
proteina (mg/ml)
pH 6,0 6,3
Proporcién molar 0,723 1,5
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Valores nominales
Variable
Inferior Superior

de PS80:Proteina

Concentraciéon de
0 40

citrato (mM)

Concentracion de

0 50
histidina (mM)
Tabla 32. Constantes
Constante Valor

Concentracion de arginina (mM) 125

La Tabla 33 enumera las formulaciones a ensayar.

A
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Tabla 33. Detalles de formulacion
Proporcion Concentraciéon
N° Proteina | Proteina His Arg
%PS 80 pH molar de Antioxidante | antioxidante
formulacién | (mg/mil) (mM) (mM) | (mM)
PS80:Proteina {mM)

1 60 0,400 50 125 0,038 6,3 0,723 Acido citrico 25

2 60 0,400 50 125 0,079 6,3 15 Acido citrico 0

3 157 1,047 50 125 0,206 63 15 Acido citrico 25
4 160 1,067 50 125 0,101 6,3 0,723 Acido citrico 0

5 60 0,400 50 125 0,079 6,0 1,5 Acido citrico 25

6 110 0,733 50 125 0,069 6,0 0,723 Acido citrico 0

7 160 1,067 50 125 0,101 6,0 0,723 Acido citrico 25

8 160 1,067 50 125 0,210 6,0 1,5 Acido citrico 0

g 160 1,067 25 125 0,101 6,0 0,723 Acido citrico 25
10" 160 1,067 25 125 0,140 6,0 1 Acido citrico 25
1 160 1,067 0 125 0,101 6,3 0,723 Acido citrico 40
12 160 1,067 0 125 0,210 6,3 1,5 Acido citrico 40
13 60 0,400 0 125 0,079 6,3 1,5 Acido citrico 40
14* 160 1,067 0 125 0,210 6,1 1,5 Acido citrico 40
15* 160 1,067 0 125 0,210 6,6 1.5 Acido citrico 40
16* 160 0 125 | 0,140 6.3 1 Acido citrico 40

1,067

Cada formulacién se genera a partir de una formulacion de reserva de

partida que contiene anticuerpo anti-a4p7 y se diluye con diversas soluciones

madre de excipiente. Para conseguir volumenes de dilucion razonables, la

solucién madre de anticuerpo anti-a437 usada se muestra en la Tabla 34. Se

realizan dos operaciones de TFF diferentes para conseguir las formulaciones

4
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TFF 1 y 2. Se usa una porcion de TFF 1 en una dialisis para conseguir la

formulacién etiquetada como “Dialisis”.

Tabla 34. Detalles de tampén de formulacién de partida

Formulacién de Proteina His total | Citrato total Arg
partida (mg/ml) (mM) (mM) (mM) PH
TFF 1 1921 50 0 125 |61
TFF 2 206,1 0 40 125 6,3
Dialisis 169,65 25 25 125 | 6,0

Para la dilucién del material hasta la composicién de formulacién

deseada, se preparan soluciones madre de cada excipiente en agua a las

concentraciones especificadas por la Tabla 35.

Tabla 35. Detalles de solucién madre

Excipiente Concentracién
 Histidina (mM) 220
Clorhidrato de arginina (mM) 625
PS 80 (%) 2,5
Clorhidrato de histidina (mM) 600
Acido citrico (mM) (pH 6,3) 1500
Acido citrico (mM) (pH 6,0) 1500
Citrato (mM) 600
Citrato sédico (mM) 800

El esquema de dilucion para las formulaciones se detalla en la Tabla 36

9%
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Tabla 36. Detalle de dilucién
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Solucion
Formulacién de Formulacién de His*HCI Arg
His (ul) de citrato PS80 (ul) WFI (ul)
partida (ul) partida (mg) (ul) (ul)
(ul)

1 4685,06 4961,01 1612,2 268,4 2063,0 250 227,3 5894,0
2 4685,06 4961,01 1612,2 268,4 2063,0 0 4716 5899,7
3 12259,2 12981,31 724,1 0,0 548,2 250,0 1234,0 0,0
4 12493,49 13229,36 696,7 0,0 501,3 0 606,2 702,4
5 4685,06 4961,01 1002,8 4919 2063,0 250 471,6 6035,7
6 8589,28 9095,18 545,0 334,4 1282,1 0 416,7 38324
7 12493,49 13229,36 87,2 176,9 501,3 250 606,2 8849
8 12493,49 13229,36 87,2 176,9 501,3 0 1257,6 483,5
9 12260,8 12941,30 38,2 16,8 147,8 12,3 525,3 0,0
10 12260,8 12941,30 38,2 16,8 147.8 12,3 726,6 0,0

Tabla 37. Detalles de dilucion

Formulacién { Formulaciéon
Citrato | Citrato | Arg PS80 | WFI
de partida de partida
(ul) | Naul)| (ul) (ul) (ul)
(u) (mg)

11 9315,87 9944,69 8,3 128,0 | 536,8 | 4849 | 15261

12 9315,87 994469 8,3 128,0 | 536,8 | 1006,1 | 1005,0

13 3493,45 3729,26 30,5 4025 | 1701,3 | 377,3 | 5995,0

14 5822,42 6215,43 22,0 67,4 3355 | 628,8 | 623,9

15 5822,42 6215,43 0,0 300,0 | 3355 | 628,8 | 413,3
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|16l 5822,42 6215,43 } 5,2 , 80,0 |335,5 [419,2 ‘ 837,7 ’

La preparacién de compuestos se realiza basandose en el esquema de
dilucién, y la formulacién de partida se pesa, mientras que las otras soluciones
madre se pipetean volumétricamente. Las formulaciones se filtran. 0,5 mi de
formulacion se dividen en alicuotas en tantas jeringas de 1 mi de longitud como
sea posible. Las jeringas se taponan mediante la maquina de taponado. Las
jeringas se almacenan con la aguja hacia abajo.

Las formulaciones liquidas se ensayan analiticamente (aspecto, pH,
osmolalidad, densidad, DLS, SEC, CEX y/o Brightwell) inicialmente y a 1
semana, 40°C, 2 semanas, 40°C, 1 mes 25y 40°C, 2 meses 5y 25°C, 3 meses
5y 25°C, 6 meses 5y 25°C, 9 meses 5y 25°C y 12 meses 5 y 25°C.

También se realizan extracciones de formulacién especificas de acuerdo
con la Tabla 38.

Tabla 38: Extracciones de formulacién especificas

Formulacion | Temperatura { 1 Semana | 2 Semanas | 1 Mes | 2 Meses | 3 Meses | 6 Meses | 9 Meses | 12 Meses | Extras
1 5 - - - X b X X X 1
2 5 - - - X X X X X 1
3 5 - X X X X X 1
4 5 - - X X X X X 1
5 5 - - X X X X X 1
6 § - - X X X X X 1
7 5 - - X X X X X 0
8 5 - X X X X X 1
9 5 - - - - 3
10 5 - - - b X X - X ()}

'
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Formulacion | Temperatura | 1 Semana |2 Semanas | 1 Mes |2 M 3 Meses |6 M 9M 12 Meses | Extras
11 5 - - - - - - - - 5
12 5 - - - X - - - - 4
13 5 - - - - - - - - 5
14 5 - - - X - - - - 1
15 5 - - - - - - - - 2
16 5 - - - X - - - - 1
1 25 - - X X X X X X 1
2 25 - - X X X X X X 1
3 25 - - X X X X X X 1
4 25 - - X X X X X X 1
5 25 - - X X X X X X 1
6 25 - - X X X X X X 1
7 25 - - X X X X X X 1
8 25 - - X X X X X X 1
9 25 - - X - - - - - 3
10 25 - - X X - X - - 0
1 25 - - X - - - - - 5
12 25 - - X X - - - - 4
13 25 - - X - - - - - 6
14 25 - - X X - - - - 1
15 25 - - X - - - - - 2
16 25 - - X X - - - - 1
1 40 X X X - - - - - 1
2 40 X X X - -- - - - 1
3 40 X X X - - - - - 1

\%)
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Formulacién | Temperatura | 1 Semana |2 Semanas |1 Mes |2 M 3M 6 M 9 Meses | 12 Meses | Extras
4 40 X X X - - - - - 1
5 40 X X X - - - - - 1
6 40 X X X - - - - - 1
7 40 X X X - - - - - 1
8 40 X X X - - - - - 1
9 40 X X X - - - - - 0
10 40 X X X - - - - - 0
11 40 X X X - - - - - 0
12 40 X X X - - - - - 0
13 40 X X X - - - - - 0
14 40 X X X - - - - - 0
15 40 X X X - - - - - 0
16 40 X X X - - - - - 0

EJEMPLO 12

Una formulacién que contenia proteina 160 mg/ml, histidina 50 mM,

citrato 256 mM, arginina 125 mM a pH 6,5 se ensay6 para determinar la

estabilidad en una jeringa de vidrio o dos jeringas de plastico COP diferentes. A

5°C y 25°C después de 12 meses, la cantidad de agregados y mondémero era

comparable entre las jeringas de plastico y de vidrio.

e
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Tabla 39
Cambio
Cambio Cantidad

en Cantidad

en de
agregados de
Proporcion agregados monémero
Ne° por SEC |monémero
molar de Material de jeringa | por SEC después
formulacién después | después
PS80:Proteina después 12 meses
12 meses | 12 meses
12 meses a25°C

a25°C | a5°C (%)

a 5°C (%) (%)
(%)

1 1,5 Fabricante de COP 1 0,2 1,0 98,3 96,8
2 1,5 Fabricante de COP 2 0,2 1,6 98,3 96,9
3 1,5 Vidrio 0,2 1,4 98,4 96,8
4 1 Vidrio 0,2 1,6 98,3 96,8

Ejemplo 13 Biodisponibilidad de vedolizumab administrado por
inyeccion subcutanea e intramuscular

Se completé un estudio de fase | de la biodisponibilidad del vedolizumab
administrado por inyeccién subcutanea e intramuscular a sujetos masculinos
sanos. Se inscribieron un total de 42 sujetos masculinos sanos en el estudio.
Los sujetos se dividieron en tres grupos (administracion subcutanea,
intramuscular e intravenosa) de 14 sujetos cada uno. A los sujetos se les
administré6 180 mg de vedolizumab un dia. La dosis se reconstituyé a partir de
una formulacion 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. Para los sujetos

con intramuscular y subcutanea, la dosis se dividio en dos inyecciones de 1,5

ml cada una. Se obtuvieron muestras de sangre para determinar la

34
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concentracion plasmatica de vedolizumab y se determiné la biodisponibilidad
de vedolizumab en cada conjunto de sujetos.

No se describieron acontecimientos adversos graves o infecciones
significativas, anomalias clinicamente significativas, listas de comprobacién de
RAMP subjetivas/objetivas positivas ni  hallazgos ECG clinicamente
significativos.

El modelado y la simulacién de PK/PD se completaron para determinar
la dosis y los regimenes de dosis extravasculares que dan como resultado
exposiciones similares a las dosis intravenosas para mantener estas
concentraciones en suero deseadas a niveles valle.

El perfil de absorcién (FIG. 18) demostrd que las concentraciones de las
dosis intramuscular y subcutanea generalmente se superponian. No hay
diferencias macroscépicas aparentes en los perfiles de absorciéon de estas vias
de administracién. La biodisponibilidad absoluta de vedolizumab después de la
inyeccion SC era de aproximadamente el 75% y después de la inyeccién IM era
de aproximadamente el 80%.

Ejemplo 14. Modelado de regimenes de dosis subcutanea

El modelado y la simulaciéon de PK/PD se completaron para determinar
la dosis y los regimenes de dosis extravasculares que dan como resultado
exposiciones similares a las dosis intravenosas para mantener ciertas
concentraciones en suero a niveles valle.

Un conjunto de datos combinado final (datos de IV, SC e IM) demostré
modelos lineales de dos compartimentos parametrizados en términos de
aclaramiento (CL) y volumen de distribucion central (V2), volumen de
distribucién periférico (V3), una constante de velocidad de absorcidén

dependiente de via extravascular (KA) y la biodisponibilidad relativa

o5



133

(comparada con la administracion intravenosa) de las dosis extravasculares
(F). Los términos IV se incluyeron en CL, V2 y V3 con el peso corporal como la
nica covariable que influye en CL y V3 a través de un efecto alométrico.

La aceptabilidad y predictibilidad del modelo se demostré a través de
estimaciones de parametros de secuencia inicial de instrucciones,
comprobaciones predictivas visuales y calidad de representacioén de ajuste. El
analisis del modelo identificé el peso corporal como un predictor para la PK de
vedolizumab, atribuyéndose la variabilidad en la PK a componentes entre
sujetos y dentro de sujetos.

Una vez que se demostré que el modelo era adecuado para la
simulacién, se realizaron simulaciones para evaluar el efecto de la via de
administracion (IV, IM o SC) y evaluar el efecto de la frecuencia de dosificacion
(semanal, cada 2 semanas, cada 4 semanas y cada 8 semanas) sobre las
concentraciones valle en estado estacionario. Basandose en estos valores y en
la biodisponibilidad relativa de vedolizumab después de la administracion IM y
SC (F = 69,5%) se seleccionaron dosis para conseguir concentraciones valle
similares a las dosis IV.

Las simulaciones modelaron dosis y regimenes para que se
correspondieran con los regimenes de induccion y mantenimiento intravenosos.
Las dianas eran la concentracion de farmaco tanto de exposicion (area bajo la
curva de concentraciéon de farmaco en suero-tiempo (AUC)) como valle. Las
Tablas 40-43 proporcionan resultados de simulaciones.

Tabla 40. Régimen de induccién que corresponde a una AUC |V durante

las semanas 0-6

Via Dosis Frecuencia

v 300 mg Semana Oy 2

L2
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SC 485 mg SemanaOy 2
SC 160 mg Dia si dia no (6 dosis)
SC >160 mg Semanal (6 dosis)

Tabla 41. Régimen de induccién que corresponde a una concentracion

valle IV, semanas 0-6

Via Dosis Frecuencia

v 300 mg Semana Oy 2

SC >160 mg Semana Oy 2

SC 100 mg Cada semana (6 dosis)

SC 160 mg Dia si dia no (durante 2 semanas)

Tabla 42. Régimen de mantenimiento que corresponde a una dosis |V de

300 mg cada 4 semanas

Frecuencia Via Dosis correspondienté a Dosis
concentracion valle en estado | correspondiente a
estacionario |V de 4 sem. AUC IV de 4 sem.

Una vez v 300 300

cada 4 IM 432 432

semanas SC 432 432

Una vez v 115 150

cada 2 M 165 216

semanas SC 165 216

Cada Vv 50 75

semana IM 72 108

SC 72 108

L%
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Tabla 43. Régimen de mantenimiento que corresponde a una dosis IV de

300 mg cada 8 semanas

Frecuencia Via | Dosis correspondiente a Dosis correspondiente
concentracion valle en estado a AUC IV de 8 sem.
estacionario IV de 8 sem.

Unavezcada |IV | 300 300

8 semanas IM | 432 432

SC | 432 432

Unavezcada |IV |90 150

4 semanas M | 125 216

SC | 125 216
Unavezcada |IV |35 75
2 semanas IM | 50 108
SC | 50 108
Cadasemana [V |15 37,5
IM | 22 54
SC |22 54

Ejemplo 15: Estudio multidosis de fase 2a

Un estudio multidosis de fase 2a puede evaluar la seguridad,
tolerabilidad y PK en estado estacionario de vedolizumab después de multiples
dosis de vedolizumab mediante la via de administracion subcutanea, y evaluar
la biodisponibilidad relativa del régimen subcutaneo en comparacién con el
régimen intravenoso. El desarrollo de HAHA y HAHA neutralizantes y el efecto

sobre la PD de multiples dosis de vedolizumab después de la administracién

o
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subcutanea pueden evaluarse.

Pueden incluirse en el estudio pacientes con colitis ulcerosa que tienen
una puntuacién de Mayo parcial de 1-12 y pacientes con enfermedad de Crohn
que tienen un CDAI superior a 150. Las cohortes pueden recibir un régimen de
induccién de vedolizumab (300 mg) administrado 1V las semanas 0y 2, seguido
de un régimen de mantenimiento de

Vedolizumab (300 mg) administrado IV cada 4 semanas a las semanas

6-22

Vedolizumab (300 mg) administrado IV cada 8 semanas a las semanas

6-22

Vedolizumab (108 mg) administrado SC cada semana a las semanas 6-

22

Vedolizumab (108 mg) administrado SC cada 2 semanas a las semanas

6-22

Vedolizumab (165 mg) administrado SC cada 3 semanas a las semanas

6-22.

Pueden recogerse muestras antes de la dosificacion el dia 1 y después
de nuevo el dia 1 (12 horas), 2, 3, 5, 8, 15, 29, 43, 127, 127 (12 horas), 128,
129, 131, 134, 141 y 155 para evaluar la PK 'y la PD.

Ejemplo 16: Experiencia clinica a largo plazo con vedolizumab para el
tratamiento de IBD

Se completé un estudio de extension 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 arios de

edad y habian participado previamente en un estudio previo de
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PK/PD/seguridad en pacientes con colitis ulcerosa o habian tenido sintomas de
IBD durante al menos 2 meses confirmados endoscépica y/o histopatoldgica
y/o radiolégicamente en el intervalo de 36 meses desde la exploracion.

Todos los pacientes recibieron un régimen de dosificacion intravenoso
de 2 mg/kg o 6 mg/kg de vedolizumab (5 mg/ml de anticuerpo, citrato/acido
citrico 20 mM, cloruro sédico 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 que habian participado en un
experimento clinico previo.

Se usaron la eficacia/calidad de vida (QolL); puntuacion 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-infusibn 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] y % MADCAM+
[CD4+CD45R0O HIGH] se inhibieron practicamente de forma completa a lo largo
del periodo de estudio a todos los niveles de dosis.

‘Puntuacién parcial de Mayo
La PMS media basal era mayor para pacientes con colitis ulcerosa sin

tratamiento previo (5,4) que para pacientes de continuacién con colitis ulcerosa
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(2,3). El dia 43, la PMS media mostré una disminucién pronunciada para
pacientes con colitis ulcerosa tanto de continuacion como sin tratamiento
previo. El dia 155, las puntuaciones medias de los dos grupos fueron similares.
La PMS media continué disminuyendo hasta el dia 267 y se estabiliz6 despues
de esto.
indice de actividad de la enfermedad de Crohn

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

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

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

Otros resultados de seguridad

3\
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No se informaron infecciones oportunistas sistematicas (incluyendo
PML) durante el estudio. Un paciente dio positivo para viremia de JC en un
Unico 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). El estudio no mostrd
‘ pruebas de toxicidad hepatica, 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 consiguié saturaciones de receptor diana, se asocié
con disminuciones medias duraderas en la actividad de la enfermedad y mejoré
las puntuaciones de IBDQ, fue generalmente seguro y bien tolerado y demostro
inmunogenicidad aceptable.
Ejemplo 17: Inducciéon y mantenimiento de respuesta y remision 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 la induccién y el mantenimiento
de la respuesta y la remision en pacientes con colitis ulcerosa de
moderadamente a gravemente activa. Las caracteristicas demograficas y de
enfermedad basal eran comparables en todos los grupos de tratamiento.
| El estudio de induccién, usando administracién intravenosa, comparaba
el placebo frente a vedolizumab a una dosis de 300 mg reconstituida a partir de
una formulacién 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
valoracién a las 6 semanas después de 2 dosis de vedolizumab.

El estudio de mantenimiento, usando la misma formulacién y via de

‘&
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administracion que el estudio de induccidén, comparaba el placebo frente a
vedolizumab dosificado cada cuatro semanas y el placebo frente a vedolizumab
dosificado cada ocho semanas. El criterio de valoracién de este estudio fue a
las 52 semanas, analizando la poblacién que respondia a la induccion.

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 induccion fue de 20 a 30 pg/mi. Las
concentraciones en suero valle medias de vedolizumab en estado estacionario
después de una infusiéon IV de 30 min de administraciéon de dosis de 300 mg
eran de entre 9y 13 ug/mi para el régimen de cada 8 semanas y de entre 35 y
40 pg/mi para el régimen de cada 4 semanas. Al final de la infusion la mediana
de las concentraciones plasmaticas de vedolizumab era de entre 98 y 101
ug/ml para el régimen de cada 8 semanas y de aproximadamente 129 y 137
ug/mi para el de cada 4 semanas.

En las Tablas 44, 47 se proporcionan resumenes de las respuestas de
los estudios de induccion y mantenimiento. Una proporcion significativamente
mayor de pacientes tratados con vedolizumab consiguié respuesta clinica,
remision y cicatrizaciéon de la mucosa a las 6 semanas en comparacion con el
placebo (Tabla 44). El 39% de la poblacién de andlisis por intencién de tratar
en fase de induccidn 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 habian tenido un fracaso previo de anti-TNF y los
que no habian tenido exposicion previa a anti-TNF. En analisis preliminares a lo
largo de la semana 6, las tasas de acontecimientos adversos (AE), AE graves y
acontecimientos adversos que condujeron a interrupcién del estudio fueron

mayores en el grupo de placebo que en el grupo de vedolizumab. Una
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proporcion significativamente mayor de pacientes con vedolizumab que los
pacientes con placebo consiguié la remisién clinica, cicatrizacién de la mucosa
y remisién sin corticosteroides a las 52 semanas y respuesta y remision
duraderas (Tabla 45). El 32% de la poblaciéon de estudio de mantenimiento
habia tenido un fracaso previo de anti-TNFa. Las tasas de remision clinica y de
respuesta clinica duradera fueron mayores con vedolizumab que con placebo
en pacientes tanto con fracaso de TNF como sin TNF previo. En la poblacion
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 ningin aumento en las tasas de

infecciones oportunistas o entéricas en el grupo de vedolizumab.

Tabla 44: Resultados de estudio de induccién — Criterios de valoracién

primarios y secundarios clave

Criterios de Placebo Vedolizumab | Diferencia/RR | Valor de P

valoracion de la

eficacia
ﬁespuesta clinica 25,5% 47.1% 21,7%/1,8 <0,0001
(%)
Remision clinica (%) 5,4% 16,9% 11,5%/3,1 0,0010
Cicatrizacién de la 24,8% 40,9 16,1%/1,6 0,0013

mucosa (%)
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Tabla 45: Resultados de estudio de mantenimiento — Criterios de valoracion

primarios y secundarios clave

Criterio de Placebo vDZ vDz Diferencia/RR | Valor de
valoracion de la N=126 cada8 | cada4 | cada 8 frente P
eficacia N=122 N=125 aPb
cada 4 frente
aPb
Remisién clinica 15,9 41,8 44,8 26,1/2,7 <0,0001
(%) 29,1/2,8 <0,0001
Respuesta 23,8 56,6 52,0 32,8/2,4 <0,0001
permanente (%) 28,5/2,2 <0,0001
Cicatrizacién de la 19,8 51,6 56,0 32,0/2,6 <0,0001
mucosa (%) 36,3/2,8 <0,0001
Remisién duradera 8,7 20,5 24,0 11,8/2,4 0,0090
(%) 15,3/2,8 0,0011
Remision sin 13,9 31,4 45,2 17,6/2,3 0,0133
corticosteroides n=72 n=70 N=73 31,4/3,3 <0,0001
(%)

Tabla 46: Estudio de induccién: respuesta clinica y remision a las 6 semanas

en pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-a y sin exposicion a

anti-TNF, poblacién ITT

Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-o (39%)

Criterio de Placebo Vedolizumab Diferencia 95% de IC
valoracién N=63 N=82
Respuesta 20,6 39,0 18,4 3,9, 32,9
clinica (%)

\AD
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Remision 3,2 9,8 6,6 -9,8, 22,8
clinica (%)
Pacientes sin exposicién 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 (%)
Remision 6,6 23,1 16,5 2,4, 30,2
clinica (%)

Tabla 47: Remision clinica y respuesta clinica duradera a las 52 semanas:

pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-a o sin exposicion a

antagonista anti-TNF-a, poblacion ITT

Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-o (32%)

Criterio de Placebo | VDZ cada |VDZ cada | Diferencia cada | 95%
valoracion N=38 8 semanas | 4 semanas | 8 semanas de IC
N=43 N=40 frente a placebo
cada 4 semanas
frente a placebo
Remision 5,3 37,2 35,0 31,9 10,3,
clinica (%) 29,7 51,4
74,
49,4
Respuesta 15,8 46,5 425 30,7 11,8,
clinica 26,7 49,6
duradera (%) 7,5,
45,9

Pacientes sin exposicién a antagonista anti-TNF-a (60%)
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Placebo | VDZ cada 8 | VDZ cada 4 | Diferencia 95%
N=79 semanas semanas cada 8 deIC
N=72 N=73 semanas frente
a placebo
cada 4
semanas frente
a placebo
Remision 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 38,7 240,
clinica 29,6 53,4
duradera (%) 14,6,
44,6

Ejemplo 18: induccidén y mantenimiento de la respuesta y remision en pacientes
con enfermedad de Crohn de moderada a gravemente activa

Un experimento simple que comprende dos estudios multicéntricos
aleatorizados con doble ocultacién disefiados para evaluar la induccion y el
mantenimiento de la 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 través de todos los grupos de
tratamiento.

El estudio de induccion, usando administracién intravenosa, comparo
placebo frente a vedolizumab a una dosis de 300 mg reconstituida a partir de
una formulacién 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
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criterio de valoracion a las 6 semanas después de 2 dosis de vedolizumab.

El estudio de mantenimiento, usando la misma formulacién y via de
administraciéon que el estudio de induccién, compard el placebo frente a
vedolizumab dosificado cada cuatro semanas y placebo frente a vedolizumab
dosificado cada ocho semanas. El criterio de valoracion de este estudio fue a
las 52 semanas, analizando la poblacion que respondia a la induccion.

Sorprendentemente, este estudio mostré que los grupos de cada 4 y
cada 8 semanas proporcionaron resultados muy similares. Los resimenes de
las respuestas de los estudios de induccion y mantenimiento se proporcionan
en las Tablas 48-51. Una proporcién significativamente mayor de pacientes
tratados con vedolizumab consiguié la remisién clinica y la respuesta
aumentada en comparacién con el placebo (Tabla 48). Las tasas de remisién
clinica y respuesta aumentada fueron mayores en pacientes con vedolizumab
qgue con placebo entre los que habian tenido un fracaso previo de anti-TNF y
los que no habian tenido exposicion previa a anti-TNF. Las tasas de
acontecimientos adversos (AE), AE graves e infecciones graves fueron
similares entre los grupos de vedolizumab y de placebo. No se observd
aumento en las tasas de infecciones oportunistas o entéricas en el grupo de

vedolizumab.

Tabla 48: resultados de estudio de induccién - criterios de valoracién primarios

y secundarios

Criterios de Placebo Vedolizumab Diferencia Valor de P
valoracion N=148 N=220 ajustada/RR
Remisién clinica 6,8% 14,5% 7,8%/2,1 0,0206

(%)

%
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Respuesta 25,7% 31,4% 5,7%/1,2 0,2322
aumentada (%)
Cambio de CRP -3,6 -2,9 ‘ 0,9288
medio (ng/ml) N=147 N=220

Tabla 49: resultados de estudio de mantenimiento - criterios de valoracién

primarios y secundarios clave

Criterio de Placebo| VDZ vDZ Diferencia | Valor
valoracion de N=1563 | cada 8 cada 4 ajustada/RR | de P
eficacia N=154 N=1564 | cada 8 frente
aPb
cada 4 frente
aPb
Remision clinica 21,6 39,0 36,4 17,4/1,8 0,0007
(%) 14,7117 0,0042
Respuesta 30,1 43,5 45,5 13,4/1,4 0,0132
aumentada (%) 15,3/1,5 0,0053
Remisioén 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
(%)
Remision duradera 14,4 21,4 16,2 7.2/1,5 0,1036
(%) 2,0/1,1 0,6413

Tabla 50: remisién clinica y respuesta aumentada a las 6 semanas en
pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-o y sin exposicién a anti-

TNF, poblacion ITT
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Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-o. (48%)

Criterio de valoracion | Placebo | Vedolizumab | Diferencia 95% de IC
N=70 N=105

Remisién Clinica (%) | 4,3 10,5 6,2 (9,1, 21,3)
Respuesta 22,9 23,8 1,0 (-11,8, 13,7)
aumentada (%)
Pacientes sin exposicién a antagonista anti-TNF-a (50%)

Placebo Vedolizumab Diferencia 95% de IC

N=76 N=130109

Remision 9,2 17,4 8,2 (-1,4, 17,9)
Clinica (%)
Respuesta 30,3 422 11,9 (-1,9, 25,8)
aumentada (%)

Tabla 51: remision clinica y respuesta aumentada a las 52 semanas: pacientes

con fracaso previo de antagonista anti-TNF-a 0 sin exposicion a antagonista

anti-TNF-a, poblacion ITT

Pacientes con fracaso previo de antagonista anti-TNF-a (51%)

Criterio de | Placebo | VDZ cada 8 | VDZ cada 4 Diferencia 95%
valoracioén N=78 semanas ''semanas cada 8 semanas | de IC
N=82 N=77 frente a placebo
cada 4 semanas
frente a placebo
Remision 12,8 28,0 27,3 15,2 (3,0,
Clinica (%) 14,5 27,5)




3
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(2.0,
26,9)
Respuesta 20,5 29,3 37,7 8,8 (-4,6,
aumentada 17,1 22,1)
(%) 31,
31,2)
Pacientes sin exposicion a antagonista anti-TNF-a (45%)

Placebo | VDZ cada 8 | VDZ cada 4 Diferencia 95%
N=71 semanas semanas cada 8 semanas | de IC

N=66 N=71 frente a placebo

cada 4 semanas

frente a placebo
Remisién 26,8 51,1 46,5 24,8 (8.9,
Clinica (%) 19,7 40,6)
| 42,
35,2)
Respuesta 38,0 60,6 53,5 22,6 (6,3,
aumentada 15,5 38,9)
(%) (-0,7,
31,7)

Ejemplo 19: Induccidén de Respuesta y Remisién en Pacientes con Enfermedad
de Crohn Activa de Moderada a Grave
Se completé un estudio multicéntrico controlado con placebo, con doble

ocultacién, aleatorizado, para evaluar el efecto de induccion de vedolizumab a
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dosis de 300 mg (reconstituida a partir de una formulacion 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, que se liofilizd) en pacientes con fracaso de
antagonista de TNFa a la semana 6 (después de 2 dosis - 0y 2 semanas) y a
la semana 10 (después de 3 dosis). El estudio consistio en 416 pacientes, el
75% de los cuales tenian fracasos de antagonista de TNFa y el 25% de los
cuales no estaban tratados con TNFa. Se equilibraron datos demograficos y de
medicacion de IBD simultanea a traveés de grupos de tratamiento. También se
equilibraron las caracteristicas de enfermedad basales a través de grupos de
tratamiento excepto para la actividad de enfermedad basal.

El criterio de valoracién primario disefiado para el estudio fue de una
remision a la semana 6 (%) en la poblacién con fracaso de antagonista anti-
TNFo. Los criterios de valoracidn secundarios clave que se evaluaron
(procedimiento de ensayo secuencial) fueron: remisién a la semana 6 (%) en la
poblacién global, remisién en la semana 10 (%) en la poblacién con fracaso de
antagonista anti-TNFo y global (usando el procedimiento de Hochberg),
remisién prolongada a la semana 6 y 10 (%) en la poblacién con fracaso de
antagonista anti-TNFa y global (usando el procedimiento de Hochberg) y
respuesta mejorada a la semana 6 (%) en la poblacién con fracaso de

antagonista anti-TNFa.

Tabla 52: CDAI basal;

Placebo Vedolizumab valor de p
ITT de TNF: 306.1 (55.43) 316.1 (52,63) 0,0945

Media (Desv.
Tip.)

\SL
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ITT Total: Media 301,3 (54,97) 313,9 (53,17) 0.0153
(Desv. Tip.)

Tabla 53; Resultados del Estudio de Induccién: Criterios de Valoracion

Primarios y Secundarios Clave

Criterios de | ITT de TNF (N=315) ITT Total (N=416)
Valoracion
PLA |VDZ | Dif Valor |PLA |VDZ |Dif | Valor
N=157 | V=158 | (RR) |de P | N=207 | N=209 | (RR) | de P
Remision | 12,1 15,2 |3,0% |0,4332
Primaria % % (1,2)
Sem. 6
12 12,1 19,1 |6,9 |0,0478
Remision % % %
Secundaria (1,6)
Sem. 6
2@ 121 |266 |[144 |0,0012|13% |28,7 |155 |<0,0001
Remisién | % % % % %
Secundaria (2,2) (2,2)
Sem. 10
Remision |83 % |120 |3,7% |0,2755{82% |153 |7% |0,0249
Sostenida % (1,4) » % (1,9)
(Sem. 6y
10)
Respuesta | 22,3 39,2 |16,9% | 0,0011
Aumentada | % % (1,8)
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(CDAI100)

Tabla 54: Resultados en Pacientes Sin Tratamiento Previo con Antagonista

Anti-TNF-a (n=101, 24% del total)

Placebo, | Vedolizumab, | Diferencia, IC de

% % % 95%

Remision Semana 6 | 12 31,4 19,1 (3,3,
35,0)

Remisiéon Semana 10 | 16 35,3 19,2 (2,4,
35,8)

Tabla 55: Resultados del Estudio: Remisién Clinica en las Semanas 6 y 10,

Subgrupo Clave—Fracasos Previos de Tratamiento, ITT Total

Subgrupo Variable Placebo VDZ Dif Clde
95%
Cualquier fracaso de N 156 155
anti-TNF previo (75% Rem. Sem. | 12,8 14,8 2 (-5,7,
de ITT) 6 (%) 9,7)
Rem. Sem. | 12,8 26,5 13,6 | (4,9,
10 (%) 22,3)
Fracaso de N 45 44
inmunomodulador Rem. Sem. | 11,1 31,8 20,7 | (-0,5,
previo pero no fracaso | 6 (%) 39,7)
de anti-TNF (21% de Rem. Sem. | 15,6 31,8 16,3 | (-1.1,
ITT) 10 (%) 33,6)
Fracaso de N 5 9

124
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corticosteroide previo Rem. Sem. |0 33,3 33,3 | (-23,9,
unicamente (3% de 6 (%) 75,7)
ITT) Rem. Sem. |0 44 4 444 | (-13,4,
10 (%) 85,3)

El estudio demostré que los pacientes con fracaso del antagonista de
TNF-a requerian 3 dosis para inducir la remisién. Las tasas de remisién en los
pacientes con fracaso de antagonista de TNF-a aumentaron entre la semana 6
y la semana 10, pero solo para el grupo de vedolizumab (no placebo). Las
tasas de remision para los pacientes no sometidos previamente al antagonista
de TNF-a no aumentaron sustancialmente entre las semanas 6 y 10. De la
poblacién con fracaso del antagonista de TNF-a con un alto grado de gravedad
de la enfermedad, el 43% nunca respondié a un antagonista de TNF-a, y el

45% perdid la respuesta.

Ejemplo 20: estabilidad

Se ensayaron diversas formulaciones de anticuerpo anti-a437 diferentes
para determinar su estabilidad a lo largo del transcurso de 6 a 24 meses a 5°C
(Tablas 6 y 7). Las formulaciones que tenian un pH de 6,0-6,2 mostraban
aproximadamente menos del 4% de degradacién de especies principales
después de 6 meses y a los 24 meses.

Se ensayaron diversas formulaciones de anticuerpo anti-a4p7 diferentes
para determinar su estabilidad por SEC durante hasta 24 meses (Tablas 4 y 5).
Las formulaciones con concentracion de proteina 60 mg/ml y que contenian
citrato 25 mM tenian un cambio en agregados del 0,1-0,2% después de 2 arios,

mientras que las formulaciones que contenian proteina 160 mg/ml y citrato 25

55
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mM tenian un aumento de agregados de aproximadamente el 0,3% a lo largo
de 2 afios. Habia un aumento de agregados del 0,6-1,1% para las
formulaciones que contenian 60, 110 o 160 mg/mi de proteina sin citrato. Para
las formulaciones ensayadas que contenian citrato pero no histidina, después
de 12 meses y 24 meses, habia un crecimiento de aproximadamente el 0,3-

0,4% de los agregados.

Ejemplo 21: Determinacion del efecto de vedolizumab sobre la razén CD4:CD8

Se trataron sujetos sanos de 18 - 45 de edad con una dosis Unica de 450
mg de vedolizumab reconstituida a partir de una formulacion liofilizada de
sacarosa al 10% y diluida en un sistema de infusién de solucién salina al 0,9%.
Se extrajo liquido cefalorraquideo (LCR) mediante puncién lumbar antes (linea
de referencia) y 5 semanas tras la dosis Unica de 450 mg de vedolizumab.
Cada sujeto sirvié como su propio control.

Se seleccion6 un periodo de 5 semanas basandose en un estudio previo
que mostraba que pacientes con EM tratados con natalizumab mostraron
efectos sobre la razén de linfocitos CD4+:CD8+ en LCR y una reduccién del
numero de lesiones cerebrales tras sélo una dosis (Stuve et &l. Arch Neurol.
2006;63:1383-1387; Stuve et 4l. Ann Neurol. 2006;59:743-747. Miller et 4. 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 mas bajos estimados en
estado estacionario asociados con el régimen de dosis de fase 3 de 300 mg
cada 4 semanas.

Se obtuvo aproximadamente 15 ml de LCR de cada sujeto para el

inmunofenotipado. Se incluyeron las muestras de LCR para analisis si cumplian

I
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los siguientes criterios: <10 glébulos rojos/ul por muestra (para minimizar la
contaminacion en sangre periférica); resultado negativo de cultivo de LCR;
numero de linfocitos T adecuado en cada muestra de citometria de flujo; y
ninguna deteccioén de anticuerpos en suero frente a vedolizumab.

Las concentraciones de vedolizumab en suero medias en la semana 5
(34,80 pg/ml) y las concentraciones de vedolizumab en suero del sujeto
individual (intervalo 24,9-47,9 pg/ml) fueron superiores que la concentracion
mas baja en estado estacionario planeada (~24 ug/ml) para el régimen de dosis
de fase 3. Se observo un alto grado (>90%) de saturacién del receptor a4f7 en
la semana 5 tal como se midi6 mediante MAdCAM-1-Fc, que indica la
saturacién de vedolizumab de su diana en el momento de la evaluacion de
punto final.

No se detectd vedolizumab en ninguna de las muestras de LCR (limite
de deteccion = 0,125 pg/ml).

Efecto sobre la razén y niimeros de linfocitos T CD4+ y CD8+

Vedolizumab no redujo significativamente la razén de CD4+:CD8+ (tabla
56). Ninguno de los sujetos tenia una razén de CD4+:CD8+ tras la dosis <1 (p
< 0,0001 (prueba de t unilateral)). Vedolizumab no redujo significativamente el
numero de linfocitos T CD4+ o CD8+ en LCR. Ademas no hubo cambios
significativos en el % de linfocitos T CD4+ y el % de linfocitos T CD8+ en LCR
(tabla 57). Ademas no se observaron cambios significativos en linfocitos T de

memoria CD4+, CD8+ y glébulos blancos en sangre periférica (tabla 58).

Tabla 56: Efecto del tratamiento sobre la razén de CD4+.CD8+ en LCR

(poblacién evaluable, n=13)

=g
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Linea de Semana 5 Diferencia de
referencia razén
CD4+.CD8+t
Razén 3,59 (0,273) 3,60 (0,265)" 0,01 (0,197)
CD4+:.CD8+ 1,53-5,67 1,42-5,15
Intervalo (DE)
medio
IC bilateral al 90% | 3,00-4,19 3,132, 4,077
para razén
IC bilateral al 90% -0,337, 0,363
para diferencia

IC=intervalo de confianza

*p<0,0001 (prueba de t de una muestra bilateral para HO:u<1 contra H1:

p>=1).

tDiferencia se define como la razdén a la semana 5 menos la razén de

referencia

Tabla 57: Efecto de tratamiento sobre el recuento de linfocitos CD4+ y CD8+

en LCR (poblacién evaluable, n=13)

Linea de referencia

Semana 5

CD4+ como % de

linfocitos, media (DE)

75,160 (7,3831)

74,215 (6,3732)

CD8+ como % de

linfocitos, media (DE)

22,272 (5,4320)

22,007 (6,1624)
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Tabla 58: Recuentos de linfocitos T de memoria en sangre periférica (RO+)

(poblacién evaluable, n=13)

Linea de referencia Semana 5

Media (DE) Media (DE)
CD4+CD45RO+ 27,85 (4,98) 27,06 (5,02)
CD8+CD45R0O+(%) 11,24 (3,40) 10,78 (2,98)

Resumen

Vedolizumab no afectd a los recuentos de células CD4+ y CD8+ ni a la
razén de CD4+:CD8+ en LCR en voluntarios sanos tras una dosis Unica de 450
mg. Ninguno de los sujetos tuvo una reduccién de la razén de CD4+:CD8+ en
LCR inferior a 1. Vedolizumab no se detecté en LCR. Ademas, no se observo
ningun cambio en los glébulos blancos totales o subconjuntos CD4+ y CD8+ de
linfocitos T de memoria en sangre periférica. La saturaciéon de la diana (a487)
en sangre se produjo en todos los sujetos en el momento de la evaluacion de
punto final. La razén y los niveles de linfocitos CD4+ y CD8+ en LCR fueron
similares a los comentados previamente en la bibliografia.

Estos resultados concuerdan con la falta de efecto de vedolizumab sobre
tanto la vigilancia inmunitaria del SNC fisiolégica como la inflamacién del SNC
patolégica de monos.

Aunqgue esta invencion se ha descrito y mostrado particularmente con
respecto a las realizaciones preferidas de la misma, los expertos en la técnica
entenderan que pueden realizarse diversos cambios de forma y detalles en el
presente documento sin apartarse del alcance de la invencién abarcado por las

reivindicaciones adjuntas.

A
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Tabla 59: Secuencias

SEC ID N°:

Secuencia mostrada

Descripcion

1

FIG. 1

ADN que codifica la cadena
pesada de la inmunoglobulina anti-

o437 humanizada

FIG. 1

Secuencia de aminoéacidos de la
cadena pesada de la
inmunoglobulina anti-a4p37

humanizada

FIG. 2

ADN que codifica la cadena ligera
de la inmunoglobulina anti-a437

humanizada

FIG. 2

Secuencia de aminoacidos de la
cadena ligera de la
inmunoglobulina anti-a437

humanizada

FIG. 3

Cadena ligera humanizada -

madura de LDP-02

FIG. 4

Regién constante de la cadena

ligera kappa humana genérica

FIG. 4

Regién constante de la cadena

ligera kappa murina genérica

Mencionada en la pagina
31
SYWMH

CDR1 de cadena pesada de

anticuerpo ACT-1 de ratén

\co
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SEC ID N°: | Secuencia mostrada Descripcion

9 Mencionada en la pagina CDR2 de anticuerpo ACT-1 de
31 ratdén de cadena pesada
EIDPSESNTNYNQKFKG

10 Mencionada en la pagina CDR3 de anticuerpo ACT-1 de
31 ratén de cadena pesada
GGYDGWDYAIDY

11 Mencionada en la pagina CDR1 de anticuerpo ACT-1 de
31 raton de cadena ligera
RSSQSLAKSYGNTYLS

12 Mencionada en la pagina CDR2 de anticuerpo ACT-1 de
31 raton de cadena ligera
GISNRFS

13 Mencionada en la pagina CDR3 de anticuerpo ACT-1 de
31 raton de cadena ligera
LQGTHQPYT

14 FIG. 7 Regién variable de cadena ligera

kappa de anticuerpo GM607 CL
humano
15 FIG. 7 Regidn variable de cadena pesada

de anticuerpo 21/28 CL humano

o
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende una
mezcla de un anticuerpo anti-a4p7, un antioxidante o quelante y al menos un

aminodcido libre, en la que la formulacién esta en forma liquida.

2. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicaciéon 1, en la
que la proporcién molar del anticuerpo anti-a4p7 respecto al antioxidante o

quelante es de aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:100.

3. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacién 1, en la
que después de 12 meses a 5°C la formulacién liquida estable tiene menos de

aproximadamente el 1,0% de formacioén de agregados.

4, La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 3, en la
que dicha formulacién tiene menos de aproximadamente el 0,2% de formacion

de agregados.

5. La formulaciéon farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 1, en la

que dicho antioxidante o quelante es citrato.

6. La formulacion farmacéutica liquida estable de la reivindicaciéon 1, en la

que dicho quelante es EDTA.

7. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacién 1, en la

que dicho aminoacido libre se selecciona del grupo que consiste en histidina,
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alanina, arginina, glicina, acido glutamico y combinaciones de los mismos.

8. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 1, en la

que dicha formulacién comprende ademas un tensioactivo.

9. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacién 8, en la
que la proporcion molar del antioxidante o quelante respecto al tensioactivo es

de aproximadamente 3:1 a aproximadamente 156:1.

10. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 8, en la
que dicho tensioactivo se selecciona del grupo que consiste en polisorbato 20,

polisorbato 80, un poloxamero y combinaciones de los mismos.

11.  La formulaciéon farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 1, en la
que dicha formulacion tiene un pH de entre aproximadamente 6,1 y

aproximadamente 7,0.

12.  La formulacion farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 1, en la
que dicha formulacién tiene un pH de entre aproximadamente 6,5 vy

aproximadamente 6,8.
13. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 1, en la
que dicha formulacién comprende al menos aproximadamente 60 mg/ml a

aproximadamente 160 mg/ml de anticuerpo anti-a4p7.

14, La formulacion farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 1, en la

&2
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que dicha formulacién comprende al menos aproximadamente 160 mg/ml de

anticuerpo anti-a437.

15.  Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende al menos
aproximadamente 60 mg/ml a aproximadamente 160 mg/ml de anticuerpo anti-
a4p7, un agente tamponante y al menos aproximadamente 5 mM de citrato, en

la que dicha formulacién es una formulacién liquida.

16. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 15, en la

que dicho agente tamponante es tampdén de histidina.

17.  Una formulacion farmacéutica liquida estable que comprende al menos
aproximadamente 160 mg/ml de anticuerpo anti-a4B7 y al menos

aproximadamente 5 mM de citrato.

18.  La formulacion farmacéutica liquida estable de la reivindicacién 17, en la

que dicha formulacién comprende ademas polisorbato 80.

19. Una formulacién farmacéutica liquida estable que comprende una
mezcla de un anticuerpo anti-a4p7, citrato, histidina, arginina y polisorbato 80,

en la que la formulacion esta en forma liquida.

20. La formulacién farmacéutica liquida estable de la reivindicacion 19, en la
que dicha formulacion esta presente en un recipiente seleccionado del grupo

que consiste en un vial, cartucho, jeringa y autoinyector.

4
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21.  Una formulacién liquida estable seleccionada de una cualquiera de las

formulaciones de la Tabla 2.

22. La formulaciéon farmacéutica liquida estable de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-21, en la que dicho anticuerpo es vedolizumab.

23. La formulacion farmacéutica liquida estable de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-21, en la que dicha formulacién es para administracion

subcutanea o intramuscular.

24. Un método de tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino,
que comprende administrar a un paciente que lo necesite la formulacion

farmacéutica de la reivindicacion 1.

25. El método de la reivindicacién 24, en el que dicha administracion es

administracién subcutanea.

26. El método de la reivindicacion 24, en el que dicha administracién es una

autoadministracion.

27.  Un articulo de fabricacién que comprende un recipiente, una formulacién
farmacéutica liquida estable de una cualquiera de las reivindicaciones 1-21 e

instrucciones para su uso.

28.  El articulo de fabricacién de la reivindicaciéon 27, en el que el articulo es

una jeringa precargada.

\&H5
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29. Un método para tratar 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 al antigeno de
la misma, que tiene especificidad de unidn por la integrina a437 humana,

en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma se administra al paciente de acuerdo con el régimen de
dosificacién siguiente:

(@) dosis iniciales de 165 mg de la inmunoglobulina humanizada o
fragmento de unién al antigeno de la misma como una inyeccion subcutanea
dia si dia no durante seis dosis;

(b) seguidas de una séptima dosis y dosis posteriores de 165 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma
como una inyecciéon subcutdnea cada dos semanas o cada cuatro semanas
segun sea necesario;

en el que el régimen de dosificacién induce una respuesta clinica y la
remision clinica en la enfermedad inflamatoria del intestino del paciente;

en el que ademas la inmunoglobulina humanizada o el fragmento de
unién al antigeno comprende una regién de union al antigeno de origen no
humano y al menos una porcion de un anticuerpo de origen humano, en el que
la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno tiene
especificidad de unidn por el complejo a4B7, en el que la region de unién al
antigeno comprende las CDR:

Cadena ligera: CDR1SECIDN® 9

CDR2 SEC ID N°: 10
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CDR3 SEC ID N°: 11
Cadena pesada: CDR1 SEC ID N°: 12
CDR2 SEC ID N°: 13
CDR3 SEC ID N°: 14.

30. El método de la reivindicacién 29, en el que el paciente tuvo una falta de
respuesta adecuada con, pérdida de respuesta a, o fue intolerante al
tratamiento con al menos uno de un inmunomodulador, un antagonista del

factor de necrosis tumoral alfa o combinaciones de los mismos.

31. El método de la reivindicacion 29, en el que la enfermedad inflamatoria

del intestino es enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

32. El método de la reivindicaciéon 31, en el que la enfermedad inflamatoria

del intestino es colitis ulcerosa.

33. El método de la reivindicacion 31, en el que la enfermedad inflamatoria

del intestino es colitis ulcerosa de moderada a gravemente activa.

34. El método de la reivindicacion 33, en el que el regimen de dosificacion
da como resultado la cicatrizacion de la mucosa en pacientes que padecen una

colitis ulcerosa de moderada a gravemente activa.

35. El método de la reivindicacién 29, en el que el régimen de dosificacién
da como resultado una reduccién, eliminacién o reduccién y eliminacién del uso

de corticosteroides por el paciente.

ot
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36. ElI método de la reivindicacion 29, en el que el paciente recibi6
previamente tratamiento con al menos un corticosteroide para la enfermedad

inflamatoria del intestino.

37. El método de la reivindicacion 29, en el que la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se administra en
una forma de dosificacion final a una concentracién de entre aproximadamente

1,0 mg/ml y aproximadamente 1,4 mg/ml.

38. El método de la reivindicacion 37, en el que la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se administra en

una forma de dosificacion final de aproximadamente 1,2 mg/ml.

39. ElI método de la reivindicacién 29, en el que el régimen de dosificacion
no altera la proporcién de CD4 respecto a CD8 en el liquido cefalorraquideo de

pacientes que reciben dicho tratamiento.

40. Un régimen de dosificacién para el tratamiento terapeutico de Ia
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 al
antigeno de la misma que tiene especificidad de unidn por la integrina
a4B7 humana, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de

unién al antigeno comprende una regiéon de unién al antigeno de origen

\&9
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no humano y al menos una porcion de un anticuerpo de origen humano,
en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma se administra al paciente de acuerdo con el
regimen de dosificacion siguiente:
administrar a un paciente que padece una enfermedad
inflamatoria del intestino una inmunoglobulina humanizada o fragmento de
unién al antigeno de la misma que tiene especificidad de union por la integrina
o4B7 humana,

en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma se administra al paciente de acuerdo con el régimen de
dosificacion siguiente:

(a) dosis iniciales de 165 mg de la inmunoglobulina humanizada o
fragmento de unién al antigeno de la misma como una inyeccién subcutanea
dia si dia no durante seis dosis;

(b) seguidas de una séptima dosis y dosis posteriores de 165 mg de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma
como una inyecciéon subcutanea cada dos semanas o cada cuatro semanas
segln sea necesario;

en el que el régimen de dosificacién induce una respuesta clinica y la
remision clinica en la enfermedad inflamatoria del intestino del paciente;

en el que ademas la inmunoglobulina humanizada o el fragmento de
union al antigeno comprende una region de unioén 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 unién al antigeno tiene
especificidad de unién por el complejo a4f7, en el que la regiéon de unién al

antigeno comprende las CDR:
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Cadena ligera: CDR1SECID N9
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.

41. El régimen de dosificacién de la reivindicacion 40, en el que el paciente
tuvo una falta de una respuesta adecuada con, pérdida de respuesta a, o fue
intolerante al tratamiento con al menos uno de un inmunomodulador, un

antagonista de factor de necrosis tumoral alfa o0 combinaciones de los mismos.

42. El régimen de dosificacion de la reivindicacién 40, en el que la
enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de Crohn o colitis

ulcerosa.

43. El régimen de dosificacion 41, en el que la enfermedad inflamatoria del

intestino es colitis ulcerosa.

44, El regimen de dosificacion de la reivindicacion 43, en el que la
enfermedad inflamatoria del intestino es colitis ulcerosa de moderada a

gravemente activa.

45. El régimen de dosificaciéon de la reivindicacién 44, en el que el réegimen
de dosificacién da como resultado la cicatrizacion de la mucosa en pacientes

que padecen una colitis ulcerosa de moderada a gravemente activa.

VXO
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46. El régimen de dosificacion de la reivindicacion 40, en el que el régimen
de dosificacién da como resultado una reduccion, eliminaciéon o reduccion y

eliminacion del uso de corticosteroides por el paciente.

47.  El regimen de dosificacion de la reivindicacion 40, en el que el paciente
recibié previamente tratamiento con al menos un corticosteroide para la

enfermedad inflamatoria del intestino.

48. El régimen de dosificacion de la reivindicacién 40, en el que la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se
administra en una forma de dosificacion final a una concentracién de entre

aproximadamente 1,0 mg/ml y aproximadamente 1,4 mg/ml.

- 49. El régimen de dosificacion de la reivindicacién 48, en el que Ila
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma se

administra en una forma de dosificacion final de aproximadamente 1,2 mg/ml.

50. El regimen de dosificacion de la reivindicacion 40, en el que el régimen
de dosificacion no altera la proporcién de CD4 respecto a CD8 en el liquido

cefalorraquideo de pacientes que reciben dicho tratamiento.

51. El método de la reivindicacion 40, en el que el paciente es una persona
de 65 afios 0 mas de edad y en el que ademas el paciente no requiere ningun

ajuste del régimen de dosificacién.
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52. El régimen de dosificacién de la reivindicacion 40, en el que el paciente
es una persona de 65 afios 0 mas de edad y en el que ademas el paciente no

requiere ningun ajuste del régimen de dosificacion.

53.  Un método para tratar un paciente humano que padece enfermedad
inflamatoria del intestino, comprendiendo el método las etapas de:
administrar a un paciente que padece enfermedad inflamatoria del
intestino una inmunoglobulina humanizada o un fragmento de unién al antigeno
de la misma que tiene especificidad de union por la integrina a437 humana,
en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al
antigeno de la misma se administra al paciente de acuerdo con el siguiente
régimen de dosificacion:
(a) una pluralidad de dosis de fase de inducciéon de la inmunoglobulina
humanizada o fragmento de unién al antigeno de la misma suficiente
para conseguir una concentracién en suero valle media de
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 pug/ml de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de union al antigeno de la
misma en aproximadamente 6 semanas desde la dosificacion inicial,
(b) seguido de una pluralidad de dosis de fase de mantenimiento de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de union al antigeno de la
misma segun sea necesario para mantener una concentracion en suero
valle en estado estacionario media de aproximadamente 9 a
aproximadamente 13 ug/ml o de aproximadamente 35 a 40 ug/ml de la
inmunoglobulina humanizada o fragmento de unién al antigeno de la
misma,

en el que el régimen de dosificacién induce una respuesta clinica y
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remision clinica en la enfermedad inflamatoria del intestino del paciente;
ademas, en el que la inmunoglobulina humanizada o fragmento de union
al antigeno comprende una region de unién al antigeno de origen no humano y
al menos una parte de un anticuerpo de origen humano, en el que la
inmunoglobulina inmunizada o fragmento de unién al antigeno tiene
especificidad de unién por el complejo a4p37, en el que la regién de union 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 SEQ ID N°: 14.

54. El método de la reivindicacidén 53, en el que las dosis se administran por

via subcutanea o por via intramuscular.

55. El método de la reivindicaciéon 53, en el que las dosis de fase de
induccién se administran por via intravenosa y las dosis de fase de

mantenimiento se administran por via subcutanea o por via intramuscular.

56. El método de la reivindicacion 54, en el que las dosis de fase de
induccién se administran a intervalos seleccionados entre el grupo que consiste
en dia si dia no, aproximadamente cada semana y aproximadamente cada dos

semanas.
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57. El método de la reivindicacion 54, en el que las dosis de fase de
mantenimiento se administran a intervalos seleccionados entre el grupo que
consiste en aproximadamente cada semana, aproximadamente cada dos
semanas, aproximadamente cada tres semanas, aproximadamente cada cuatro
semanas, aproximadamente cada seis semanas, aproximadamente cada ocho

semanas y aproximadamente cada diez semanas.

58. El método de la reivindicacién 55, en el que las dosis de fase de
induccion se administran a aproximadamente las semanas cero y dos y las
dosis de fase de mantenimiento comienzan aproximadamente la semana seis y
se administran a intervalos seleccionados entre el grupo que consiste en
aproximadamente cada semana, aproximadamente cada dos semanas,
aproximadamente cada tres semanas, aproximadamente cada cuatro semanas,
aproximadamente cada seis semanas, aproximadamente cada ocho semanas y

aproximadamente cada diez semanas.

59. El método de Ila reivindicacibn 54, en el que las dosis se

autoadministran.

60. El método de Ila reivindicacion 55, en el que las dosis de fase de

mantenimiento se autoadministran.

61. El método de la reivindicacién 54, en el que las dosis comprenden cada

una aproximadamente 165 mg de la inmunoglobulina humanizada.

62. El método de la reivindicacion 55, en el que las dosis de fase de

Tk
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mantenimiento comprenden cada una aproximadamente 165 mg de la

inmunoglobulina humanizada.

63. El método de la reivindicacién 53, en el que el paciente tenia una
ausencia de una respuesta adecuada con, pérdida de respuesta a, o era
intolerante a tratamiento con al menos uno de un inmunomodulador, un

antagonista de factor de necrosis tumoral alfa 0 combinaciones de los mismos.

5
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RESUMEN
Se describen formulaciones de anticuerpo que comprenden una mezcla
de un anticuerpo anti-a4B7, un antioxidante o quelante y al menos un
aminodacido libre. Las formulaciones descritas pueden tener una estabilidad
mejorada, una formacién de agregados reducida o ambas. La presente
invenciéon proporciona ademas un régimen de dosificacion seguro de estas
formulaciones de anticuerpo que es facil de seguir y que da como resultado

una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-a4p37 in vivo.
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FIG. 1A

Nuevo LDP02 de ADN pesado - - contiene sitios de clonaciéon (minigcula), secuencia de Kozak (mayuscula)
y lider (minuscula)
gaattctcgagatcgatCTCACCatgggatggagctgtatcatectetictiggtagcaacagetacaggtgtecactcecag
gtgCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTTAAGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAA
GGTGTCCTGCAAGGGTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCATTGGG
TGAGGCAGGCGCCTGGCCAACGTCTAGAGTGGATCGGAGAGATTGATCCTTC
TGAGAGTAATACTAACTACAATCAAAAATTCAAGGGACGCGTCACATTGACT
GTAGACATTTCCGCTAGCACAGCCTACATGGAGCTCTCCAGCCTGAGATCTG
AGGACACTGCGGTCTACTATTGTGCAAGAGGGGGTTACGACGGATGGGACTA
TGCTATTGACTACTGGGGTCAAGGCACCCTGGTCACCGTCAGCTCAGCCTCCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGA
CGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGC
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCT
CCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCAC
ACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCGCGGGGGCACCGTCAGTCTTCC
TCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAATGGC

8L/l
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(9T

AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTG

GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC

AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTC
CTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGG
AACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCA

GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAA Ataatctagagca

Nuevo LDP02 de proteina pesada (espacio entre VHL, VH e IgG1-FcRmut humana)
MGWSCIILFLVATATGVHS

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKGSGYTFTSY WMHWVRQAPGQRLEWIGEIDP
SESNTNYNOKFKGRVTLTVDISASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGYDGWDY
AIDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK

FIG. 1B
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FIG. 2

Nuevo LDP02 de ADN ligero - contiene sitios de clonacién (minuscula), secuencia de Kozak (mayuscula)
y lider (mimiscula)
gaatctegagatcgatCTCACCatgggatggagcetgtatcatectettettggtageaacagetacaggtgtecacteegat
GTAGTGATGACTCAAAGTCCACTCTCCCTGCCTGTCACCCCTGGAGAACCAGC
TTCTATCTCTTGCAGGTCTAGTCAGAGTCTTGCAAAGAGTTATGGGAACACCT
ATTTGTCTTGGTACCTGCAGAAGCCTGGCCAGTCTCCACAGCTCCTCATCTAT
GGGATTTCCAACAGATTTTCTGGGGTGCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGTT
CAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCTCGCGAGTAGAGGCTGAGGACGTGGG
AGTGTATTACTGCTTACAAGGTACACATCAGCCGTACACGTTCGGACAGGGG
ACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCC
GCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGA
ATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAG
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAA
CACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCA
CAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTtagtctagageage

Nuevo LDP02 de proteina ligera (espacio entre VKL, VK y C Kappa humana)
MGWSCIILFLVATATGVHS
DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLAKSYGNTYLSWYLQKPGQSPQLLIYGI
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLOQGTHQPYTFGQGTKVEI
K
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

8lL/e
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FIG. 3

PAIRWISE newMLN02-no sig

Al
B 1
51
51
101
101
151
151
201
201

LDP-02-no sig.txt

DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLAKSYGNTYLSWYLQKPGQSPQ

I LR e e bt e e e e e e e e
DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLAKSYGNTYLSWYLOKPGQSPQ

LLIYGISNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCLQGTHQP
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IR e et vt e e b e e e i
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FIG. 4

Pairwise Hum kappa-const

Al
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101

MI:Mur kappa-const.txt
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HOJA SUSTITUTIVA (NORMA 26)
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[ Pendiente de agregados SEC de formacion (%/dia)
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FIG. 13
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FIG. 14A

Regi6n variable de la cadena ligera
kappa del anticuerpe GM607'Cl

SEQ ID NO: 14

yop Ile Vel Met Thr Gln Ser Pro leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gliy
i 5 10 i5

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser leu leu His Ser
20 25 30

Asn Gly Tvr Bsn Tyr lLeu Asp Trp Tyr ieu Gln Lys Pro Gly Gln Sex
35 a0 , 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser asn &rg ila Ser Gly Val Pro
50 55 0

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Giy Thr Asp Phe Thr Leu Lys Il
65 70 75 a9

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 g0 95
I

Leu Gln Thr Pro Gln Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys ¥al Glu I
100 105 110

HOJA SUSTITUTIYA (NORMA 26)
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Regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo 21/28'CL

SEQ ID NO: 15

‘al Gln Ser Gly Aia Glu Val Lys Lys Pro G

1 5 10 1

Ser Val Lys Vai Ser Cys Lys ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr.
25 30

ila Met Kis Trp Val Rrg Gla Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Mz
35 40 45

v Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60
Giv Arg Val Thr Tle Thr Arg Asp Thr Ser Als Ser Thr Ala Tyr
5 70 75 80

et 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 €ly Ser Asn Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val
5

o

Ser

€
[$\]
~

[
(=4

FIG. 14B

HOJA SUSTITUTIVA (NORMA 26)
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FIG. 15

Componentes de un producto proteico en una jeringa precargada
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FIG. 16

40

w27G

35 ¢ Pared finz 276G .
=
230 -
[
2
£ 25 -
©
N
320 -
<
@O
T 15 -
oS
o
210 -
(¥ %

5 ”

0 i) L) ¥ k] T £ 4 ;4 ¥

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Concentracion de proteinas {mgimL)
4
0 # Fabricante 427G .
& Fabricante B 276
35 4« Fabricante C 27G .

9 Fabricante 4 27G Pared fina e
= +n 1 MFabricante B 27G Pared Fina Jld
=304 , ) oel .

o Fabricante C 27G Pared fina * R
G 25 - e
: A
;E’ 20 e r’.
S
o 15 4 =R
© /,-'
« -
~N ‘4 ) ‘/
g0 e
Lo 'a’s"‘
0 g T 2 F—— T Y Y Y
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Viscosidad (cP)
HOJA SUSTITUTIVA (NORMA 26)

\az



FIG. 17A

17/18

[Perﬁlador de predicciones: fuerza de deslizamiento inicial J
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FIG. 18
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<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

0603 Sequence_l
LISTADO DE SECUENCIAS

MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
FORMULATION FOR ANTI-ALPHA-4-BETA-7 ANTIBODY
079259-0603

61/544,054
2011-10-06

61/481,522
2011-05-02

<160> 15

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 1445
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source o L i
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<400> 1
gaattctcga

cagctacagg
ctggggcttc
tgcattgggt
ctgagagtaa
tttccgctag
actattgtgc
gcaccctggt
cctcctccaa
tccccgaacce
tceceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat

accctgaggt

gatcgatctc
tgtccactcc
agtgaaggtg
gaggcaggcg
tactaactac
cacagcctac
aagagggggt
caccgtcagc
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag
gaaagttgag
actcgcgggg
ctcccggacc

caagttcaac

accatgggat
caggtgcaat
tcctgcaagg
cctggccaac
aatcaaaaat
atggagctct
tacgacggat
tcagcctcca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
gcaccgtcag
cctgaggtca

tggtacgtgg

ggagctgtat
tggtgcagtc
gttctggcta
gtctagagtg
tcaagggacg
ccagcctgag
gggactatgc
ccaagggccc
cggccctggg
caggcgceect
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttcctett
catgcgtggt
acggcgtgga

catcctcttc
tggggctgag
caccttcacc
gatcggagag
cgtcacattg
atctgaggac
tattgactac
atcggtcttc
ctgcctggtc
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccc
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat

pagina 1

ttggtagcaa
gttaagaagc
agctactgga
attgatcctt
actgtagaca
actgcggtct
tggggtcaag
cccctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct
agcaacacca
ccaccgtgcec
cccaaggaca
agccacgaag

gccaagacaa

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



agccgeggga ggagcagtac aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc
accaggactg gctgaatggc aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa
cccccatcga gaaaaccatc tccaaagcca aagggcagec ccgagaacca
ccctgeeccce atcccgggat gagctgacca agaaccaggt cagcctgacc
aaggcttcta tcccagcgac atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag
actacaagac cacgcctccc gtgctggact ccgacggctc cttcttecte
tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc

aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt

gagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

1

0603 sequence_1

2

470

PRT

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

polypeptide”
2

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala
5

10

val His Ser Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala

20 25

Pro Gly Ala Ser val Lys val Ser Cys Lys Gly Ser

35 40

Thr Ser Tyr Trp Met His Trp val Arg Gln Ala Pro

50

55 60

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asp Pro Ser Glu Ser Asn

65

70 75

GIn Lys Phe Lys Gly Arg val Thr Leu Thr val Asp

85 90

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

100 105

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Tyr Asp Gly Trp Asp

115 120

Pagina 2

Synthetic

Thr Ala Thr
15

Glu val Lys
30

Gly Tyr Thr
45

Gly GIn Arg

Thr Asn Tyr

Ile Ser Ala
95

Asp Thr Ala
110

Tyr Ala Ile
125

accgtcctge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaataatcta

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Asp

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440
1445



Gly

val

Phe

val

val

225

Lys

Leu

Thr

val

val

305

ser

Leu

Ala

Pro

Trp Gly Gln

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

ser

Ala

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
370

Ser

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

Gly

Met

275

His

val

TYyr

Gly

Ile

355

val

val
Ala
Ser
180
val
Pro
Lys
Asp
Ala
260
Ile
Glu
His
Arg
Lys
3

Glu

Tyr

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

ser

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

val

Tyr

Thr

Leu

Leu

135

Leu

cys

Ser

ser

Ser

215

Asn

His

val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
375

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

val

Thr

val

Cys

ser

360

Pro

0603 Ssequence_1
Thr val Ser Ser Ala Ser

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

ser

Lys

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Phe

val

Phe

Pro

Thr

330

val

Ala

Arg

Ser

155

Asp

Thr

TYyr

GIn

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Ser

Lys

Asp

140

Lys

Tyr

Ser

ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Leu

Asn

Gly

Glu
380

Pagina 3

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Leu

Thr

Pro

val

190

ser

Ile

val

Ala

Pro

270

val

val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Thr

ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Pro

Glu

Asn

¢



GIn val
385

Ala val

Thr Pro

Leu Thr

Ser val
450

Ser Leu
465

<210> 3
<211>

Ser

Glu

Pro

val

435

Met

ser

751

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<221>

Leu

Trp

val

420

Asp

His

Pro

source

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

Cys

390

ser

Asp

ser

Ala

Lys

Leu

Asnh

ser

Arg

Leu
455

val

Gly

Asp

Trp

His

0603 sequence_l

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
395

GIn Pro Glu Asn Asn Tyr

410

Gly Ser Phe
425

Gln GIn Gly Asn val

Asn His Tyr Thr GIn
6

Phe Leu Tyr
430

Phe
445

Lys
460

Asp Ile

400
Lys Thr
ser Lys

ser Cys

Ser Leu

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<400> 3

gaattctcga

cagctacagg

cccctggaga

ggaacaccta

atgggatttc

cagatttcac

tacaaggtac

cggtggctgce
ctgcctctgt

aggtggataa

aggacagcac

acaaagtcta

tcaacagggg

gatcgatctc
tgtccactcc
accagcttct
tttgtcttgg
caacagattt
actcaagatc
acatcagccg
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa

agagtgttag

accatgggat
gatgtagtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtgce
tcgcgagtag
tacacgttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

tctagagcag

ggagctgtat
tgactcaaag
ggtctagtca
agcctggeca
cagacaggtt
aggctgagga
gacaggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgaccctgag
agggcctgag
o

catcctcttc
tccactctec
gagtcttgca
gtctccacag
cagtggcagt
cgtgggagtg
caaggtggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgcccgtc

Pdgina 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
751

o



<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
Tet Gly Trp Ser gys

His

Pro

val

Lys

Gln

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

sSer

Gly

35

ser

Ser

Pro

Ile

Lys

Glu

Phe

Gln

ser
195

Asp

20

Glu

Tyr

Pro

Asp

ser

100

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

val

Pro

Gly

Gln

Arg

85

Arg

His

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

Ile

val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

GIn

val

Lys

150

Arg

Asn

Ser

Ile

Met

ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

120

Ala

Gly

Ala

GlIn

ser
200

0603 Sequence_1l

Phe

Gln

25

Ser

Leu

TYyr

ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

ser

synthetic

Leu val Ala Thr Ala Thr

10

ser

Cys

ser

Gly

Gly

90

Asp

Phe

ser

Ala

val

170

ser

Thr

Pro

Arg

Trp

Ile

75

ser

val

Gly

val

ser

155

GIn

val

Leu

Leu

ser

Tyr

60

Ser

Gly

Gly

Gln

Phe

140

val

Trp

Thr

Thr

Pagina 5

ser

Ser

45

Leu

Asn

Thr

val

Gly

Ile

val

Lys

Glu

Leu
205

Leu

30

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

cys

val

Gln

190

ser

15

Pro

Ser

Lys

Phe

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gly

val

Leu

Pro

ser

80

Thr

Cys

val

Pro

Leu

160

Asn

Ser

Ala

e



Asp Tyr Glu Lys His Lys val

210

215

Leu Ser Ser Pro val Thr Lys

225

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

Glu

Tyr

Pro

Asp

65

sSer

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

ser

219
PRT )
Artificial Sequence

source o
/note="Description of

polypeptide”

<400> 5
Asp val val Met ;hr Gln Ser
1

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Gly

Ala

Asn

35

Leu

Phe

val

GIn

Lys

Arg

Asn

Ser

20

Thr

Leu

ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

ser

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

GIn
165

230

ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Cys

Ser

Gly

55

Gly

Asp

Phe

ser

Ala

135

val

Ser

0603 sequence_l )
Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly

220

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
235

Artificial Sequence:

Pro

Arg

Trp

40

Ile

ser

val

Gly

val

120

ser

GIn

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

Glu
170

Leu

Gln

GlIn

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Pro

ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

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

Lys

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

GlIn

160

ser



Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

180

Lys His Lys val Tyr Ala
195

Pro val Thr Lys Ser

210

<210> 6
<211> 107
<212> PRT

<213>

<400> 6

1

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Leu Lys

Pro Arg
35

Gly Asn

50

Tyr ser

His Lys

val Thr

<210> 7
<211> 107
<212> PRT

<213>

<400> 7

?rg Ala Asp Ala Ala

ser

20

Glu

ser

Leu

val

Lys

Mus sp.

Homo sapiens

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

5

GIn Leu Thr Ser Gly

Tyr Pro Lys Asp
35

Ile

Phe

Arg Thr val Ala §1a Pro

Thr

Lys

Glu

ser

70

Ala

Phe

Pro

Gly

Asn

Thr

Cys

Asn
215

ser

Ala

val

Ser

55

Thr

cys

Asn

Thr

Ala

val

Leu
Glu

200

Arg

val

ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

val

Ser

0603 sequence_1l

185

val

Gly

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

val

ser

val
25

Trp

Thr

Glu

Ile

10

val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Ile
10

val

Lys

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
190

His GIn Gly Leu Ser Ser

205

Cys

Phe Pro Pro Ser

Cys Leu Leu Asn
30

val Asp Asn Ala
45

Gln Asp Ser Lys
60

Ser Lys Ala Asp
75

His GIn Gly Leu

Cys

Phe Pro Pro Ser

Cys Phe Leu Asn
30

Ile Asp Gly Ser
45

Pagina 7

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

sSer
95

ser
15

Asn

Glu

Glu

Phe

Ser
Glu

80

Ser

Glu

Phe

Arg



GIn Asn Gly val
50

Thr Tyr Ser Met

65

Arg His Asn Ser

Pro Ile val Lys
100

<210> 8
<211> 5
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 8
ier Tyr Trp Met

<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
§1y Gly Tyr Asp

<210> 11
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 11
ﬁrg Ser Ser Gln

<210> 12
<211> 7

0603 Sequence_1

Leu Asn Ser Trp Thr Asp GIn Asp Ser Lys Asp Ser
55 60
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr ggu
75

Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
85 90 9

Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
105

His

ser Glu Ser Asn Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe Lys
5 10 15

Gly Trp Asp Tyr Ala {8e Asp Tyr
5

Ser Leu Ala Lys Ser Tyr Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
5 10 15

Pagina 8

oL



<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 12

Gly Ile Ser Asn Arg
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 13 .

Leu GIn Gly Thr His

1 5

<210> 14

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Asp Ile val Met Thr

1 5

Glu Pro Ala Ser Ile

20

Asn Gly Tyr Asn Tyr
35

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

Gln val GIn Leu Val
1 5

ser val Lys val Ser

Phe

Gln

GIn

ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr

Gln

cys

ser

Pro

sSer

Cys

Asp

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

TYyr

Pro

Arg

Trp

40

Gly

ser

val

Gly

Gly

Ala

0603 Sequence_l

Thr

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ala

Ser

ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
val
90

Gly

Glu
10

Leu

Gln

Gln

Arg

AsSp

75

Tyr

Lys

val

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

val

Lys

Gly Tyr Thr
Pagina 9

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

cys

Glu

Lys

Phe

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Ile
110

Pro

Thr

Pro
15

His
Gln
val
Lys
Gln
95

Lys

Gly
15

ser

Gly

ser

ser

Pro

Ile

80

Ala

Ala

Tyr



0603 Sequence_1
20 25 30

Ala Met gis Trp val Arg Gln ﬁga Pro Gly GlIn Arg hgu Glu Trp Met
5

Gly ggp Ile Asn Ala Gly égn Gly Asn Thr Lys g%r Ser Gln Lys Phe

GIn Gly Arg val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser G1u.Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser Asn Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

Pagina 10



FRUM : G HOLLMANN RESTREPQ ABOGADUS
T ¥, G.HOLLMANN RESTREPO
- ABOGADOS LTDA

[
1

The undersipiied . acring an
behalf of and  represendng  of MILLENIUM
PITARMACEUTICALS, INC., domiciled in
Cumnbridge, Massachussets, Estados Unidos, hereby
appoin(s) LUIS PATINO LEYVA and/ort
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO and/or,
damiciled in Bogota 1D.CC., Republic of Colombia , as our
truc and legal attomey with the necessary powers:
1) To apply o the administrative, judicial and police
authorities of the Republic of Colombia, in any instance
ot appeal, for obuining registration of patents, uility
models, induswial designs and models, commercial
casigns and names, wademarks, slogans, health licenses,
copyrights and  domain names as well as their
assignments, exteasions, renewals and changes of name;
2) 'l'o prepare, apply for, obuain, execute and register
contracts, licenses, authorizations and regiswations of
any kind; 3) To iatervene as plaintiff or defendant, in any
instance or appeal, before any judge, courr, ctribunal,
corporation, public officer or authority in any judicial,
administrative or police action, such as: action dealing
with commercial ensigns and names; oppositions against
wademark repistradons; caducity and nullity acrions;
recovery actions, actons arsing from obtainment and
working of licease agreemeats; acdons dealing with
unfair competiton; ctirminal actions; actions claiming
indemnity for damages, cormuplints or remarks on all
sort of industrial property matters; the performance of
precautionary measuxes, and in any other similar action,
measure or appeal relared to intellectual property
marters.
To this effect, I (we) hercby authorize him to file
applicadons, make descripdons, protests, amendments,
declarations, oppositions, cancellations, appcals and
claims; to pay taxes, quotas and liens 25 provided by
Law, to waive or abandon grantcd rights or rights in
process of being granted, to receive all kind of
documents and securities; 1o issue the respective releases
and, in gencral, to take, before said authorities, pertinent
steps to the above mentioned purposes and take all
measures they may deem advisable to protect my (owr)
interests, with all other necessary legal faculdes, and I
(we) hereby declare as good and valid whatever the
arorneys should do to my (out) bencfit.
‘this power comprises the authority to ratify or confirm
on my (our) behalf any action, as well as the faculty of
receiving,  desisting,  traniactng, campromisin
substituing  and  revoking  subsdoutions,  taking
naotdfications, and appointng judicial or extra-judicial
attorneys.
Signed in on this 6thdayof Decemlrer, 2005
Cambridge, MA, U.S.A.

PHONE NO.

: S7 1 6163976

G. HOLLMANN RESTREPrO
ABOGADOS LTDA

Yo (nosotros) . obrandi. ¢
nombre propio y representacion de,
con domicilio en . nombroiamos; .
LUIS PATINO LEYVA y/0 GUSTAVO HOLLMANN
RESTREPQ, con domicilio en Bogota ID.CC., Republica é
Colombisa, apoderada verdadera y legal, con poder especiai,
ampliov y suficiente:
1) Para recabar de las oficinas y autordades colombianzs
administratvas, judiciales y de policia en cualquier instancia o
recurso, la obtencidon de patentes de invencidn, modelos de
utilidad, dibujos y modelos industriales, registo de mareas,
regiswo.. de lemas comerciales, depdsito de nombres v
ensefias conlérciales, registros sanitarios, derechos de autor v
nombres de dominio asi como sus traspasos, prérrogas.
renovaciones y cambios de nombre; 2) Elaborar, wamirar,
solicitar, obtener, tealizar, ejecutar y registrar conaoatos,
licencias, autorizaciones y registros de cualesguiera clases; 3:
Intervenir como demandante o como demandado en
cualquier instancia y recurso y ante cualquier juez, entdad,
corporacién, funcionario pdblico o autoridad cn accioncs
judiciales, administrativas y de policia, mles como acciones

" derivadas de nombre o cnsefia comerciales; acciones

reivindicatorias; acciones derivadas de la obtenddn o
explotacidn de licencias; acciones de competencia desleal,
demandas penales y civiles; acciones de indemnizacién dc
perjuicios, reclamos, u observaciones a cualquier asunto
sobre propiedad intelectual; al cjercicio de medidas cautelares
y cuzlesquiera ouwas acciones, medidas o recursos similares
relacionados con la propiedad intelecrual.

A este efecto, lo facultamos para elevar sclicitudes, formular
descripciones, enmiendas, protestas, declaracionces,
oposiciones, cancelaciones, apelaciones y reclamos; puyzar
impuestos, cuotas y gravdmenes prescritos por la Loy
reaundciar o desistir a derechos concedidos © en curso de
concesidn; recibir toda clase de documentos y valores dando
il descargo respectivo, y en general, para dar antc dichas
autoridades todos los pasos necesarios al efecto indicado v
tomas todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de mis (nuestros) intereses, con todas las
facultades neccsatias, y por este documento desde ahora
declaro(amos) vilido y bueno todo cuanto los apoderzdos
hicieren en mi (nuestro) beneficio,

Este podexr comprende la facultad de matificar, o confirmar en
* mi (nuestro) nombre lo actuado, asi como la facultad de

recibir, desistir, transigir, comprometer, sustituir ¥ revocar
sustituciones, recibir notificaciones y nombrur apaderados

“judiciales o extrajudiciales.

Firmado en el de de

Millennium Pharmaceuticals, Inc.

BY: VQC-:/\AJ re. ;;l()/./e/\zw\am/\-»

Ian R. Silverman, Associate General Counsel

NOU. 15 2005 11:3dAM Fi Z 5
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FFRCM ¢ G HOLLMANN RESTREPO ABOGRDUS PHONE ND. : S7 1 6163976 NOU. 1S5 2085 11:314M FZ

',e‘.
. . ' CERTIFICACION
CERTIFICATION SOCIEDADES
COMPANIES

ElQx) infraseritola)__ . certifica: que tas) frmads;
‘The undersigned M_&;n‘ﬁ certifies: thar the que antceede(n) y dice(n) ¢s (son) auéntica(s); que ¢
preceding signature(s) reading Ta., £, Sijwems IS (are) (los) signatario(s) desempeia(n) actualmente el cargols; de
authentc; that the signer(s) at prescnt fill(s) the positdon de ; que dene(n) facaltad para ororgar esre
affiscirk bexnl of Millcnium Pharmaceuticals, Inc,, that poder; y quc dicha compaiiia cxiste, curnple su objeto social
he (they) fg'(fl.‘:e) empowered to grant this power; and y €34 organizada cn conforme a las Leyes de .
thar said company exists, accomplishes its socizl object Todos los hechos antedores le constan, por haber
and is organized in  (ahordy, /W in accordance with examinado los documentos sespectivos y de todo ello da fe.

the Laws of D¢ facnre
All the foregoing facts ase known to me duc to my

having examined the tespective documents o which I Firmado en el de de
gaetest. ) -
Signed in G 13(/)1405'this &th day of D(CtmLt’
of Yocs

DIANA E. GENTILE
Notary Funie
Commonwealth of Mussachusetts
My Commission Explees - 2006
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| HEREBY CERTIFY THAT THIS
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/‘17 A%

in my presenea
Notery

&Jbscﬂbed and
day of

A ~emrrission oxpies.. 9& /.20 ci‘

wL mm& o
SOTARY PUBLIC msmm OF coll [AARLA
Py Commission Expiret W
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 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 i day of

7. by Secretary of the District of Columbia

s no 149773

10. Signature

e



Traduccién Oficial del Inglés de los sellos, las
autenticaciones y 1la 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 juramentado 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)



APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Distrito de Columbia, Estados Unidos de América

Este documento publico

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
FT. DTSTRTTO DE COT.UMRBTA

CERTIFICADO

En: Washington D.C.

El dia: 12 DE DICIEMBRE DE 2005
Por: El Secretario del Distrito de Columbia*i
Bajo el No. 149773 ’
Sello: SECRETARIA DISTRITO DE COLUMBIA

. Firma: Patricia Elwood {Interina)

M. Medz S,
JOSE MIGUEL MENDEZ
Traductor Oficia

fas, 911 do Mays 1988 siNdutTICIA

U0



UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

‘A

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

OCTOBER 24, 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542130
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON .THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.O. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 10/23/2013 REEL/FRAME: 031458/0141
NUMBER OF PAGES: 9

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS) .

DOCKET NUMBER: 079259-0603
ASSIGNOR:

DILUZIO, WILLOW DOC DATE: 07/03/2012
ASSIGNOR:

NGUYEN, PHUONG M. DOC DATE: 07/03/2012
ASSIGNOR:

VARGA, CSANAD M. DOC DATE: 07/03/2012
ASSIGNOR:

PALANIAPPAN, VAITHIANATHAN DOC DATE: 07/03/2012
ASSIGNOR:

BROWN, JASON DOC DATE: 07/03/2012
ASSIGNOR:

FOX, IRVING H. DOC DATE: 07/03/2012
ASSIGNOR:

SCHOLZ, CATHERINE DOC DATE: 07/03/2012

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV
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031458/0141 PAGE 2

ASSIGNOR:
ROSARIO, MARIA DOC DATE: 07/03/2012

ASSIGNEE:
MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
40 LANDSDOWNE STREET
CAMBRIDGE, MASSACHUSETTS 02139

APPLICATION NUMBER: FILING DATE:
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:
PCT NUMBER: US1236069

TITLE:

ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISION



Attorney Docket No. 079259-0603

ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made this 3,4 day of _J 0 5 . o2 by
Willow DiLuzio of 7 Fernwood Drive, Westford, MA 01886; Phuong M. Nguyen of 126 Gore
Street, #4, Cambridge, MA 02141; Csanad M. Varga of 95 Jackson Street, Cambridge, MA
E

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; Catherine Scholz of 1 Nashua Street, Woburn, MA 01801 and Maria Rosario of 6
School Street, Apt. 19, Mystic, Connecticut 06355 (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/US12/36069; and

WHEREAS, Millennium Pharmaceuticals, Inc. a Corporation organ ized 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 International 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

A



Attorney Docket No. 079259-0603

terms for which Letters Patent may be granted and/or extended, as fully and entirely as the
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 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

U4
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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.

dlow Pihwuie

Willow DiLu¥io

Date: Ojk lu\u f&
N

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of dld““;): )
On this {rd day of j;/ Y ) rs , before me

personally came Willow BiLuzio , to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. O@ ) .

Notary Public

U5
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W for—~

“"Phuchg M. Nguyen

United States of America )

Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of M ddleses )

On this 3& day of To [q , Py , before me
personally came Phuong M”Nguyen , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. OQ)

Notary Public

VCsanad M. Varga

Date: Os W 20\2_

United States of America )

Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of Middlesex )

On this Z,J day of \'j’./ /(4 , P , 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

A6
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“ithianathan Palaniappan

/ .

Date: July 2 Do/3
J 4

United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of M dd Jesex )
On this 30/ day of jT, [ , i , 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. o@ '

Notary Public

Jason Brown

Date: U;é,, 31‘ X2

United States of America )

Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of Midd /&'@a )

On this _?/J day of TJoly , U/ , before me
personally came Jason Brown , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same.

Do & A

Notary Public

A1
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UA

ng H. Fox

Date: 3 f ‘v"lj 2002

174
United States of America )
Commonwealth of Massachusetts ) ss.:
County of Midd fesgy )
On this 5344' day of ju / Y , 0/ , 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. O@ .

Notary Public

@WW%

Catherine Scholz

Date: D3 \ﬂ,u,\! 201 2~

United States of America )

Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of A ddlecx )

On this 3d day of UD/q , o0/ d , before me
personally came Catherine-$cholz , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. (@M f ﬂmé

Notary Public

6



9

Attomey Docket No. 079259-0603

feo & O ot HS—

Maria Rosario

Date: j“/j 3; Joid

United States of America )

Commonwealth of Massachusetts ) ss.:

County of A ddesex )

On this ZCJ day of JT, /o, ’ o/ , before me
personally came Maria Rosdrio , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same. - OQM Cﬁ /ﬁ’éﬂ:ﬁé

Notary Public

DM_US 34654360-1.079259.0603




UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

OCTOBER 24, 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542147
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.0O. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 10/23/2013 REEL/FRAME: 031458/0230
NUMBER OF PAGES: 6

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).

DOCKET NUMBER: 079259-0603
ASSIGNOR:

JENKINS, HELEN ) DOC DATE: 01/22/2013
ASSIGNEE:

TAKEDA GLOBAL RESEARCH & DEVELOPMENT
CENTRE (EUROPE) LTD.

61 ALDWYCH

LONDON, UNITED KINGDOM WC2B4AE

APPLICATION NUMBER: FILING DATE:
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:
PCT NUMBER: US1236069

TITLE:

ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISION

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV
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ASSIGNMENT BY INVENTOR

THIS ASSIGNMENT, made this day of , , by
Helen Jenkins 32 Rooks Street, Cottenham, Cambridgeshire, United Kingdom CB248RB

(hereinafter referred 10 as Assignor), respectively;

WHEREAS, Assignor has 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/US12/36069; and

WHEREAS, Takeda Global Research & Development Centre (Europe), Ltd. a
Corporation organized under and pursuant to the laws of Europe having its principal place of

business at Takeda Global Research & Development Centre (Europe) Ltd. 61 Aldwych,

London, WC2B 4AE, UK (hereinafter referred to as Assignee), is desirous of acquiring the
entire right, title and interest in and to said inventions and said PCT Application, and in and to

any Letters Patent of the United States and all foreign countries 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, Assignor has 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 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 indircct 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 International 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 same would have

been held and enjoyed by Assignor, had this sale and assignment not been made.

AND for the same consideration, Assignor hereby represents and warrants to

Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
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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 and that the same are
unencumbered and that Assignor has good and full right and tawful authority to sell and convey

the same in the manner herein set forth.

AND for the same consideration, Assignor hereby covenants and agrees to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignor 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 ¢ontinuation-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 Assignor hereby requests 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 Assignor hereby grants the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to comply

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 Assignor Ecknow[edgc an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.
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,

Helen Jenkths

Witness(1):
7 bdatr

Print Name:___PAJt Govo gm et
Print Title: pe Pac Gopuodsm e

Witness(2):
Print Name: MITR A RO wLLA
Print Title: P _Migex @y OOWA

I
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Acknowledged and Accepted by:

Takeda Global Research & Development Centre
) i“

it
—A--03

WM D
Print Namc:mtw OUSCAL.  DAVID 1UAacs
Print Title: “’5 EME :?‘"‘.1 ., Ewarc e 0,0ECc00

Witness (1):

Duicopd [ =

Print Name:» \iInNTENT RﬁA"\J

Print Titte: S@~ . Acco unTs Co-Ono ~aTol

Witness (2):

£ —

Print Name: < RQ,&(\* P rTE L
Print Title: SE 0 FCCOUWTS Co ~GEDIN BT




05

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

OCTOBER 24, 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542161
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH P.O. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313,

RECORDATION DATE: 10/23/2013 REEL/FRAME: 031458/0298
NUMBER OF PAGES: 8

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS) .
DOCKET NUMBER: 079259-0603

ASSIGNOR:
TAKEDA GLOBAL RESEARCH & DEVELOPMENT DOC DATE: 01/22/2013
CENTRE (EUROPE) LTD.

ASSIGNEE:
TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY
LIMITED
1-1, DOSHOMACHI 4-CHOME, CHUO-KU
OSAKA, JAPAN 540-8645

APPLICATION NUMBER: FILING DATE:
PATENT NUMBER: ISSUE DATE:
PCT NUMBER: US1236069

TITLE:

ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISICN

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV



Docket No. 079259-0603

ASSIGNMENT

WHEREAS, by virtue of agreement with and an Assignment from Takeda Global Research
& Development Centre (Europe) Ltd. (hercinafter “ASSIGNOR™). a Corporation having its
principal place of business at 61 Aldwych, London, WC2B 4AE, UK has acquired an
undivided interest in PCT Application filed on May 2, 2012 as PCT Application No,
PCT/US12/36069.

WHEREAS, Takeda Pharmaceutical Company Limited (herinafter “ASSIGNEE"), having

its principal place of business at 1-1, Deshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka, Japan 540-
8645, desires to acquire said undivided interest therein in accordance with agreements duly

entered into with ASSIGNOR;

NOW, THEREFORE, in consideration of said Agreements and other good and sufficient
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged, Assignor has 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 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 International 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
same would have been held and enjoyed by Assignor, had this sale and assignment not been

made.

AND for the same consideration, Assignor hereby represents and warrants 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 and that the same are unencumbered
and that Assignor has good and full right and lawful authority to sell and convey the same in

the manner herein set forth.

DM _US 39876660-1 079259 0603
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AND for the same consideration, Assignor hereby covenants and agrees to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignor 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 Assignor hereby requests 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 Assignor hereby grants the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to
comply 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 Assignor acknowledge an obligation of assignment of this invention to Assignee at the

time the invention was made.

DM US 39876600-1 079259 0603
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Acknowledged and Accepted by:

Takeda Global Research & Development
Centre {Eurcpe] Lid.
20 MA D=
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Witness (1):
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Witness (2):
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Takeda Pharmaceuticals Compa ny, Ltd.

Print Name:
Print Title:

Witness (1):

Print Name:

Print Title:

Witness (2):
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ASSIGNMENT

WHEREAS, by virtue of agreement with and an Assignment from Takeda Global Research
& Development Centre (Europe) Ltd. (hereinafter “ASSIGNOR™). a Corporation having its
principal place of business at 61 Aldwych, London, WC2B 4AE, UK has acquired an
undivided interest in PCT Application filed on May 2, 2012 as PCT Application No.

PCT/US12/36069.

WHEREAS, Takeda Pharmaceutical Company Limited (herinafter *ASSIGNEE"), having

its principal place of business at 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka, Japan 540-
8645, desires to acquire said undivided interest therein in accordance with agreements duly

entered into with ASSIGNOR;

NOW, THEREFORE, in consideration of said Agreements and other good and sufficient
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged, Assignor has 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 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 International 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

same would have been held and enjoyed by Assignor, had this sale and assignment not been

made.

AND for the same consideration, Assignor hereby represents and warrants 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 and that the same are unencumbered
and that Assignor has good and full right and lawful authority to sell and convey the same in

the manner herein set forth.

DM_US 39876660- 1 079259 0603

T4

YO rewo«



720

Docket No. 079259-0603

AND for the same consideration, Assignor hereby covenants and agrees to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignor 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 Assignor hereby requests 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 Assignor hereby grants the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to
comply 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 Assignor acknowledge an obligation of assignment of this invention to Assignee at the

time the invention was made.

DM_US 39876660-1 079256 0603
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Acknowledged and Accepted by:

Takeda Global Research & Development
Centre (Europe] Lid,

Print Name;
Print Title:

Witness (1):

Print Name:
Print Title:

Witness (2):

Print Name:

Print Title:

Acknowledged and Accepted by:

Takeda Pharmaceuticals Company, Ltd.

Print Name: Yoichi Okumura
General Manager
Print Title:___Intellectual Property Department

Witness (1):

Print Name:_Yoshikazu HASEGAWA
Primt Title: __Senior RDirector rpp

Witness (2):
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Print Name:__Regina LEVESQUE

Print Title:
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

OCTOBER 24, 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542170
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.0O. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313,

RECORDATION DATE: 10/23/2013 REEL/FRAME: 031458/0338
NUMBER OF PAGES: 4

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS) .
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CAMBRIDGE, MASSACHUSETTS 02139
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TITLE:
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ASSIGNMENT

WHEREAS, by virtue of agreement with and an Assignment from Takeda Pharmaceutical
Company Limited (hereinafter “ASSIGNOR™), a corporation having its principal place of

business at 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka, Japan 540-8645 has acquired an
undivided interest in PCT Application filed on May 2, 2012 as PCT Application No.

PCT/US12/36069.

WHEREAS, Millennium Pharmaceuticals, Inc. (herinafier “ASSIGNEE™) 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, desires to acquire said

undivided interest therein in accordance with agreements duly entered into with ASSIGNOR;

NOW, THEREFORE, in consideration of said Agreements and other good and sufficient
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged, Assignor has 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 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 International 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
same would have been held and enjoyed by Assignor, had this sale and assignment not been

made.

AND for the same consideration, Assignor hereby represents and warrants 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 alrcady been transferred to Assignee and that the same are unencumbered
and that Assignor has good and full right and lawful authority to sell and convey the same in

the manner herein set forth.

DM US 39876886-1 79259.0603
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AND for the same consideration, Assignor hereby covenants and agrees to and with
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignor 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 Assignor hereby requests 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 Assignor hereby grants the following individuals the power to insert on this
Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to
comply 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 Assignor acknowledge an obligation of assignment of this invention to Assignee at the

time the invention was made.

DM _US 39876886-1 079259 0603
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Acknowledged and Accepted by:
Takeda Pharmaceuticals Company, Ltd.

L g

Print Name: Yoichi Okumura
Print Title:___Intellectual Property Department

Witness (1):
i L ...

Print Name:__Yoshikazu HASEGAWA

Print Title: __Senior Director, IPD

Witness (2):

Ae/,‘m Tt Seg g~
! §

Print Name:__Regina LEVESOUE

Print Title;

Acknowledged and Accepted by:

Millennium Pharmaceuticals, Igc.
Print Name: james€0D-. Darnley, ﬁ
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Print Title:_ Vice President, Chief IP Counsel

MMLM/W

Print Name: Diana Gentile

Print Title:__Foreign Filing Specialist

Witness (2):
/K/ =

Print Name: Sean Hunzik

Print Title:__IP Paralegal




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.

24 DE OCTUBRE DE 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542130
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

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: 10/23/2013 ROLLO / MARCO: 031458 /0338
NUMERO DE PAGINAS: 4

RESUMEN: CESION DE LOS INTERESES DE LOS CEDENTES (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES)

NUMERO DE EXPEDIENTE: 079259-0603

CEDENTE:
DILUZIO, WILLOW FECHA DE DOC: 07/03/2012
CEDENTE:
NGUYEN, PHUONG M. FECHA DE DOC: 07/03/2012
CEDENTE:
VARGA, CSANAD M. FECHA DE DOC: 07/03/2012

CEDENTE:

VA,



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
CEDENTE:
ROSARIO, MARIA FECHA DE DOC: 07/03/2012

CESIONARIO:

MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
40 LANDSDOWNE STREET

CAMBRIDGE, MASSACHUSETTS 02139

NUMERO DE SOLICITUD: FECHA DE PRESENTACION:
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
NUMERO PCT: US1236069

DIVISION DE INSCRIPCION DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

CESION POR INVENTORES

ESTA CESION hecha este dia 3 de julio de 2012 por Willow DiLuzio del 7 Fernwood Drive, Westford,
MA 01886, Phoung M. Nguyen del 126 Gore Street, Cambridge, MA 02141; 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; Catherine Scholz del 1 Nashua Street, Woburn, MA 01801 y Maria Rosario
del 6 School Street, Apt. 19, Mystic, Connecticut 06355 (de aqui en adelante llamados los Cedentes),
respectivamente;

EN DONDE, los Cedentes han inventado cierta nuevas y ttiles 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 / US12/36069.

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.

25%



AHORA, POR LO TANTO, en consideracion 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
Convenci6n 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 consideracién, 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
obtenci6n, 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 invencion en cualquier pais, incluyendo pero sin limitarse a
procedimientos de interferencia, que sean legales o deseables; o, que cualquier divisién, continuacién o
continuacién en parte para Cartas de Patente o cualquier re emisién, re examinacidn 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 inscripcion de este
documento:

o



2

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP
Todos los especialistas a Numero de Cliente 23630

Y el Cedente reconoce una obligacion de hace la cesion de esta invencion al Cesionario en el momento en
que la invencion 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 ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Piblico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comisidn expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma Ilegible)

Phuong M. Nguyen

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 Phuong M. Nguyen, conocido por mi por ser el
individuo descrito y quien ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Piblico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Piblico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comision expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma Ilegible)

Csanad M. Varga

Fecha 3 de julio de 2012

Estados Unidos de América
Mancomunidad de Massachusetts
Condado de Middlesex
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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 ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.

(Firma Ilegible)

Notario Puablico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Plblico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comision 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 ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Piblico - Mancomunidad de Massachisetts

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 ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucion del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Pablico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Publico - Mancomunidad de Massachisetts

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 ejecucion del mismo.,

(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Publico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comision expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma Ilegible)

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 ejecutd el documento anterior y reconociendo la ejecucién del mismo.
(Firma Ilegible)

Notario Publico

(Sello de Diana E. Gentile - Notario Piblico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comision expira el 1 de noviembre de 2013)

(Firma Ilegible)

Maria Rosario

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 Maria Rosario, 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 Publico - Mancomunidad de Massachisetts

Mi Comision expira el 1 de noviembre de 2013)



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.

24 DE OCTUBRE DE 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542147
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

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: 10/23/2013 ROLLO / MARCO: 031458 / 0230
NUMERO DE PAGINAS: 6

RESUMEN: CESION DE LOS INTERESES DE LOS CEDENTES (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES)

NUMERO DE EXPEDIENTE: 079259-0603

CEDENTE:
JENKINS, HELEN FECHA DE DOC: 01/22/2013

CESIONARIO:
TAKEDA GLOBAL RESEARCH & DEVELOPMENT
CENTRE (EUROPE) LTD.

61 ALDWYCH
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LONDON, UNITED KINGDOM WC2B4AE

NUMERO DE SOLICITUD: FECHA DE PRESENTACION:
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
NUMERO PCT: US1236069

DIVISION DE INSCRIPCION DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

Cesion por inventor
ESTA CESION hecha este dia de , por Hélen Jenkins, 32 Rooks Street, Cottenham,
Cambridgeshire, Reino Unido, CB248RB (de aqui en adelante llamada el Cedente), respectivamente:

EN DONDE, el cedente ha inventado cierta mejora nueva y 1til en FORMULACION PARA
ANTICUERPO ANTI-ALPHA4BETA?7 establecida en la Solicitud PCT presentada el 2 de Mayo de 2012
como las Solicitud PCT No. PCT/US12/36069; y

EN DONDE, Takeda Global Research & Development Cente (Europe), Ltd una Corporacién organizada
bajo y en virtud de las las leyes de Europa, teniendo su lugar principal de negocios en , Takeda Global
Research & Development Cente (Europe), Ltd 61 Aldwych, Londres, WC2B 4AE, UK (de aqui en
adelante llamado el Cesionario), tiene ¢l deseo de adquirir la totalidad de los derechos, titulos e intereses
en para dicha invencién y dicha Solicitud PCT, y en y para cualquier Carta de Patente de los Estados
Unidos y en todos los paises extranjeros para ser obtenida respecto y sobre la misma.

AHORA, POR LO TANTO, en consideraciéon 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 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 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
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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
obtencién, mantenimiento, aplicacién y defensa de cualquier Carta de Patente y solicitudes para cartas de
Patente para dichas mvenciones, 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
continuacién en parte para Cartas de Patente o cualquier re emision, re examinacién o extension de
cualquier Carta de Patente, a ser obtenida sobre la misma, que sea legal o deseable.

Y el Cedente por esta documento otorga a los siguientes individuos el poder para insertar en esta Cesion
cualquier identificacién 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 23630Y el Cedente reconoce una obligacién de hace la
cesion de esta invencion al Cesionario en el momento en que la invencién fue hecha.

Expediente del abogado No. 079259 - 0603
(Firma Ilegible)
Helen Jenkins

Testigo(]):

(Firma ilegible)

Nombre: Paul Goldsmith
Cargo: Dr. Paul Goldsmith

Testigo(I):
(Firma ilegible)

Nombre: Mita Pindolia
Cargo: Dr. Mita Pindolia

Reconocido y aceptado por

Takeda Global Research & Development Cente (Europe), Ltd
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(Firma ilegible) (Firma ilegible)
Nombre: Bryan Driscoll David Isaacs
Cargo: Secretario de la Compaiiia Director Financiero
Testigos(I):

(Firma ilegible)

Nombre: Vincent Ryan
Cargo: Coordinador Sénior de Cuentas

Testigo(II):

(Firma ilegible)

Nombre: Sarla Patel

Cargo: Coordinador Sénior de Cuentas
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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.

24 DE OCTUBRE DE 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542161
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

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: 10/23/2013 ROLLO / MARCO: 031458 /0298
NUMERO DE PAGINAS: 8

RESUMEN: CESION DE LOS INTERESES DE LOS CEDENTES (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES)

NUMERO DE EXPEDIENTE: 079259-0603

CEDENTE:
TAKEDA GLOBAL RESEARCH & DEVELOPMENT FECHA DE DOC: 01 /22 /2013
CENTRE (EUROPE) LTD.

CESIONARIO:
TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY
LIMITED
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1-1, DOSHOMACHI 4-CHOME, CHUO-KU
OSAKA, JAPAN 540-8645

NUMERO DE SOLICITUD: FECHA DE PRESENTACION:
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
NUMERO PCT: US1236069

DIVISION DE INSCRIPCION DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

CESION

EN DONDE, en virtud de un contrato con y una Cesidn de Takeda Global Resarch & Developmnet Centre
(Europe) Ltd , (de aqui en adelante (“CEDENTE™) una corporacién que tiene su principal lugar de
negocios en 61 Aldwych, Londrés, WC2B 4AE, Reino Unido, ha adquirido un interés no dividido en la
Solicitud PCT presentada el 2 de mayo de 2012 como la Solicitud PCT No. PCT / US12/36069.

EN DONDE, Takeda Pharmaceutical Company Limited. (de aqui en adelante CESIONARIO) teniendo su
lugar principal de negocios en , 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka, Japon 540 — 8645, tiene el
deseo de adquirir dicho interés no dividido en esta de acuerdo con los contratos debidamente celebrados
con el CEDENTE.

AHORA, POR LO TANTO, en consideracion 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 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 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
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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
obtencién, mantenimiento, aplicacién 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 conexion 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 divisién, continuacién o
continuacién 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 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 inscripcion 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 invencion al Cesionario en el momento en
que la invencion fue hecha.

Reconocida y aceptada por:

Takeda Global Research & Development Cente (Europe), Ltd

(Firma ilegible) (Firma ilegible)
Nombre: Bryan Driscoll David Isaacs
Cargo: Secretario de la Compaiiia Director Financiero
Testigo (I):

(Firma ilegible)

Nombre: Vincent Ryan
Cargo: Coordinador Sénior de Cuentas
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Testigo (1I):

(Firma ilegible)

Nombre: Sarla Patel

Cargo: Coordinador Sénior de Cuentas

Reconocido y aceptado por

Takeda Pharmaceutical, Ltd

(Firma Ilegible)

Nombre: Yoichi Okumura

Cargo:Gerente General - Departamento de Propiedad Intelectual

Testigo (I):

(Firma Ilegible)

Nombre: Yoshikazu HASEGAWA
Cargo: Director Sénior - IPD

Testigo (II):

(Firma Ilegible)

Nombre: Regina LEVESQUE
Cargo:
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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.

24 DE OCTUBRE DE 2013
PTAS

MCDERMOTT WILL & EMERY LLP

500 NORTH CAPITAL STREET, N.W. 502542170
THE MCDERMOTT BUILDING

WASHINGTON, DC 20001

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: 10/23/2013 ROLLO / MARCO: 031458 /0338
NUMERO DE PAGINAS: 4

RESUMEN: CESION DE LOS INTERESES DE LOS CEDENTES (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES)

NUMERO DE EXPEDIENTE: 079259-0603

CEDENTE:
TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY FECHA DE DOC: 01/22 /2013
LIMITED

CESIONARIO:
MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
40 LANDSDOWNE STREET



CAMBRIDGE, MASSACHUSETTS 02139

NUMERO DE SOLICITUD: FECHA DE PRESENTACION:
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:
NUMERO PCT: US1236069

DIVISION DE INSCRIPCION DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

CESION

EN DONDE, en virtud de un contrato con y una Cesién de Takeda Pharmaceutical Company Limited, (de
aqui en adelante (“CEDENTE”) una corporacién que tiene su principal lugar de negocios en 1-1,
Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka, Japon 540 — 8645, ha adquirido un interés no dividido en la
Solicitud PCT presentada el 2 de mayo de 2012 como la Solicitud PCT No. PCT / US12/36069.

EN DONDE, Millenium Pharmaceuticals, Inc. una Corporacién organizada bajo y en virtud de 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 no dividido en esta de acuerdo con los contratos debidamente celebrados con el CEDENTE.

AHORA, POR LO TANTO, en consideracion 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 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 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 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
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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 invencidn en cualquier pais, incluyendo pero sin limitarse a
procedimientos de interferencia, que sean legales o deseables; o, que cualquier divisién, continuacion o
continuacién 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 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 inscripcidon 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.

Reconocida y aceptada por:

Takeda Pharmaceutical, Ltd

(Firma Ilegible)

Nombre: Yoichi Okumura

Cargo:Gerente General - Departamento de Propiedad Intelectual

Testigo (I):

(Firma Ilegible)

Nombre: Yoshikazu HASEGAWA
Cargo: Director Sénior - IPD

Sl



Testigo (II):

(Firma Ilegible)

Nombre: Regina LEVESQUE
Cargo:

Reconocido y aceptado por

Millenium Pharmaceutical Inc.

(Firma Ilegible)

Nombre: James D. Darnley

Cargo: Vicepresidente, Jefe del Consejo de IP

Testigo (I):

(Firma Ilegible)

Nombre: Diana Gentile

Cargo: Especialista en registro extrajero

Testigo (I):

(Firma Ilegible)
Nombre: Sean Hunziker
Cargo: Asistente legal IP

15D
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NIT : 800.176.089-2
-/-

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 110987

Bogota D.C., Octubre 31 de 2013 - 13:23:41

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
RECIBIDO DE : PRIETO & CARRIZOSA S.A. NI 800.240.450
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 110983 31/10/2013 1.001.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT_ RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
1 L%Mges DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

1 50005-01-01 SOLICITUDES

SON: *

)

UINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsabje:
.ReClbO de Gaja. Apkc/do al Expediente No.

, Octubre 31 de 2013 - 13:23:42

SUPER!NTEND

M!ﬂIIWWIIWMIfIﬂIH III/IIII"IWII/”MIWII/IIIWIIMI/IWWIMIIW

Fecha: 2013.11
011
Act. 411 TENTEIY))

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Cali Center: (571) 6513240

CLIENTE: MCDERMOTT, WILL & EMERY LLP
Solicitud de patente de invencion PCT (hasta 10

6:38:56 De
oy o NUEV,
PRESENTACION A EAC

reivindicaciones) Ref. 79174/1

$ 500.000

STRAY

e: 378 F,
Fohos 25A SENAC,ONAL'
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/ -
AL . RECIBO DE CAJA No. 13 - 111252
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Noviembre 01 de 2013 - 08:43:20
RECIBIDO DE : PRIETO & CARRIZOSA S.A. NI 800.240.450
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Na. PAGQO FECHA PAGQ VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062870282 651913846 31/10/2013 1.644.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFEPTO Ve UNDITARIO_Vr.CONCEPTO
18 50005-01-01 SOLICITUDES 1%)37‘ 53’\\‘/}{10/10&%% lr:lll\c':l'ENTE UNITARIA 30.000.00 540.000.00

$540.000.00

SON: **QUINIENTOS CUARENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

spo sable
Remb Ga)a{hcado al Expediente No.
CLIENTE: MCDERMOTT, WILL & EMERY LLP
Solicitud de reivindicaciones (18 reivindicaciones de
30.000 c/u) Ref. 13-111252

$ 540.000

SUPERINTENDENC| ———— L

/M’lﬂlmlffllflfﬂl/JIIIII!/ﬁllﬂ/lIﬂMlﬂI/ﬂ}fﬂWIlfllﬂlfllﬁJII/WI//III///II/MI/I//IIMMI Wﬂli

Fecha 2013-11-01 16:3

Tra. 11 PATENTEY]" '56 EDep 2020 D'R NUEVASCREAC

Act 411 PRESENTACION  ~goi 8 ;%SENAC’ONAL'

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 58670284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240

, Noviembre 1 de 2013 - 08:43:21
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Sefores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Direccion de Nuevas Creaciones

E. S. D.

REF. PATENTE DE INVENCION PCT

Invencion:
TITULAR:
Asunto:

WS

Carrara 9 # 74-08 {305)

Bagoté D.C., Colombia

Tels.: + [571) 326 8600/8400
Fax: + (571} 326 8610

patmarks 0CAITiZOSa.COM

WL DEIRTOCArTiZosa.com

FORMULACION PARA ANTICUERPO ANTI-a487
MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC
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.

Sefior Superintendente,

LUIS PAT}:"(O LEYVA

C.C. No. 2.930.616 de Bogota
T.P. No. 2698

Acepto la sustitucion,

’i

QANY AN

MAURICIO PATINO BONNET

C.C. No. 11.342.699 de Zipaquira

T.P. No. 73583

Sefores
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

PELT
T

SUFERINYERGENETX No. 1

Eomersso | NN AR RAT A

59862- -00000-0000
Fecha: 2013-11-01 16:38:56 Dep. 2020 DIR NUEVASCREAC

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE Tre. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 256

000

i

Indicacion que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencidn

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 7] MODELO DE UTILIDAD PCT [ ] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

NN

Indicacién 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

. Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D/ “Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)

[]
]

[]

1

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de |a persona que presenta la solicitud

Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

diseno
Comprobante-de pago de las tasas establecidas

Completa D © Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO {_| " (Art. 92 Decisién 486/00)

oo

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacién del solicitante o de |a persona que presenta la solicitud-
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Compileta D o Incompleta D

Pl02-F08 (2009-11-18)



