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DESCRIPCION
Formulacién de anticuerpo

La presente invencion se refiere a una formulacion de anticuerpo monoclonal anti-CD20, a un proceso para fabricar
dicha formulacion y a los usos de la formulacién.

Antecedentes de la invencién

La molécula CD20 (también llamada antigeno de diferenciacién restringida del linfocito B humano o Bp35) es una
proteina transmembrana hidréfoba de un peso molecular aproximadamente de 35 kD ubicada en linfocitos pre-B y B
maduros (Valentine y col., J. Biol. Chem. 264(19), 11282-11287, 1989; y Einfield, D.A. y col., EMBO J. 7(3), 711-717,
1988). La CD20 se halla en la superficie de méas del 90% de células B de la sangre periférica u 6rganos linfoides, se
expresa durante el desarrollo temprano de las células pre-B y se conserva hasta la diferenciacion celular plasmatica.
La CD20 esta presente tanto en las células B normales como en las células B malignas. En particular, la CD20 se
expresa en mas del 90% de los linfomas no de Hodgkin (NHL) de células B (Anderson y col., Blood 63(6), 1424-
1433, 1984) pero no se halla en células germinales hematopoyéticas, células pro-B, células plasmaticas normales u
otros tejidos normales (Tedder y col., J. Immunol. 135(2), 973- 979, 1985).

La regién carboxil-terminal de 85 aminoacidos de la proteina CD20 esta situada dentro del citoplasma. La longitud
de esta regién contrasta con la de otras estructuras de superficie especifica de células B, como son las cadenas
largas de IgM, IgD e IgG o las cadenas de la clase 11 a o B de los antigenos de histocompatibilidad, que tienen
regiones intracitoplasmaticas relativamente cortas de 3, 3, 28, 15 y 16 aminoacidos, respectivamente (Komaromy y
col., NAR 11, 6775-6785, 1983). De los ultimos 61 aminoacidos del extremo carboxilo, 21 son restos acidos,
mientras que solo 2 son basicos, lo cual indica que esta region tiene una fuerte carga negativa. El nimero de
registro del GenBank es NP-690605. Se ha pensado que la CD20 podria intervenir en la regulacion de uno o varios
pasos tempranos del proceso de activacion y diferenciacion de las células B (Tedder y col., Eur. J. Immunol. 25 vol.
16, 881-887, 1986) y podria funcionar como canal de iones calcio (Tedder y col., J. Cell. Biochem. 14D, 195, 1990).

Existen dos tipos diferentes de anticuerpos anti-CD20 que difieren significativamente en su modo de fijarse sobre la
CD20 y en sus actividades biolégicas (Cragg, M.S. y col., Blood 103, 2738-2743, 2004; y Cragg, M.S. y col., Blood
101, 1045-1052, 2003). Los anticuerpos de tipo I, como el rituximab, son potentes en citotoxicidad mediada de

complemento, mientras que los anticuerpos de tipo Il, como el tositumomab (Bexxar®, B1), 11B8 y AT80, inician
eficazmente la muerte de las células diana a través de la apodptosis independiente de caspasa con exposicion
concomitante a la fosfatidilserina.

Los rasgos comunes que comparten los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y de tipo Il se resumen en la Tabla 1.

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

epitope CD20 de tipo | epitope CD20 de tipo I

localizan la CD20 en balsas lipidas no localizan la CD20 en balsas lipidas

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

actividad de ADCC (si es isotipo IgG1) actividad de ADCC (si es isotipo IgG1)

plena capacidad de fijacion capacidad reducida de fijacion

agregacion homotipica agregacion homotipica mas fuerte

induccion de apdptosis después de reticulacion fuerte induccion de muerte celular sin reticulacion

Tabla 1: Propiedades de los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y tipo Il
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Descripcion detallada de la invencién

El término “anticuerpo” abarca las diversas formas de anticuerpos que incluyen, pero no se limitan a: los anticuerpos
enteros, los anticuerpos humanos, los anticuerpos humanizados y los anticuerpos obtenidos por ingenieria genética,
por ejemplo los anticuerpos monoclonales, los anticuerpos quiméricos o los anticuerpos recombinantes asi como los
fragmentos de dichos anticuerpos en el supuesto de que conserven las propiedades caracteristicas segun la in-
vencion.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcion de un anticuerpo de longitud completa, en general por lo
menos la porcion de fijacion al antigeno o la region variable de la misma. Los ejemplos de fragmento de anticuerpos
incluyen a los “diacuerpos” (diabodies), moléculas de anticuerpo de cadena simple, inmunotoxinas y anticuerpos
multiespecificos formados con fragmentos de anticuerpos. Ademas, los fragmentos de anticuerpo comprenden a los
polipéptidos de cadena simple que tienen las caracteristicas de una cadena VH, a saber, que son capaces de
ensamblarse con una cadena VL o de una cadena VL que se fija sobre el antigeno CD20, a saber, que es capaz de
ensamblarse con una cadena VH para formar una bolsa funcional de fijacién sobre el antigeno.

Los “fragmentos de anticuerpo” abarcan también a los fragmentos que de por si no son capaces de aportar
funciones efectoras (ADCC/CDC), pero que proporcionan esta funcion de una manera segun la invencion después
de haberse combinado con dominio(s) constante(s) de anticuerpos apropiados.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicion de anticuerpo monoclonal” tal como se emplean aqui indican
una preparacion de moléculas de anticuerpo de una composicion Unica de aminoéacidos. Por consiguiente, el término
“anticuerpo monoclonal humano” indica anticuerpos que presentan una especificidad de fijacion Unica, que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En una
forma de ejecucion, los anticuerpos monoclonales humanos se producen en un hibridoma que incluye una célula B
obtenida de un animal transgénico no humano, p.ej. un ratén transgénico, que tiene un genoma que contiene un
transgén de cadena larga humano y un transgén de cadena corta humano fusionados en una célula inmortalizada.

El término “anticuerpo quimérico” indica un anticuerpo monoclonal que contiene una region variable, es decir, una
region de fijacion, de una fuente o especie y por lo menos una porcidon de una region constante derivada de una
fuente o especie diferente, que se obtiene habitualmente por técnicas de DNA recombinante. Son especialmente
preferidos los anticuerpos quiméricos que tienen una region variable murina y una regién constante humana. Tales
anticuerpos quiméricos murino/humanos son el producto de genes de inmunoglobulina expresada que contienen
segmentos de DNA que codifican a las regiones variables de inmunoglobulina murina y segmentos de DNA que
codifican a las regiones constantes de inmunoglobulina humana. Otras formas de “anticuerpos quiméricos”
abarcados por la presente invencién son aquellas, en las que la clase o subclase se ha modificado o cambiado con
respecto a la del anticuerpo original. Tales anticuerpos “quiméricos” se denominan también “anticuerpos de clase
modificada”. Los métodos para la obtencion de anticuerpos quiméricos incluyen las técnicas convencionales de DNA
recombinante y las técnicas de transfeccion genética, ahora ya bien conocidas en la técnica, véase, p.ej. Morrison,
S.L. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855, 1984; US-5,202,238 y US-5,204,244.

El término “anticuerpo humanizado” indica anticuerpos en los que la estructura o las “regiones determinantes de
complementariedad” (CDR) se han modificado para incluir a las CDR de una inmunoglobulina de diferentes
especificidad si se compara con la de la inmunoglobulina original. En una forma preferida de ejecucion se injerta una
CDR murina en una region estructural de un anticuerpo humano para obtener el “anticuerpo humanizado”, véase,
p.ej., Riechmann, L. y col., Nature 332, 323-327, 1988; y Neuberger, M.S. y col., Nature 314, 268-270, 1985. Las
CDR especialmente preferidas corresponden a las que representan secuencias que reconocen a los antigenos
mencionados anteriormente para los anticuerpos quiméricos y bifuncionales.

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

El término “anticuerpo recombinante humano”, tal como se emplea aqui incluye a todos los anticuerpos humanos
gue se han preparado, expresado, creado o aislado por métodos recombinantes, por ejemplo los anticuerpos
aislados a partir de una célula hospedante, como pueda ser una célula NSO o CHO o a partir de un animal (p.ej. un
raton) que es transgénico para los genes de inmunoglobulina humana o anticuerpos expresados utilizando un vector
de expresion recombinante transfectado a una célula hospedante. Tales anticuerpos recombinantes humanos tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana en una
forma reordenada. Los anticuerpos recombinantes humanos segun la invencién se han sometido a una hipermu-
tacion somatica “in vivo". Por consiguiente, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL de los
anticuerpos recombinantes son secuencias que, a pesar de derivarse de y estar relacionadas con las secuencias VH



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2511 844 T3

y VL de linea germinal humana, no pueden existir de modo natural dentro del repertorio de lineas germinales
humanas “in vivo”.

Tal como se emplean aqui, “fijacidon especifica” o “se fija especificamente a” indican un anticuerpo %ue se fija
especificamente sobre un antigeno CD20. La afinidad de fijacion tiene con J:)referencia un valor KD de 10™ moles/l o
menos (p.ej. 10™° moles/l), con mayor preferencia con un valor KD de 10™° moles/I o menos (p.ej. 10™ moles/l). La
afinidad de fijacion se determina con un ensayo estandar de fijacion, por ejemplo la técnica de resonancia de

plasmon de superficie (Biacore®).

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

Los “dominios constantes” no intervienen directamente en la fijacion del anticuerpo sobre un antigeno, pero
intervienen en las funciones del efector (ADCC, fijacion de complemento y CDC).

La “region variable” (region variable de una cadena corta (VL), regién variable de una cadena larga (VH)) tal como se
emplea aqui indica cualquier par de cadenas corta y larga que intervienen directamente en la fijacién del anticuerpo
sobre el antigeno. Los dominios de cadenas cortas y largas humanas variables tienen la misma estructura general y
cada dominio contiene cuatro regiones estructurales (FR) cuyas secuencias estan ampliamente conservadas,
conectadas por tres “regiones hipervariables” (o regiones determinantes de complementariedad, CDR). Las regiones
estructurales adoptan una conformacién de hoja b y las CDR pueden formar bucles que conectan con la estructura
de hoja b. Las CDR de cada cadena se mantienen en su estructura tridimensional por regiones estructurales y, junto
con las CDR de la otra cadena, forman un sitio de fijacién de antigeno. Las regiones de cadena larga y corta CDR3
del anticuerpo desempefian un papel especialmente importante en la especificidad de fijacion/ afinidad de los
anticuerpos segun la invencion y por ello constituyen otro objeto de la invencion.

Los términos “regién hipervariable” o “porcidon de un anticuerpo que se fija sobre el antigeno” se emplean aqui para
indicar los restos de aminoacido de un anticuerpo que son los que producen la fijaciéon sobre el antigeno. La region
hipervariable consta de restos aminoacido de las “regiones determinantes de complementariedad” o “CDR". Las
regiones de “estructura” o “FR” son aquellas regiones de dominio variable distintas de los restos de region
hipervariable ya definidas antes. Por consiguiente, las cadenas cortas y largas de un anticuerpo contienen, entre los
extremos N y C, los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. En especial, la CDR3 de la cadena larga
es la regién que mas contribuye a la fijacion sobre el antigeno. Las regiones CDR y FR se determinan segin la
definicion estandar de Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) y/o los restos de un “bucle hipervariable”.

Los términos “CD20” y “antigeno CD20” se emplean indistintamente e incluyen todas las variantes, isoformas y
especies homologas y de la CD20 humana, que se expresan de modo natural por parte las células o se expresan en
células transfectadas con el gen CD20. La fijacién de un anticuerpo de la invencion sobre el antigeno CD20 media
en la muerte de las células que expresan al CD20 (p.€j., una célula tumoral), ya que inactivan al CD20. La muerte de
las células que expresan al CD20 puede ocurrir por uno o mas de los mecanismos siguientes.

Los sinénimos de CD20, ya reconocidos en la técnica, incluyen al antigeno CD20 de linfocito B, antigeno B1 de
superficie de linfocito B, Leu-16, Bp35, BM5 y LF5.

El término “anticuerpo anti-CD20” segun la invencién es un anticuerpo que se fija especificamente sobre el antigeno
CD20. En funcion de las propiedades de fijacion y de las actividades biolégicas de los anticuerpos anti-CD20 con
respecto al antigeno CD20, cabe distinguir dos tipos de anticuerpos anti-CD20 (anticuerpos anti-CD20 de tipo | y tipo
II) Cragg, M.S. y col., Blood 103, 2738-2743, 2004; y Cragg, M.S. y col., Blood 101, 1045-1052, 2003, ver tabla 2.

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

localizan la CD20 en balsas lipidas no localizan la CD20 en balsas lipidas
mayor CDC (si es isotipo 1gG1) menor CDC (si es isotipo 1gG1)
actividad de ADCC (si es isotipo 1gG1) actividad de ADCC (si es isotipo 1gG1)
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plena capacidad de fijacion capacidad reducida de fijacion

agregacion homotipica agregacion homotipica mas fuerte

induccion de apdptosis después de reticulacion fuerte induccion de muerte celular sin reticulacion

Tabla 2: Propiedades de los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y tipo Il

Una propiedad esencial de los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y de tipo Il es su modo de fijacion. Por consiguiente,
los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y de tipo Il pueden clasificarse por la proporcién de sus capacidad de fijacion
sobre la CD20 en células Raji (ATCC n°® CCL-86) de dichos anticuerpos anti-CD20 comparadas con las del
rituximab.

Tal como se emplea aqui, “anticuerpo anti-CD20” puede ser un anticuerpo de tipo | o de tipo Il. Es con preferencia
un anticuerpo de tipo II.

Los anticuerpos anti-CD20 de tipo Il tienen una proporcién de capacidades de fijacion sobre la CD20 en células Raji
(ATCC n° CCL-86) de dicho anti-CD20 anticuerpo comparado con el rituximab de 0,8 a 1,2, con preferencia de 0,9 a
1,1. Los ejemplos de tales anticuerpos anti-CD20 de tipo | incluyen p.ej. al rituximab, (WO 94/11026), 1F5 IgG2a
(ECACC, hibridoma; Press y col., Blood 69/2, 584-591, 1987), HI47 1IgG3 (ECACC, hibridoma), 2C6 IgG1 (publicado
en WO 2005/103081), 2F2 1gG1 (publicado en WO 2004/035607 y WO 2005/103081) y 2H7 1gG1 (publicado en WO
2004/056312). Con preferencia anticuerpo anti-CD20 de tipo | es un anticuerpo monoclonal que se fija sobre el
mismo epitope que el rituximab. Los anticuerpos anti-CD20 de tipo Il tienen una proporcién de capacidades de
fijacion sobre el CD20 en células Raji (ATCC-No. CCL-86) de dicho anticuerpo anti-CD20 comparado con el
rituximab de 0,3 a 0,6, con preferencia de 0,35 a 0,55, con mayor preferencia de 0,4 a 0,5. Los ejemplos de tales
anticuerpos anti-CD20 de tipo Il incluyen p.ej. al tositumomab (B1 IgG2a), al anticuerpo 1IgG1 de B-Lyl humanizado
(un anticuerpo 1gG1l quimérico humanizado, descrito en WO 2005/044859), 11B8 IgGl (descrito en
WO 2004/035607) y AT80 IgG1. Con preferencia, dicho anticuerpo anti-CD20 de tipo Il es un anticuerpo monoclonal
gue se fija sobre el mismo epitope que el anticuerpo B-Lyl humanizado (descrito en WO 2005/044859).

La “proporcién de las capacidades de fijacion sobre la CD20 en células Raji (ATCC n° CCL-86) de anticuerpos anti-
CD20 comparada con el rituximab” se determina por medicién directa de la inmunofluorescencia (se mide la
intensidad media de fluorescencia (MFI)) empleando dicho anticuerpo anti-CD20 conjugado con Cy5 y el rituximab
conjugado con Cy5 en un FACSArray (Becton Dickinson) con células Raji (ATCC n° CCL-86), del modo descrito en
el ejemplo n° 2 y se calcula del modo siguiente:

proporcion de capacidades de fijacion al CD20 en células Raji (ATCC n° CCL-86) =

MFI (Cy5-anticuerpo anti-CD20) Cy5-proporcién marcado (Cy5-rituximab)
X
MFI (Cy5-rituximab) Cy5-proporcion marcado (Cy5-anticuerpo anti-CD20)

La MFI es la intensidad de fluorescencia media. La “Cy5-proporcion de marcado” tal como se emplea aqui indica el
numero de moléculas de marcador Cy5 por molécula de anticuerpo.

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

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

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

Se entiende por “anticuerpo que tiene una mayor citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)” aquel
anticuerpo, término ya definido antes, que tiene una mayor ADCC determinada por cualquier método idéneo
conocido por los expertos en la materia. Un ensayo “in vitro” aceptado de la ADCC es el siguiente:

1) en el ensayo se utilizan células diana de las que se sabe que expresan el antigeno diana reconocido por la region
del anticuerpo que se fija sobre el antigeno;
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2) en el ensayo se utilizan como células efectoras las células mononucleadas de sangre periférica humana (PBMC),
aisladas de la sangre de un donante sano elegido al azar;

3) el ensayo se realiza con arreglo al método siguiente:

i) se aislan las PBMC aplicando procedimientos estandar de centrifugacion por densidad y se suspenden a 5 X 10°
células/ml en un medio de cultivo celular RPMI;

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

iii) se trasvasan 100 microlitros de la anterior suspension final de células diana a cada hoyo de una placa de
microvaloracion de 96 hoyos;

iv) se somete el anticuerpo a una serie de diluciones de 4000 ng/ml a 0,04 ng/ml en medio de cultivo celular y se
afaden 50 microlitros de las soluciones de anticuerpo resultantes a las células diana en la placa de microvaloracion
de 96 hoyos, se ensayan por triplicado varias concentraciones de anticuerpo que abarcan la totalidad del anterior
intervalo de concentraciones;

v) para los controles de liberacion maxima (MR), 3 hoyos adicionales de la placa, que contienen las células diana
marcadas, reciben 50 microlitros de una solucién acuosa al 2% (VN) de un detergente no iénico (Nonidet, Sigma, St.
Louis), en lugar de la solucién de anticuerpo (ver el anterior apartado iv);

vi) para los controles de liberaciéon espontanea (SR), 3 hoyos adicionales de la placa, que contienen a las células
diana marcadas, reciben 50 microlitros de medio RPMI de cultivo celular en lugar de la solucién de anticuerpo (ver
anterior apartado iv);

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

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

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

x) se calcula el porcentaje de lisis especifica de cada concentracion de anticuerpos segun la férmula (ER-MR)/(MR-
SR) x 100, en la que ER es la radiactividad media cuantificada (ver anterior apartado ix) de dicha concentracion de
anticuerpo, MR es la radiactividad media cuantificada (ver anterior apartado ix) para los controles MR (ver anterior
apartado v) y SR es la radiactividad media cuantificada (ver anterior apartado ix) para los controles SR (ver anterior
apartado vi);

4) “mayor ADCC” se define como un incremento del porcentaje maximo de lisis especifica observado en el intervalo
de concentraciones de anticuerpo ensayada antes y/o una reduccién de la concentracion de anticuerpo requerida
para lograr la mitad del porcentaje maximo de lisis especifica observada dentro de un intervalo de concentraciones
de anticuerpo ensayada antes. El aumento de ADCC se refiere a la ADCC medida en el ensayo anterior, mediada
por el mismo anticuerpo, producida por el mismo tipo de células hospedantes, aplicando los mismos métodos
estandar de produccion, purificacion, formulaciéon y almacenaje, que los expertos en biologia ya conocen, pero que
no se producen en las células de ingenieria genética que sobreexpresan al GnTIII.

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

El término “citotoxicidad dependiente de complemento” (CDC) indica la lisis de células tumorales humanas diana por
accion del anticuerpo segun la invencién en presencia de un complemento. La CDC se mide con preferencia por
tratamiento de una preparacién de células que expresan la CD20 con un anticuerpo anti-CD20 segun la invencion,
en presencia de un complemento. Se encuentra CDC si en una concentracion de 100 nM el anticuerpo induce la lisis
(muerte celular) del 20% o mas de las células tumorales después de 4 horas. El ensayo se lleva a cabo con
preferencia con células tumorales marcadas con crl o Eu y se mide el Cr® o Eu liberados. Los controles incluyen la
incubacién de las células tumorales diana con un complemento, pero sin el anticuerpo.
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Los anticuerpos anti-CD20 de tipo | y tipo Il tipicos del isotipo IgG1 poseen propiedades CDC caracteristicas. Los
anticuerpos anti-CD20 de tipo | tienen una mayor CDC (si es el isotipo 1gG1) y los anticuerpos anti-CD20 de tipo I
tienen una menor CDC (si es el isotipo IgG1) comparados entre si. Con preferencia, tanto los anticuerpos anti-CD20
de tipo | y como los de tipo Il son anticuerpos del isotipo IgG1.

El anticuerpo “rituximab” es un anticuerpo monoclonal quimérico humano, de ingenieria genética, que contiene el
dominio constante murino gamma 1, dirigido contra el antigeno CD20 humano. Este anticuerpo quimérico contiene
los dominios constantes gamma 1 humanos y se identifica con el nombre “C2B8” en US-5,736,137 (Anderson y col.).
El rituximab ha sido aprobado para el tratamiento de pacientes que tienen linfoma no de Hodgkin de células B,
positivo de CD20, recurrente o refractario, de bajo grado o folicular. Los estudios del mecanismo de accién “in vitro”
ponen de manifiesto que el rituximab presenta citotoxicidad dependiente de complemento humano (CDC) (Reff y
col.,, Blood 83(2), 435-445, 1994). Despliega ademas una actividad significativa en ensayos que miden la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

El término “anticuerpo B-Lyl humanizado” indica el anticuerpo B-Lyl humanizado descrito en WO 2005/044859 y
WO 2007/031875, que se obtiene a partir del anticuerpo B-Lyl anti-CD20 monoclonal murino (regién variable de la
cadena larga murina (VH): SEQ ID NO: 1; regiéon variable de la cadena corta murina (VL): SEQ ID NO: 2, ver
Poppema, S. y Visser, L., Biotest Bulletin 3, 131-139, 1987) por quimerizacién con un dominio constante humano de
IgG1 y posterior humanizacion (véase WO 2005/044859 y WO 2007/031875). Estos “anticuerpos
B-Lyl humanizados” se describen con detalle en WO 2005/044859.

Ademas, el anticuerpo B-Lyl humanizado es con preferencia un anticuerpo IgGl. Con preferencia, dichos
anticuerpos B-Lyl humanizados son productos de glucoingenieria (GE) de la region Fc segun procedimientos
descritos en WO 2005/044859, WO 2004/065540, Umana, P. y col., Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999 y WO
99/154342. Tales anticuerpos B-Lyl humanizados de glucoingenieria tienen un modelo alterado de glucosilacion en
la region Fc, tienen con preferencia un nivel reducido de restos fucosa. Con preferencia, por lo menos un 40% o més
(en una forma de ejecucién entre el 40% y el 60%, en otra forma de ejecucién por lo menos el 50%, y en otra forma
de ejecucién ulterior por lo menos el 70% o mas) de los oligosacaridos de la regiébn Fc no estan fucosilados.
Ademas, los oligosacaridos de la region Fc estan con preferencia bisectados. El “anticuerpo B-Lyl humanizado”
contiene la VH B-HH6 y la VL B-KV1 de W0O2005/044859. Tal como se emplea aqui, dicho anticuerpo se denomina
también “HuMab<CD20>". En otra forma de ejecucion especialmente preferible, dicho anticuerpo tiene un nivel
reducido de restos fucosa, ya definidos antes, y/o los oligosacaridos de la region Fc estan con preferencia especial
bisectados. En otra forma de ejecucion especialmente preferida, dicho anticuerpo despliega una mayor ADCC, ya
definida antes.

El componente oligosacarido puede afectar de modo significativo las propiedades relevantes para la eficacia de una
glucoproteina terapéutica, incluidas la estabilidad fisica, la resistencia al ataque de las proteasas, las interacciones
con el sistema inmune, la farmacocinética y la actividad biol6gica especifica. Dichas propiedades pueden depender
no solo de la presencia o ausencia, sino también de las estructuras especificas de los oligosacaridos. Pueden
hacerse algunas generalizaciones entre la estructura de oligosacarido y la funcién de la glucoproteina. Por ejemplo,
ciertas estructuras de oligosacarido median en la eliminacién rapida de la glucoproteina del torrente sanguineo
gracias a las interacciones con las proteinas que se fijan sobre carbohidratos especificos, mientras que otras pueden
fijarse en anticuerpos y desencadenar reacciones inmunes no deseadas (Jenkins y col., Nature Biotechnol. 14, 975-
81, 1996).

Las células de mamiferos son los hospedantes preferidos para la produccion de glucoproteinas
terapéuticas, debido a su capacidad de glucosilar proteinas de la forma mas compatible para la aplicacion humana
(Cumming y col., Glycobiology 1, 115-30, 1991; Jenkins y col., Nature Biotechnol. 14, 975-81, 1996). Las bacterias
muy raramente glucosilan a las proteinas y al igual que otros tipos de hospedantes comunes, por ejemplo levaduras,
hongos filamentosos, células de insectos y plantas, dan lugar a modelos de glucosilacion asociados con la
eliminacion rapida del torrente sanguineo, interacciones inmunes no deseables y, en algunos casos concretos, una
actividad biolégica reducida. Entre las células de mamiferos, las que mas se han utilizado durante las dos Ultimas
décadas son las células de ovarios de hamster chino (CHO). Ademas, dando modelos de glucosilacion idéneos,
estas células permiten la generacion consistente de lineas celulares clonicas muy productivas, genéticamente
estables. Pueden cultivarse hasta densidades muy elevadas en biorreactores simples empleando medios sin suero y
permite el desarrollo de bioprocesos seguros y reproducibles. Otras células animales empleadas habitualmente son
las células de rifion de hamster infantil (BHK), células de mieloma de ratén NSO y SP2/0. En fechas mas recientes
se ha probado también la produccion a partir de animales transgénicos (Jenkins y col., Nature Biotechnol. 14, 975-
81, 1996).

Todos los anticuerpos contienen estructuras de hidrato de carbono en posiciones conservadas de las regiones
constantes de cadena larga, cada isotipo posee un ordenamiento distinto de estructuras de hidrato de carbono
unidas a N, lo cual afecta de modo variable el ensamblamiento, la secrecion o la actividad funcional de la proteina
(Wright, A. y Morrison, S.L., Trends Biotech. 15, 26-32, 1997). La estructura del hidrato de carbono unido sobre N
varia de modo considerable en funcion del grado de procesado y puede incluir oligosacaridos complejos de alto
contenido en manosa, de ramificaciones mdltiples y también biantenarios (Wright, A. y Morrison, S.L., Trends
Biotech. 15, 26-32, 1997). De modo tipico existe un procesado heterogéneo de estructuras de nucleo oligosacarido
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unidas a un sitio particular de glucosilacién, de modo que incluso los anticuerpos monoclonales existen en
glucoformas mudltiples. De igual manera se ha demostrado que ocurren diferencias importantes en la glucosilacion de
anticuerpos entre lineas celulares e incluso se han observado diferencias menores en una linea celular determinada
que se haya cultivado en condiciones diferentes (Lifely, M.R. y col., Glycobiology 5(8), 813-22, 1995).

Una manera de obtener incrementos grandes de potencia, manteniendo un proceso de produccién sencillo y
evitando potencialmente efectos secundarios indeseables, consiste en ampliar las funciones efectoras naturales,
mediadas por células, de los anticuerpos monoclonales por ingenieria de su componente oligosacérido, tal como se
describe en Umana, P. y col., Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999 y US-6,602,684. Los anticuerpos de tipo IgG1,
los anticuerpos mas utilizados en la inmunoterapia contra el cancer, son glucoproteinas que tienen un sitio de
glucosilacién unido a N conservado, en el Asn297 de cada dominio CH2. Los dos oligosacaridos biantenarios
complejos unidos a Asn297 estan enterrados entre dos dominios CH2, formando contactos extensivos con el
esqueleto polipéptido y su presencia es esencial para que el anticuerpo pueda medir en funciones efectoras, como
son la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Lifely, M.R. y col., Glycobiology 5, 813-822, 1995;
Jefferis, R. y col., Immunol. Rev. 163, 59-76, 1998; Wright, A. y Morrison, S.L., Trends Biotechnol. 15, 26-32, 1997).

Se ha demostrado previamente que la sobreexpresion de la 3(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa 111 (“GnTII17y"),
una glucosiltransferasa, que cataliza la formacién de oligosacéridos bisectados, en células de ovario de hamster
chino (CHO) aumenta significativamente la actividad ADCC “in vitro” de un anticuerpo monoclonal quimérico
antineuroblastoma (chCE7) producido por células CHO de ingenieria genética (ver Umana, P. y col., Nature
Biotechnol. 17, 176-180, 1999; y WO 99/154342, cuyos contenidos se incorporan a la presente en su totalidad como
referencias). El anticuerpo chCE7 pertenece a un grupo grande de anticuerpos monoclonales no conjugados que
tienen una gran afinidad y especificidad tumorales, pero tienen una potencia insuficiente para ser (tiles en sentido
clinico cuando se produce en lineas celulares industriales estandar que carecen de la enzima GnTIlll (Umana, P. y
col., Nature Biotechnol. 17, 176-180, 1999). Este estudio fue el primero en demostrar que se podrian obtener
grandes incrementos de la actividad ADCC por ingenieria de las células que produce al anticuerpo, para que
expresen a la GnTIIl, lo cual a su vez conduce a un incremento de la proporcion de oligosacaridos bisectados
asociados a la region constante (Fc), incluidos los oligosacaridos no fusosilados bisectados, por encima de los
niveles encontrados en los anticuerpos de origen natural.

El término “expresion del antigeno CD20” indica un nivel significativo de expresién del antigeno CD20 en una célula,
con preferencia en la superficie de una célula T o B, con mayor preferencia una célula B, de un tumor y de un
cancer, respectivamente, con preferencia un tumor no sélido. Los pacientes que tienen un “cancer que expresa al
CD20” pueden determinarse por ensayos estandar ya conocidos de la técnica. La “expresion del antigeno CD20”
indica también con preferencia un nivel significativo del antigeno CD20 en una célula, con preferencia en la
superficie de una célula T o B, con mayor preferencia de una célula B, en una enfermedad autoinmune. La expresién
del antigeno CD20 se mide p.ej. aplicando una deteccion inmunohistoquimica (IHC), FACS o una deteccién basada
en la PCR del mRNA correspondiente.

El término “cancer que expresa al CD20” tal como se emplea aqui indica con preferencia los linfomas (con prefe-
rencia linfoma no de Hodgkin de células B (NHL)) y leucemias linfociticas. Tales linfomas y leucemias linfociticas
incluyen p.ej. a) los linfomas foliculares, b) linfomas de células pequefias no divididas/linfoma de Burkitt (incluyendo
el linfoma endémico de Burkitt, el linfoma esporadico de Burkitt y los linfomas no de Burkitt) c) los linfomas de zonas
marginales (influido el linfoma de extranodal de zona marginal de células B (linfomas de tejido linfatico asociado a
mucosa, MALT), el linfoma nodal de zona marginal de células B y el linfoma esplénico de zona marginal) d) linfoma
de células de manto (MCL), e) linfoma de células grandes (incluido el linfoma difuso de células B grandes (DLCL), el
linfoma difuso de células grandes, el linfoma inmunoblastico, el linfoma primario mediastinal de células B, el linfoma
angiocéntrico-linfoma pulmonar de células B), f) el linfoma de células vellosas, g), el linfoma linfocitico, la
macroglobulinemia de Waldenstrom, h), la leucemia linfocitica aguda (ALL), la leucemia linfocitica cronica
(CLL)linfoma linfocitico pequefio (SLL), la leucemia prolinfocitica de células B, i) los neoplasmas de células
plasmaticas, el miolema de células plasmatica, el mieloma multiple, el plasmacitoma, j), la enfermedad de Hodgkin.

Con preferencia, el cancer que expresa la CD20 es un linfoma de células B no de Hodgkin (NHL). En especial, el
cancer que expresa la CD20 es un linfoma de células de manto (MCL), una leucemia linfocitica aguda (ALL), una
leucemia linfocitica cronica (CLL), un linfoma difuso de células B grandes (DLCL), un linfoma de Burkitt, un linfoma
de células vellosas, un linfoma folicular, un mieloma mudltiple, un linfoma de zona marginal, un trastorno
linfoproliferativo post-trasplante (PTLD), un linfoma asociado al VIH, una macroglobulinemia de Waldenstrom o un
linfoma primario del SNC.

Tal como se emplea aqui, “enfermedad autoinmune” indica una enfermedad o trastorno que surge de o esta dirigido
contra los tejidos propios del individuo. Los ejemplos de enfermedades y trastornos autoinmunes incluyen, pero no
se limitan a: la artritis (artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriatica), la psoriasis, la
dermatitis, la polimiositis/dermatomiositis, la necrdlisis epidérmica téxica, el escleroderma sistémico y la esclerosis,
las respuestas asociadas con la enfermedad del intestino inflamatorio, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, el
sindrome del distrés respiratorio, el sindrome del distrés respiratorio del adulto (ARDS), la meningitis, la encefalitis,
la uveitis, la colitis, la glomerulonefrits, los estados patolégicos alérgicos, el eccema, el asma, los estados
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patolégicos que implican la infiltracion de células T y las respuestas inflamatorias cronicas, la aterosclerosis, la
miocarditis autoinmune, la deficiencia de adhesion de leucocitos, el lupus eritematoso sistémico (SLE), la diabetes
de inicio juvenil, la esclerosis mdltiple, la encefalomielitis alérgica, las respuestas inmunes asociadas a una
hipersensibilidad aguda o retardada mediadas por citoquinas y linfocitos T, la tuberculosis, la sarcoidosis, la granu-
lomatosis, incluida la granulomatosis de Wegener, la agranulocitosis, la vasculitis (incluida la ANCA), la anemia
aplasica, la anemia de Diamond Blackfan, la anemia hemolitica inmune, incluida la anemia hemolitica autoinmune
(AIHA), la anemia perniciosa, la aplasia de glébulos rojos pura (PRCA), la deficiencia del factor VIII, la hemofilia A, la
neutropenia autoinmune, la pancitopenia, la leucopenia, las enfermedades que implican diapédesis de leucocitos, los
trastornos inflamatorios del sistema nervioso central (SNC), el sindrome de lesiones organicas mudltiples, la
miastenia grave, las enfermedades mediadas por complejos de antigeno-anticuerpo, las enfermedades de
membrana de base antiglomerular, el sindrome de anticuerpo anti-fosfolipido, la neuritis alérgica, la enfermedad de
Bechet, el sindrome de Castleman, el sindrome de Goodpasture, el sindrome miasténico de Lambert-Eaton, el
sindrome de Reynaud, el sindrome de Sjorgen, el sindrome de Stevens Johnson, el penfigoide vesicular, el pénfigo,
las poliendocrinopatias autoinmunes, las nefropatias, las polineuropatias de IgM o la neuropatia mediada por la IgM,
la purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), la parpura trombocitopénica tromboética (TTP), la trombocitopenia
autoinmune, la enfermedad autoinmune de testiculos y ovarios, incluidas la orquitis y la ooforitis autoinmunes, el
hipotiroidismo primario, las enfermedades endocrinas autoinmunes, incluido la tiroiditis autoinmune, la tiroiditis
cronica (tiroiditis de Hashimoto), la tiroiditis subaguda, el hipotiroidismo idiopético, la enfermedad de Addison, la
enfermedad de Grave, los sindromes poliglandulares autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia poliglandular 1),
la diabetes de tipo I, también llamada diabetes mellitus dependiente de la insulina (IDDM), el sindrome de Sheehan,
la hepatitis autoinmune, la neumonitis intersticial linfoide (VIH), la bronquiolitis obliterans (no trasplante) frente al
NSIP, el sindrome de Guillain-Barre, la vasculitis de vasos grandes (incluida la polimialgia reumatica y la arteritis de
células gigantes (arteritis de Takayasu), la vasculitis de vasos medios (incluida la enfermedad de Kawasaki y la
poliarteritis nodosa), la espondilitis anquilosante, la enfermedad de Berger (nefropatia de IgA), la glomerulonefritis
progresiva rapida, la cirrosis biliar primaria, la esprue celiaca (enteropatia del gluten), la crioglobulinemia, la
esclerosis lateral amitréfica (ALS), la enfermedad de la arteria coronaria, etc.

Las formulaciones terapéuticas de los anticuerpos empleados con arreglo a la presente invencién se fabrican para el
almacenaje mezclando un anticuerpo que tenga el grado de pureza deseado con vehiculos, excipientes o
estabilizantes opcionales, farmacéuticamente aceptables (véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicion,
Osol, A. (coordinador) 1980), en forma de formulaciones liofilizadas o de soluciones acuosas. Los vehiculos,
excipientes o estabilizantes aceptables son no toxicos para los receptores en las dosis y concentraciones
empleadas.

El término “tensioactivo” se emplea aqui para indicar un agente tensioactivo farmacéuticamente aceptable. En la
formulacion de la invencion, la cantidad de tensioactivo se describe como porcentaje expresado en peso/volumen.
La unidad empleada con mayor frecuencia de peso/volumen es el mg/ml. Los tensioactivos farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero no se limitan a los tensioactivos no iénicos, por ejemplo el TWEEN™, PLURONICS™ o
polietilenglicol (PEG). Se incluyen ademas, aunque no se limitan a ellos, los ésteres polietileno-sorbita-acidos
grasos, los polietilen-polipropilen-glicoles, los poli(6xido de etileno)-estearatos y los dodecilsulfato sédicos. Los
ésteres de polietileno-sorbita preferidos son los ésteres de polietileno(20)-sorbita (sinénimo de polisorbatos 20,
suministrados con la marca comercial Tween™ 20) y el monooleato de polioxietileno(20)-sorbita (sinénimo de
polisorbato 80, comercializado con el nombre comercial de Tween™ 80). Los polietilen-polipropilen-glicoles

preferidos son los suministrados con los nombres de Pluronic® F68 o Poloxamer 188™. Es mas preferido el
Poloxamer™ 188. Los polioxietileno-estearatos preferidos son los suministrados con el nombre comercial de Myrj™.
Los monolauriléteres de polioxietileno son los comercializados con el nombre de Brij™. Cuando se emplean ésteres
de polietileno-sorbita-polietileno(20)-sorbita (Tween™ 20) y monooleato de polioxietileno(20)sorbita (Tween™ 80),
por lo general se emplean en una cantidad del 0,001 al 1%, con preferencia del 0,005 al 0,1% y con mayor
preferencia del 0,01% al 0,04% p/v.

El término “tampon” se emplea aqui para indicar un tampon farmacéuticamente aceptable. Los tampones
farmacéuticamente aceptables incluyen pero no se limitan a: tampones de histidina, tampones citrato, tampones
succinato, tampones acetato y tampones fosfato. Los tampones preferidos contienen L-histidina o mezclas de L-
histidina con clorhidrato de L-histidina con agentes isotdnicos y potencialmente se ajusta el pH con un acido o una
base, ya conocidos en la técnica. La mas preferida es la L-histidina. Los tampones de histidina recién mencionados
se emplean por lo general en una cantidad comprendida entre 1 mM y 100 mM, con preferencia entre 5 mM y 50 mM
y con mayor preferencia todavia de 20 mM. Con independencia del tampén empleado, el pH tendra que ajustarse a
un valor comprendido entre 4,5 y 7,0, con preferencia entre 5,5 y 6,5 y con mayor preferencia en torno a 6,0
mediante la adicion de un &cido o de una base, ya conocidos en la técnica o empleando mezclas adecuadas de
componentes tampon o ambos.

El término “agentes isotonicos” se emplea aqui para indicar agentes isotdnicos farmacéuticamente aceptables. Los
agentes isotonicos se emplean para obtener una formulacion isotonica. Una formulacion isotonica es un liquido o un
liquido reconstituido a partir de una forma solida, p.ej. una forma liofilizada e indica una solucién que tiene la misma
tonicidad que otra solucién con la que se compara, por ejemplo una solucién salina fisiolégica y el suero sanguineo.
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Los agentes isotonicos idoneos incluyen, pero no se limitan a: sales, incluidos pero sin limitarse a ellos: el cloruro
sédico (NaCl) o el cloruro potasico, los azUcares, incluidos pero sin limitarse a ellos: la glucosa, la sucrosa, la
trehalosa o la glicerina y cualquier componente del grupo de los aminoéacidos, azucares, sales y combinaciones de
los mismos. Los agentes isotonicos se emplean por lo general en una cantidad comprendida entre 5 mM y 350 mM.

El término “liquido” empleado aqui en relacion con la formulacién segun la invencion indica una formulacion que es
liquida a una temperatura de por lo menos 2 - 8 °C.

El término “liofilizado” empleado aqui en relacién con la formulacién segun la invencién indica una formulacion que
se ha secado por congelacion y posterior sublimacién del hielo del contenido congelado por cualquier método de
liofilizacion ya conocido en la técnica, por ejemplo con las maquinas de liofilizacion disponibles en el mercado.

El término “sales” se emplea aqui para indicar una sal entre 1 mM y 500 mM. Los ejemplos no limitantes de sales
incluyen sales de cualquier combinacion de cationes sodio, potasio, calcio 0 magnesio con aniones cloruro, fosfato,
citrato, succinato, sulfato o mezclados de los mismos.

El término “amino&cido” se emplea aqui para indicar un aminoacido en una cantidad de 1 a 100 mg/ml, que
comprende pero no se limita a: arginina, glicina, ornitina, glutamina, asparagina, lisina, histidina, acido glutamico,
acido aspartico, isoleucina, leucina, alanina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, serina, prolina.

El término “azucar” se emplea aqui para indicar un aztcar farmacéuticamente aceptable, empleado en una cantidad
entre 25 mM y 500 mM. Con preferencia entre 100 y 300 mM. Con mayor preferencia entre 220 y 260 mM. Con
preferencia especial de 240 mM. Los azlcares idoneos comprenden, pero no se limitan a: monosacaridos y
disacaridos. Los ejemplos no limitantes de azlcares segln la invencion incluyen a la trehalosa, sucrosa, manita,
sorbita, lactosa, glucosa, manosa, maltosa, galactosa, fructosa, sorbosa, rafinosa, glucosamina, N-metilglucosamina
(también llamada “meglumina”), galactosamina, acido neuraminico y combinaciones de los mismos. La mas
preferida es la trehalosa.

El término “estabilizante” indica estabilizantes farmacéuticamente aceptables, por ejemplo pero sin limitarse a ellos:
aminoacidos y azucares descritos en las secciones anteriores asi como los dextranos de todo tipo y peso molecular
ya conocidos en la técnica, que son productos comerciales.

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

El término “un método de tratamiento” o sus equivalentes cuando se aplican, por ejemplo, al cancer indican un
procedimiento o modo de accion disefiado para reducir o eliminar el nimero de células cancerosas de un paciente o
para aliviar los sintomas de un cancer. “Un método de tratamiento” del cancer o de otro trastorno proliferativo no
significa necesariamente que las células cancerosas u otros trastornos se eliminaran realmente, sino que el nimero
de células o el trastorno se reduciran de hecho o que los sintomas del cancer o de otro trastorno se aliviaran real-
mente. A menudo, un método de tratamiento del cancer se efectuara incluso cuando tenga poca probabilidad de
éxito, pero que, dado el historial médico del paciente y el periodo de supervivencia estimado del mismo, se cree que
a pesar de todo inducird un curso de accién beneficioso en su conjunto.

La formulacién segun la invencion puede presentarse en forma liquida, en forma liofilizada o en forma liquida
reconstituida a partir de una forma liofilizada.

En una forma de ejecucion, la formulacién segun la invencién es una formulacion liofilizada. La formulacion liofilizada
segun la invencién tiene la ventaja de una mejor estabilidad con respecto a la formacion de aglomerados de
particulas de peso molecular més elevado, que normalmente es dificil de conseguir con formulaciones liquidas de la
misma concentracion del anticuerpo anti-CD20 descrito.

La formulacién segun la invencion puede administrarse por via intravenosa (i.v.), subcutanea (s.c.) o por cualquier
otra via parenteral administracion ya conocida en la técnica farmacéutica.

Ademas, una formulacién segun la invencion puede contener conservantes (por ejemplo cloruro de octadecildime-
tilbencil-amonio, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, fenol, alcohol butilico o
bencilico; alquil-paraben del tipo metil- o propil-paraben; catecol; resorcina; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol);
polipéptidos de peso molecular bajo (de menos de 10 restos); proteinas del tipo albumina del suero, gelatina o
inmunoglobulinas; agentes quelantes, como el EDTA; contraiones formadores de sales, por ejemplo el sodio;
complejos metalicos (p.ej. complejos de Zn-proteina).

Los ingredientes activos pueden estar atrapados dentro de microcapsulas fabricadas, por ejemplo, por técnicas de

coacervacion o por polimerizacion, por ejemplo, de hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas
de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de presentacion farmacolédgica coloidal (por ejemplo,
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liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Estas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Osol, A. (coordinador), 1980.

Pueden fabricarse preparaciones de entrega sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones entrega
sostenida incluyen las estructuras semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen el anticuerpo,
dichas estructuras se presentan en forma de articulos moldeados, p.ej. laminas o microcapsulas. Los ejemplos de
estructuras de entrega sostenida incluyen a los poliésteres, hidrogeles (por ejemplo de poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo) o polivinilalcohol), las polilactidas (US 3,773,919), los copolimeros de acido L-glutamico y gamma-L-
glutamato de etilo, copolimeros de etileno/acetato de vinilo no degradables, copolimeros degradables de &cido
lactico/acido glicolico, por ejemplo el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por un copolimero
de &cido lactico/acido glicélico y leuprolida-acetato) y el acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones destinadas a la administracion “in vivo” tienen que ser estériles. Esto se consigue facilmente por
filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Con preferencia, la formulacion de la invencion contiene uno o mas agentes isotonicos en una cantidad de 5 mM a
350 mM ya definidos antes.

Con preferencia, la formulacién de la invencion contiene un azucar en una cantidad de 25 mM a 500 mM ya definido
antes.

Con preferencia también, la formulacién de la invencion contiene ademas uno o varios de los ingredientes
siguientes: antioxidantes, acido ascoérbico, glutationa, conservantes, p.ej., m-cresol, fenol, alcohol bencilico, metil-
paraben, propil-paraben, clorobutanol, tiomersal, cloruro de benzalconio, polietilenglicoles, p.ej. PEG 3000, 3350,
4000, 6000, albuminas, albumina de suero humano (HSA), albimina de suero bovino (BSA), alcoholes polihidricos,
glicerina, etanol, manita, sales, sales acetato (p.ej. acetato sédico), cloruro magnésico, cloruro calcico, trometamina,
EDTA, (p.ej. Na-EDTA).

Con preferencia ademas, la formulaciéon de la invencién contiene uno o mas estabilizantes ya definidos antes e
ingredientes también conocidos en la técnica como ‘“lioprotectores”, por ejemplo azlcares, alcoholes de azucar,
aminoacidos y dextranos ya conocidos en la técnica.

Se describen las formulaciones siguientes, en forma liquida, liofilizada o liquida a partir de formas liofilizadas:
o bien

10 mg/ml de HuMab<CD20>,

0,01% de polisorbato 20 p/v,

20 mM de L-histidina 'y

140 mM de cloruro sédico,

de pH 6,0;

0 bien

15 mg/ml de HuMab<CD20>,

Opcionalmente de 0,001 a 1% p/v de un tensioactivo,
20 mM de L-histidina,

de pH 6,0;

0 bien

10 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de polisorbato 20 p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de polisorbato 20 p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de Poloxamer 188™ plv,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;
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0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,01% de Poloxamer 188™ p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,1% de Poloxamer 188™ plv,
20 mM de L-histidina y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de Polisorbato 80 plv,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,1% de Polisorbato 80 plv,
20 mM de acetato y

240 mM de trehalosa,

de pH 5,5;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,1% de Polisorbato 80 plv,
20 mM de acetato y

140 mM de cloruro sédico,
de pH 5,5;

0 bien

30 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,01% de Poloxamer 188™ plv,
20 mM de L-histidina 'y

200 mM de trehalosa,

de pH 6,5.

Las formulaciones del invento e describen en las reivindicaciones.

En una forma preferida de ejecucion de la formulacién segin la invencién, la formulacion se presenta en forma
liofilizada y después de la reconstitucion con la cantidad apropiada de agua para inyeccion contiene:

10 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de polisorbato 20 p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0.

Esta formulacion tiene una buena estabilidad después de un almacenaje a 2-8°C y 25° con estabilidad adecuada en
lo que respecta a temas criticos fisicos, como son la agregacion y los temas criticos quimicos, como es la
fragmentacion.

En una forma preferida de ejecucién de la formulacién segun la invencién, la formulacion es de forma liquida y

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de Poloxamer 188™ p/v,
20 mM de L-histidina y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0.
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En una forma preferida de ejecucion, la formulacion es Gtil para prevenir o reducir las metéstasis o demés dise-
minaciones en dicho paciente que sufra un cancer que expresa la CD20. La formulaciéon es util para aumentar la
duracion de la supervivencia de tal paciente, aumentar la progresiéon de supervivencia libre de tal paciente, aumentar
la duracion de la respuesta, que se traduce en una mejor estadistica y clinicamente significativa del paciente tratado,
medida en forma de duracién de supervivencia, progreso de supervivencia libre, grado de respuesta o duracion de
respuesta. En una forma preferida de ejecucion, la formulacion es til para aumentar el grado de respuesta en un
grupo de pacientes.

En el contexto de esta invencion pueden utilizarse otros agentes adicionales, citotdxicos, quimioterapéuticos o
anticancerosos, o compuestos que aumentan los efectos de tales agentes, en el tratamiento de combinacién con la
formulacion de anticuerpo anti-CD20 segun la invencion.

Tales agentes incluyen, por ejemplo: agentes alquilantes o agentes de accion alquilante, por ejemplo la ciclofos-
famida (CTX; p.ej. Cytoxan®), clorambucilo (CHL; p.ej. Leukeran®), cisplatino (CisP; p.ej. Platinol®), busulfan (p.ej.
Myleran®), melfalan, carmustina (BCNU), estreptozotocina, trietilenomelamina (TEM), mitomicina C y similares; anti-
metabolitos, por ejemplo el metotrexato (MTX), etoposido (VP16; p.ej. Vepesid®), 6-mercaptopurina (6MP), 6-
tioguanina (6TG), citarabina (Ara-C), 5-fluoruracilo (5-FU), capecitabina (p.ej. Xeloda®), dacarbazina (DTIC) y

similares; los antibidticos, por ejemplo la actinomicina D, doxorrubicina (DXR; p.ej. Adriamycin®), daunorrubicina
(daunomicina), bleomicina, mitramicina y similares; los alcaloides, por ejemplo los alcaloides de la vinca, por ejemplo

la vincristina (VCR), vinblastina y similares; y otros agentes antitumorales, por ejemplo el paclitaxel (p.ej. Taxol®) y
derivados de paclitaxel, los agentes citostaticos, los glucocorticoides, por ejemplo la dexametasona (DEX; p.ej.

Decadron®) y los corticosteroides, por ejemplo la prednisona, los inhibidores nucleésidos de enzimas, por ejemplo la
hidroxiurea, las enzimas reductoras de aminoacidos, por ejemplo la asparaginasa, leucovorina y otros derivados de
acido félico y agentes antitumorales diversos similares. Los siguientes agentes pueden utilizarse como agentes

adicionales: arnifostina (p.ej. Ethyol®), dactinomicina, mecloretamina (mostaza nitrogenada), estreptozocina,
ciclofosfamida, lomustina (CCNU), doxorubicina lipo (p.ej. Doxil®), gemcitabina (p.ej. Gemzar®), daunorubicina lipo

(p.€j. Daunoxome®), procarbazina, mitomicina, docetaxel (p.€j. Taxotere®), aldesleucina, carboplatino, oxaliplatino,
cladribina, camptotecina, CPT 11 (irinotecan), 10-hidroxi-7-etil-camptotecina (SN38), floxuridina, fludarabina,
ifosfamida, idarubicina, mesna, interferon beta, interferén alfa, mitoxantrona, topotecan, leuprolida, megestrol,
melfalan, mercaptopurina, plicamicina, mitotano, pegaspargasa, pentostatina, pipobroman, plicamicina, tamoxifeno,
teniposido, testolactona, tioguanina, tiotepa, uracilo mostaza, vinorelbina, clorambucilo. Con preferencia, el
tratamiento de combinacion de anticuerpos anti-CD20 se aplica sin tales agentes adicionales.

El uso de agentes citotoxicos y anticancerosos recién descritos asi como farmacos anticancerosos especificos de
dianas antiproliferantes, como son los inhibidores de proteina-quinasas, en regimenes quimioterapéuticos esta bien
caracterizado en general en las técnicas terapéuticas anticancerosas y su uso aqui se sitla en las mismas
consideraciones para el seguimiento de la tolerancia y de la eficacia y para el control de las vias de administracion y
de las dosis, con algunos ajustes. Por ejemplo, las dosis actuales de agentes citotoxicos pueden variar en funcion de
la respuesta del paciente a las células de cultivos, determinada empleando métodos de histocultivo. En general, la
dosis se reducira si se compara con la cantidad empleada en ausencia de otros agentes adicionales.

Las dosis tipicas de agente citotoxico eficaz pueden situarse dentro de los intervalos recomendados por el fabricante
y, cuando sea indicado por las respuestas “in vitro” o las respuestas en modelos animales, podran reducirse en torno
a un orden de magnitud de la concentracion o cantidad. Por consiguiente, la dosis actual dependera del criterio del
facultativo, del estado general de salud del paciente y de la eficacia del método terapéutico en base a la respuesta
“in vitro” de las células malignas cultivadas primarias o de la muestra de tejido histocultivado o de las respuestas
observadas en modelos animales apropiados.

En el contexto de esta invencion, una cantidad eficaz de radiacién ionizante puede aplicarse y/o un compuesto
radiofarmacéutico puede utilizarse en adicién a la formulacion de anticuerpo anti-CD20 segun la invencién. El foco
de radiacidn puede ser externo o interno al paciente tratado. Si el foco es externo al paciente, la terapia se conoce
como terapia de radiacidon de rayos externos (EBRT). Cuando el foco de radiacion es interno al paciente, el
tratamiento se denomina braquiterapia (BT). Los atomos radiactivos que pueden emplearse en el contexto de esta
invencion pueden elegirse dentro del grupo que incluye, pero no se limita a: radio, cesio-137, iridio-192, americio-
241, oro-198, cobalto-57, cobre-67, tecnecio-99, yodo-123, yodo-131 e indio-111. También es posible marcar el
anticuerpo con estos is6topos radiactivos. Se emplea con preferencia la formulacion de anticuerpo anti-CD20 sin tal
radiacion ionizante.

La terapia de radiacidon es un tratamiento estandar para controlar los tumores no resectables o inoperables y/o las
metastasis tumorales. Se han observado resultados mejorados cuando la terapia de radiacion se combina con la
quimioterapia. La terapia de radiacién se basa en el principio de que la dosis elevada de radiacién aplicada a una
zona diana se traduciran en la muerte de las células reproductivas tanto de tejidos tumorales como normales. El
régimen de dosis de radiacion se define en general en términos de dosis de radiacion absorbida (Gy), tiempo y
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fraccionamiento y el oncélogo tendra que definirlo con gran cuidado. La cantidad de radiacion que recibe un paciente
dependera de varias consideraciones, pero las dos mas importantes son la ubicaciéon del tumor en relacion a otras
estructuras u érganos criticos del cuerpo y la extension que ha tomado el tumor en su propagacién. Un método tipico
de tratamiento de un paciente sometido a terapia de radiacion sera un programa de tratamiento de 1 a 6 semanas de
duracion, con una dosis total de 10 a 80 Gy, administrada al paciente en una sola fraccion diaria de 1,8 a 2,0 Gy,
durante 5 dias por la semana. En una forma preferida de ejecucion de esta invencién existe sinergismo cuando los
tumores de pacientes humanos se tratan con el tratamiento de combinacion de la invencion y la radiacion. En otras
palabras, la inhibicion del crecimiento tumoral mediante los agentes contenidos en la combinacion de la invencion
resulta potenciada cuando se combina con la radiacion, opcionalmente con otros agentes quimioterapéuticos o
anticancerosos adicionales. Los parametros de las terapias de radiacién adyuvante se describen, por ejemplo, en
WO 99/60023.

La formulaciéon de anticuerpo se administra al paciente segin métodos conocidos, por inyeccion intravenosa en
forma de bolo o por infusion continua a lo largo de un periodo de tiempo, por inyeccion intramuscular, intraperitoneal,
intracerobroespinal, subcutanea, intra-articular, intrasinovial o intratecal. Es preferida la administracién intravenosa o
subcutanea de los anticuerpos.

La invencién se refiere ademas a un kit caracterizado porque comprende un contenedor o recipiente, una
composicion dentro del contenedor que consta de dicha formulacidon de anticuerpo anti-CD20 y un prospecto que
instruye al usuario acerca de la composicién para administrar la formulacién de anticuerpo anti-CD20 a un paciente
gue sufre cancer que expresa la CD20.

El término “prospecto” indica las instrucciones que habitualmente se incluyen en envases comerciales de productos
terapéuticos, que puede incluir informacion acerca de las indicaciones, uso, dosis, administracion,
contraindicaciones y/o avisos relativos al uso de tales productos terapéuticos.

En una forma preferida de ejecucion, el articulo de los contenedores de fabricacién puede incluir ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El articulo de fabricacion puede incluir ademas un diluyente estéril, que se
almacena con preferencia en un contenedor adicional separado.

Tal como se emplea aqui, un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier material compatible con la
administracion farmacéutica, a saber disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de absorcion y otros materiales y compuestos compatibles con la
administracion farmacéutica. Excepto el caso de que un medio o agente convencional se incompatible con el
compuesto activo, en los demas supuestos se contempla el uso del mismo en las composiciones de la invencion.
Pueden incorporarse también a las composiciones otros compuestos activos suplementarios.

En otra forma de ejecucion de la invencion, la formulacion segun la invencion contiene un anticuerpo anti-CD20 de
tipo I, que se co-administra con un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il segun la invencién. Las formulaciones segun la
invencion pueden ser dos formulaciones separadas para cada uno de los anticuerpos anti-CD20. Como alternativa,
la formulacién presente puede contener los dos anticuerpos en una formulacion.

En otra forma de ejecucion de la invencion, la formulaciéon segun la invencién contiene un anticuerpo anti-CD20,
dicho anticuerpo anti-CD20 se co-administra con un agente activo anti-Bcl-2. El término “Bcl-2" se emplea aqui para
indicar proteinas Bcl-2 (Swiss Prot ID No. P10415), miembros de la familia de proteinas Bcl-2. El término “agente
activo anti-Bcl-2” incluye a los “nucleétidos antisentido anti-Bcl-2” y a los “inhibidores de Bcl-2”. Los “nucleétidos
antisentido anti-Bcl-2" regulan reduciendo los niveles de mRNA de la Bcl-2 y reduciendo la expresién de la proteina
Bcl-2. Los ejemplos de tales nucleétidos antisentido anti-Bcl-2 incluyen al Oblimersen y SPC-2996. Tal como se
emplea aqui, el ABT-737 significa la N-[4-[4-(4'-clorobifenil-2-ilmetil)piperazin-1-illbenzoil]-3-[3-(dimetilamino)-1(R)-
(fenilsulfanilmetil)propilamino]-4-nitrobencenosulfonamida; 4-[4-(4’-clorobifenil-2-iimetil)piperazin-1-il]-N-[3-[3-
(dimetilamino)-1(R)-(fenilsulfanilmetil)propilamino]-4-nitrofenilsulfonillbenzamida, un inhibidor de la Bcl-2 que se ha
descrito en el documento WO 2006/099667 o Corey, S. y col., Cancer Cell 5-6, 2005. Tal como se emplea aqui, el
BT-263 significa un inhibidor de la Bcl-2 que se describe en el documento US 2007-027135. Con preferencia, el
agente activo anti-Bcl-2 se elige entre el Oblimersen, SPC-2996, TA-402, Gossypol, AT-101, Obatoclax mesilato, A-
371191, A-385358, A-438744, ABT-737, AT-101, BL-11, BL-193, GX-15-003, 2-metoxiantimicina Az, HA-14-1, KF-
67544, purpurogalina, TP-TW-37, YC-137 y Z-24. El agente activo anti-Bcl-2 es con preferencia un inhibidor de la
fijacion de la proteina Bcl-2 que tiene una IC50 de su actividad inhibidora anti-Bcl-2 de 5 pM o menos. Dicho
inhibidor de la fijacion de la proteina Bcl-2 se elige con preferencia entre el Gossypol, AT-101, Obatoclax mesilato,
ABT-263 y ABT-737, con mayor preferencia entre el ABT-263 y el ABT-737.

En otra forma adicional de ejecucion de la invencidn, la formulacién segun la invencién contiene un anticuerpo anti-
CD20, dicho anticuerpo anti-CD20 se co-administra con un inhibidor de proteasoma. El término ‘“inhibidor de
proteasoma” tal como se emplea aqui indica agentes que inhiben la actividad del proteasoma 26S. Tales inhibidores
de proteasoma incluyen entre otros p.ej. los derivados peptidicos, tales como los aldehidos peptidicos (p.ej. MG132,
MG115, CEP-1615, PSI, o el inhibidor especifico de inmunoproteasoma IPSI-001 (Cbz-LnL-CHO = N-carbobenciloxi-
leucil-norleucinal, véase US 2006/0241056), los boronatos peptidicos (p.ej. bortezomib (PS-341) o DFLB), las
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epoxicetonas peptidicas (p.ej. epoxomicina, dihidroeponemicina o el derivado de epoxomicina carfilzomib (PR-171)),
o vinilsulfonas peptidicas (p.ej. NLVS) y los derivados no peptidicos, por ejemplo la salinosporamida A (NPI-0052),
los derivados de la salinosporamida A, la lactacistina o los derivados de lactacistina (p.ej. clasto-lactacistina-L-
lactona (omuralida) o PS-519). Los diferentes tipos y estructuras de dichos inhibidores de proteasoma se han
descrito p.ej. en Kisselev, A.L. y col., Chem. Biol., vol. 8 (8), 739-758, 2001; WO 2004/004749 y Joazeiro, C. y col.,
Cancer Res. 66(16), 7840-7842, 2006); Kanagasabaphy y col., Curr. Opin. Investig. Drugs 8, 447-51, 2007; Adams,
J., Nat. Rev. Cancer 4, 349-360, 2004; y US 2006/0241056.

Tal inhibidor de proteasoma se elige con preferencia entre los aldehidos peptidicos (con preferencia el N-carbo-
benciloxi-leucil-norleucinal (IPSI-001)), los boronatos peptidicos (con preferencia bortezomib (PS-341)), las
epoxicetonas peptidicas (con preferencia el derivado de epoxomicina carfilzomib (PR-171)), o la salinosporamida A
(NPI-0052). Con mayor preferencia, tal inhibidor de proteasoma se elige entre el bortezomib (PS-341), el carfilzomib
(PR-171), la salinosporamida A (NPI-0052) y el N-carbobenciloxi-leucil-norleucinal (IPSI-001).

En una forma preferida de ejecucion, el inhibidor de proteasoma es un derivado peptidico elegido entre los aldehidos
peptidicos (con preferencia el N-carbobenciloxi-leucil-norleucinal (IPSI-001)), los boronatos peptidicos (con prefe-
rencia el bortezomib (PS-341)) o las epoxicetonas peptidicas. En otra forma de ejecucién, el inhibidor de proteasoma
es un boronato peptidico (con preferencia el bortezomib (PS-341); véase, p.ej., Adams, Cur. Opin. Chem. Biol. 6,
493-500, 2002 y US 5,780,454)).

El inhibidor de proteasoma tiene con preferencia una IC50 de actividad inhibidora anti-proteasoma de 5 puM 0 menos,
con mayor preferencia de 1 pM o menos. Un ensayo de base celular para identificar tales inhibidores de proteasoma
y para determinar la IC50 de actividad inhibidora anti-proteasoma (mediante series de diluciones y calculos
empleando un ajuste de curvas no lineal (programa informatico XLfit (ID Business Solution Ltd., Guilford, Surrey,
GB)) se ha descrito en Moravec y col., Cell Notes 15, 4-7, 2006, utilizando el reactivo Proteasoma-Glo™ Cell-Based
Assay Reagent de Promega con células U266 (mieloma de plasma humano). Este ensayo de tipo “afiadir-mezclar-
medir” permite medir la actividad de proteasa tipo quimotripsina asociada al proteasoma de células cultivadas.

Ademas del IPSI-001 (Cbz-LnL-CHO = N-carbobenciloxi-leucil-norleucinal) son también inhibidores de proteasoma
preferidos los siguientes derivados peptidicos de US 2006/ 0241056: N-carbobenciloxi-homofenilalanil-fenilalanilal,
N-carbobenciloxi-leucil-fenilalanilal, N-carbobenciloxi-alanil-fenilalanilal, N-carbobenciloxi-glicil-prolil-alanil-fenil-
alanilal, N-carbobenciloxi-glicil-prolil-fenilalanil-fenilalanilal, N-carbobenciloxi-glicil-fenilalanil-fenilalanilal, N-
carbobenciloxi-leucil-norleucina-acido bordénico, N-carbobenciloxi-fenilalanil-fenilalanina-acido borénico, N-carbo-
benciloxi-homofenilalanil-fenilalanina-acido bordnico, N-carbobenciloxi-leucil-fenilalanina-acido boroénico, N-carbo-
benciloxi-glicil-prolil-alanil-fenilalanina-acido boronico, N-carbobenciloxi-glicil-prolil-fenilalanil-fenilalanina-acido
borénico, N-carbobenciloxi-leucil-leucil-fenilalanina-acido borénico, N-carbobenciloxi-glicil-fenilalanil-fenilalanina-
acido borénico, N-carbobenciloxi-leucil-norleucina/metil-vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-fenilalanil-fenilalanina/ metil-
vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-homofenilalanil-fenilalanina/metil-vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-leucil-fenil-
alanina/metil-vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-alanil-fenilalanina/metil-vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-glicil-prolil-alanil-
fenilalanina/metil-vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-glicil-prolil-fenilalanil-fenilalanina/metil-vinil-sulfona, N-
carbobenciloxi-leucil-leucil-fenilalanina/metil-vinil-sulfona, N-carbobenciloxi-glicil-fenilalanil-fenilalanina/metil-vinil-
sulfona, N-carbobenciloxi-leucil-norleucina/epoxi-cetona, N-carbobenciloxi-fenilalanil-fenilalanina/epoxi-cetona, N-
carbobenciloxi-homofenilalanil-fenilalanina/epoxi-cetona, N-carbobenciloxi-leucil-fenilalanina/epoxi-cetona, N-carbo-
benciloxi-alanil-fenilalanina/epoxi-cetona, N-carbobenciloxi-glicil-prolil-alanil-fenilalanina/epoxi-cetona, N-carboben-
ciloxi-glicil-prolil-fenilalanil-fenilalanina/epoxi-cetona, N-carbobenciloxi-leucil-leucil-fenilalanina/epoxi-cetona y N-
carbobenciloxi-glicil-fenilalanil-fenilalanina/epoxi-cetona.

Los siguientes ejemplos y figuras se aportan para facilitar la comprension de la presente invencion, cuyo verdadero
alcance se define en las reivindicaciones anexas. Se da por supuesto que se pueden introducir modificaciones en
los procedimientos descritos sin apartarse del espiritu de la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1
Se preparan las formulaciones siguientes, ya sean liquidas, liofilizadas o liquidas reconstituidas a partir de formas

liquidas:
15 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,01% de polisorbato 20 plv,
20 mM de L-histidina 'y
140 mM de cloruro sédico,
de pH 6,0;

10 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,01% de polisorbato 20 p/v,
20 mM de L-histidina 'y

140 mM de cloruro sédico,
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de pH 6,0;

15 mg/ml de HuMab<CD20>,
20 mM de L-histidina,
de pH 6,0;

10 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de polisorbato 20 plv,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de polisorbato 20 p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0.

Se prepara también una forma liofilizada, que, después de la reconstitucion con la cantidad apropiada de agua para
inyeccion, contiene:

10 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de polisorbato 20 p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0.

Esta formulacion tiene una buena estabilidad después de un almacenaje a 2-8°C y 25° con estabilidad adecuada en
lo que respecta a temas criticos fisicos, como es la agregacion y los temas criticos quimicos, como es la
fragmentacion.

Las formulaciones de producto farmacéutico liquidas o liofilizadas para la administracion parenteral segun la
invencion se preparan del modo siguiente.

Preparacién de formulaciones liguidas

Se preparan las formulaciones de HuMab<CD20> por homogeneizacion de soluciones de HuMab<CD20> en el
tampon de produccion (p.ej. 20 mM de tampén de histidina de pH aprox. 6,0 0 20 mM de tampon de histidina de pH
aprox. 6,0 que contiene 140 mM de cloruro sédico y 0,01% (p/v) de polisorbato 20). Pueden prepararse también las
formulaciones de HuMab<CD20> ajustando la concentracién proteina al valor deseado por dilucion con el tampén.
Los excipientes para estabilizar la proteina y para el ajuste isoténico se afiadiran si fuera necesario y normalmente
se afadirdn en forma disuelta o, como alternativa, en forma sélida. Se afiade un tensioactivo a las formulaciones en
forma de solucién patrén, si fuera necesario. Todas las formulaciones se filtran en condiciones estériles a través de
filtros de 0,22 um y se dividen en ambiente aséptico en viales de vidrio estériles que se cierran con tapones de
caucho o con tapones del tipo alucrimp. Estas formulaciones se almacenan a diferentes temperaturas durante
intervalos diferentes de tiempo y se sacan para analisis en los tiempos indicados en los parrafos individuales. Las
formulaciones se analizan: 1) por espectrofotometria UV, 2) por cromatografia de exclusién de tamafos (SEC), 3)
para determinar las particulas visibles y subvisibles, 4) por cromatografia de intercambio i6nico (IEC) y 5) para
determinar la turbidez en solucion.

Preparacion de formulaciones liofilizadas

Las soluciones de HuMab<CD20> se preparan del modo antes descrito para las formulaciones liquidas o se fabrican
por homogeneizacion de soluciones de HuMab<CD20> en 20 mM de tampo6n de histidina a pH aprox. 6,0, que
contiene un azlcar y un tensioactivo. Todas las formulaciones se filtran en condiciones estériles a través de filtros
de 0,22 pm y se dividen en partes alicuotas en viales de vidrio estériles. Los viales se cierran parcialmente con
tapones de caucho idéneos para el uso en los procesos de liofilizacién y se colocan en la camara de secado del
liofilizador. Dentro del alcance de la invencion se contempla cualquier método de liofilizacién conocido. Por ejemplo,
el proceso de liofilizacion aplicado en este estudio incluye el enfriamiento de la formulacién de la formulacién de
temperatura ambiente a aprox. 5°C (enfriamiento previo) y posterior congelaciéon a -40°C (congelacién 1) con una
velocidad gradual de enfriamiento de 1°C/min a 5°C/min. El primer paso de secado puede tener lugar con una
velocidad gradual de 0,3 a 0,5°C/min desde -40°C a -30°C y después se mantiene en -30°C por lo menos durante 50
horas con una presion de camara de aprox. 75-80 mTorr. El segundo paso de secado puede realizarse con una
velocidad gradual de 0,1 a 0,3°C/min desde -30°C a 25°C, mantiene en 25°C durante por lo menos 5 horas con una
presion de camara de 50 a 80 mTorr (el régimen de secado aplicado se recoge en la tabla 1). Se observa que las
formulaciones de HuMab<CD20> que se secan aplicando los procesos descritos de liofilizacién tienen periodos de

16



10

15

20

25

30

ES 2511 844 T3

reconstitucion adecuadamente rapidos: de unos 2-3 minutos. Todas las tortas liofilizadas en este estudio tienen un
contenido residual de agua de aproximadamente 0,1-1,0 %, que se determina por el método de Karl-Fischer. Se
almacenan los viales liofilizados a diferentes temperaturas durante diferentes intervalos de tiempo. Se reconstituyen
las formulaciones liofilizadas con el volumen correspondiente de agua para inyeccion (WFI) antes de: 1) realizar el
andlisis por espectrofotometria UV, 2) determinacion del tiempo de reconstitucion, 3) analisis por cromatografia de
exclusién de tamafios (SEC) 4) por cromatografia de intercambio iénico (IEC), 5) determinacién de particulas visibles
y subvisibles y 6) por determinacion de la turbidez de la solucién.

Se efectla la cromatografia de exclusion de tamafios (SEC) para detectar los materiales solubles de peso molecular
elevado (agregados) y los productos de hidrélisis de peso molecular bajo dentro de las formulaciones. El método
recurre a un instrumento HPLC idoneo, equipado con un detector UV (longitud de onda para la deteccién: 280 nm) y
una columna Zorbax GF-250 (9,4 x 250 mm, Agilent); en el método se emplea como fase movil fosfato sédico 200
mM de pH 7,0.

Se efectla la cromatografia de intercambio i6nico (IEC) para detectar los productos de degradacion quimica que
alteran la carga neta de HuMab<CD20> en las formulaciones. En este método se emplea un instrumento HPLC
apropiado, equipado con un detector UV (longitud de onda de deteccion: 220 y 280 nm) y una columna Dionax
ProPac WCX-10 (4 mm x 250 mm). Como fases moviles A y B se emplean tampdn fosfato sédico 10 mM de pH 6,0
en H,0 y tampdn fosfato sédico 10 mM de pH 6,0 + NaCl 0,75 M, respectivamente, con un caudal de 1,0 ml/min.

Se efectla la espectroscopia UV para la determinacion de la concentracion de proteina en un espectrofotémetro de
tipo Varian Cary Bio UV a una longitud de onda de 280 nm.

Para la determinacion de la turbidez se mide la opalescencia en FTU (unidades de turbidez) empleando un turbi-
dimetro de tipo HACH 2100AN a temperatura ambiente.

Se analizan las muestras para determinar las particulas subvisibles empleando un aparato HIAC Royco
PharmaSpec (HRLD-150) y para determinar las particulas visibles empleando un instrumento de inspeccion visual
de tipo Seidenader V90-T.

Tabla 1. Ciclo de liofilizacion

Paso temperatura envase velocid_ad dura_ci()n vacio
(°C) (°C/min) (min) (mTorr)
enfriamiento previo 5°C 0,0 60 -
congelacion | -40°C 1,0 120 -
secado primario -30°C 0,5 3720 80
secado secundario +25°C 0,2 300 80

Datos de estabilidad de las formulaciones liquidas de producto farmacéutico HuMab<CD20> segun esta invencién
Formulacién de 15 mg/ml HuMab<CD20>, 20 mM de L-histidina, de pH 6,0 xxx

Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Cambios Particulas | Particulas
de (meses) (mg/ml) mondmero | SEC significan- visibles sub-
almacenaje HMW tes Cll visibles
Inicial 14,5 98,4 1,6 5,9 No Paso Paso
1 14.7 98,1 1,8 59 No Paso Paso
2-8°C 3 15,5 97,9 2,0 6,1 No Paso Paso
6 14,2 97,7 2,1 5,7 No Paso Paso
1 14,8 98,0 1,7 5,7 No Paso Paso
25°C 3 15,0 97,8 1.8 5,8 No Paso Paso
6 14,6 97,3 1,9 6,1 si Fallo Paso
1 14,8 97,6 1,6 5,8 No Paso Paso
40°C 3 15.1 96,1 1,9 6,2 si Paso Paso
1 14,8 98,4 1,6 6,3 n/d Fallo Paso
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-20°C 3 15,1 98,1 1,8 6,2 No Fallo Paso
6 14,3 97,7 2,3 6,1 No Fallo Paso
3 15,0 98,2 1,6 5,8 No Fallo Paso
-80°C 6 14,9 98,4 1,6 5,7 No Fallo Paso

n/d: no determinado
Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >1 0um/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor
Formulacién de 10 mg/ml de HuMab<CD20>, 20 mM de L-histidina, 240 mM de trehalosa, 0,02% p/v de Polisorbato

20,de pH 6,0
Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Cambios Particulas | Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC significan- visibles sub-
almacenaje HMW tes Cll visibles
Inicial 11,0 98,4 1,6 3,9 No Paso Paso
1 11,1 98,3 1,6 4,0 No Fallo Paso
2-8°C 3 11,3 98,2 1,7 6,6 No Fallo Paso
6 10,8 98,1 1,7 8,3 No Fallo Paso
1 11,0 98,3 1,4 6,4 No Fallo Paso
25°C 3 11,3 98,2 15 6,7 No Fallo Paso
6 11,2 98,8 1,4 6,7 si Fallo Paso
1 11,1 98,0 1,3 7,5 No Fallo Paso
40°C 3 11,2 96,7 15 4,9 Si Fallo Paso
1 11,0 98,5 1,5 3,4 No Paso Paso
-20°C 3 11,2 98,3 1,6 4,0 No Paso Paso
6 n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d
3 11,2 98,3 1,6 3,7 No Paso Paso
-80°C 6 11,0 98,5 1,5 3,8 No Paso Paso

n/d: no determinado

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas =1 0pm/contenedor, max 600
particulas =2 5um/contenedor

Datos de estabilidad de las formulaciones liofilizadas de producto farmacéutico HuMab<CD20> segun esta invencion

Formulacién de 10 mg/ml de HuMabh<CD20>, 20 mM de L-histidina, 240 mM de trehalosa, 0,02% p/v de Polisorbato

20,de pH 6,0

Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % CII visibles
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Inicial 10,4 98,9 1,1 2,9 54,8 Paso Paso
1 10,5 98,9 1,1 2,9 n/d Paso Paso
3 10,4 98,9 1,1 2,9 n/d Paso Paso
2-8°C 6 10,4 98,9 1,1 3,4 53,1 Paso Paso
12 10,4 98,9 11 3,1 56,6 Paso Paso
24 10,3 98,9 11 31 55,6 Paso Paso
1 10,2 98,9 1,1 2,9 n/d Paso Paso
25°C 3 10,5 98,9 1,1 2,9 n/d Paso Paso
6 10,4 98,9 11 3,3 52,9 Paso Paso
12 10,4 98,9 11 3,1 56,9 Paso Paso
1 10,5 98,9 1,1 3,0 n/d Paso Paso
40°C 3 10,4 98,9 1,1 3,0 n/d Paso Paso
6 10,5 98,9 11 3,4 50,9 Paso Paso

n/d: no determinado
Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas =1 0pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Ejemplo 2
Se preparan las formulaciones siguientes, ya sean liquidas, liofilizadas o liquidas reconstituidas a partir de formas

liofilizadas.

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de Poloxamer 188™ p/v,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,01% de Poloxamer 188 ™ pv,
20 mM de L-histidina y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,1% de Poloxamer 188™ plv,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,02% de Polisorbato 80 plv,
20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

o bien
25 mg/ml de HuMab<CD20>,
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0,1% de Polisorbato 80 plv,
20 mM de acetato y

240 mM de trehalosa,

de pH 5,5;

0 bien

25 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,1% de Polisorbato 80 plv,
20 mM de acetato y

140 mM de cloruro sédico,
de pH 5,5;

0 bien

30 mg/ml de HuMab<CD20>,
0,01% de Poloxamer 188™ plv,
20 mM de L-histidina 'y

200 mM de trehalosa,

de pH 6,5;

Se preparan del modo siguiente las formulaciones liquidas o liofilizadas de producto farmacoldgico para la adminis-
tracion parenteral.

Preparacién de formulaciones liquidas

Se preparan las formulaciones de HuMab<CD20> por homogeneizacién de soluciones de HuMab<CD20> en el
tampon de produccion (p.ej. 20 mM de tampén de histidina de pH aprox. 6,0 0 20 mM de tampodn de histidina de pH
aprox. 6,0 que contiene 240 mM de trehalosa y un 0,02 % (p/v) de Poloxamer 188™. Pueden prepararse también las
formulaciones de HuMab<CD20> por diafiltracion de soluciones de aprox. 10-40 mg/ml de HuMabh<CD20> en
tampon de produccion (p.ej. 20 mM de tampdn de histidina de pH aprox. 6,0) con filtracion de flujo tangencial (TFF)
para aumentar la concentracion de proteina por encima de la concentracion de proteina deseada y para cambiar el
tampon. Pueden prepararse también las formulaciones de HuMab<CD20> ajustando la concentracion proteina al
valor deseado por diluciéon con el tampoén. Los excipientes para estabilizar la proteina y para el ajuste isoténico se
anadiran si fuera necesario y normalmente se afiadirdn en forma disuelta o, como alternativa, en forma soélida. Se
afiade un tensioactivo a las formulaciones en forma de solucidn patrén, si fuera necesario. Todas las formulaciones
se filtran en condiciones estériles a través de filtros de 0,22 um y se dividen en ambiente aséptico en viales de vidrio
estériles que se cierran con tapones de caucho o con tapones del tipo alucrimp. Estas formulaciones se almacenan
a diferentes temperaturas durante intervalos diferentes de tiempo y se sacan para analisis en los tiempos indicados
en los parrafos individuales. Las formulaciones se analizan: 1) por espectrofotometria UV, 2) por cromatografia de
exclusién de tamafos (SEC), 3) para determinar las particulas visibles y subvisibles, 4) por cromatografia de
intercambio i6nico (IEC) y 5) para determinar la turbidez en solucion.

Preparacion de formulaciones liofilizadas

Las soluciones de HuMab<CD20> se preparan del modo antes descrito para las formulaciones liquidas. Todas las
formulaciones se filtran en condiciones estériles a través de filtros de 0,22 um y se dividen en partes alicuotas en
viales de vidrio estériles. Los viales se cierran parcialmente con tapones de caucho idoneos para el uso en los
procesos de liofilizacion y se colocan en la camara de secado del liofilizador. Dentro del alcance de la invencion se
contempla cualquier método de liofilizacion conocido. Por ejemplo, el proceso de liofilizaciéon aplicado en este
estudio incluye el enfriamiento de la formulacion de temperatura ambiente a aprox. 5°C (enfriamiento previo) y
posterior congelacién a -40°C (congelacion 1) con una velocidad gradual de enfriamiento de 1°C/min a 5°C/min. El
primer paso de secado puede tener lugar con una velocidad gradual de 0,3 a 0,5°C/min desde -40°C a -30°C y
después se mantiene en -30°C por lo menos durante 50 horas con una presion de camara de aprox. 75-80 mTorr. El
segundo paso de secado puede realizarse con una velocidad gradual de 0,1 a 0,3°C/min desde -30°C a 25°C,
mantiene en 25°C durante por lo menos 5 horas con una presion de cdmara de 50 a 80 mTorr (el régimen de secado
aplicado se recoge en la tabla 1). Se observa que las formulaciones de HuMab<CD20> que se secan aplicando los
procesos descritos de liofilizacion tienen periodos de reconstitucion adecuadamente rapidos: de unos 2-3 minutos.
Todas las tortas liofilizadas en este estudio tienen un contenido residual de agua de aproximadamente 0,1-1,0 %,
que se determina por el método de Karl-Fischer. Se almacenan los viales liofilizados a diferentes temperaturas
durante diferentes intervalos de tiempo. Se reconstituyen las formulaciones liofilizadas con el volumen
correspondiente de agua para inyeccion (WFI) antes de: 1) realizar el analisis por espectrofotometria UV, 2) determi-
nacion del tiempo de reconstitucién, 3) analisis por cromatografia de exclusién de tamafios (SEC) 4) por
cromatografia de intercambio i6nico (IEC), 5) determinacién de particulas visibles y subvisibles y 6) por
determinacion de la turbidez de la solucion.

Se efectla la cromatografia de exclusion de tamarfios (SEC) para detectar los materiales solubles de peso molecular
elevado (agregados) y los productos de hidrélisis de peso molecular bajo dentro de las formulaciones. El método
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recurre a un instrumento HPLC idoneo, equipado con un detector UV (longitud de onda para la deteccion: 280 nm) y
una columna Zorbax GF-250 (9,4 x 250 mm, Agilent); en el método se emplea como fase movil fosfato sédico 200
mM de pH 7,0 6 cloruro potasico 250 mM en fosfato potasico 200 mM, de pH 7,0.

Se efectia la cromatografia de intercambio i6nico (IEC) para detectar los productos de degradacion quimica que
alteran la carga neta de HuMab<CD20> en las formulaciones. En este método se emplea un instrumento HPLC
apropiado, equipado con un detector UV (longitud de onda de deteccion: 220 y 280 nm) y una columna Dionax
ProPac WCX-10 (4 mm x 250 mm). Como fases moviles A y B se emplean tampdn fosfato sédico 10 mM de pH 6,0
en H,O y tampdn fosfato sédico 10 mM de pH 6,0 + NaCl 0,75 M, respectivamente, con un caudal de 1,0 ml/min.

Se efectla la espectroscopia UV para la determinacion de la concentracion de proteina en un espectrofotémetro de
tipo Varian Cary Bio UV a una longitud de onda de 280 nm.

Para la determinacion de la turbidez se mide la opalescencia en FTU (unidades de turbidez) empleando un turbi-
dimetro de tipo HACH 2100AN a temperatura ambiente.

Se analizan las muestras para determinar las particulas subvisibles empleando un aparato HIAC Royco
PharmaSpec (HRLD-150) y para determinar las particulas visibles empleando un instrumento de inspeccién visual
de tipo Seidenader V90-T.

Tabla 1. Ciclo de liofilizacion

Paso temperatura envase velocid_ad dura_ci()n vacio
(°C) (°C/min) (min) (mTorr)
enfriamiento previo 5°C 0,0 60 -
congelacion | -40°C 1,0 120 -
secado primario -30°C 0,5 3720 80
secado secundario +25°C 0,2 300 80

Datos de estabilidad de las formulaciones liquidas de producto farmacéutico HuMab<CD20>

Formulaciéon de 25 mg/ml HuMab<CD20>, 20 mM de L-histidina, 240 mM de trehalosa, 0,02 % p/v de Poloxamer
188™, de pH 6,0

Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % ClII visibles
Inicial 25,7 98,7 1,3 6,4 61,6 Paso Paso
2-8°C 1 25,6 98,7 1,3 6,0 62,0 Paso Paso
3 26,1 98,6 1,3 59 61,0 Paso Paso
25°C 1 25,7 98,5 1,4 6,5 62,0 Paso Paso
3 26,0 97,9 1,5 59 58,5 Paso Paso
40°C 1 25,7 97,9 1,6 6,6 52,6 Paso Paso
3 25,7 91,0 2,4 6,7 33,6 Paso Paso
-80°C 3 25,6 98,7 1,3 6,2 60,9 Paso Paso
-20°C 3 25,5 98,7 1,3 6,3 60,8 Paso Paso

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Formulacién de 25 mg/ml de HuMab<CD20>, 20 mM de L-histidina, 240 mM de trehalosa, 0,01% p/v de Poloxamer
188™, de pH 6,0

Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondmero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % CII visibles
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Inicial 26,4 99,6 0,4 55 72,2 Paso Paso
1 26,4 99,7 0,3 57 n/d Paso Paso
2 26,3 99,5 0,5 5,7 72,0 Paso Paso
2-8°C 3 26,3 99,5 0,5 6,3 72,6 Paso Paso
9 26,2 99,4 0.6 6.0 70,8 Paso Paso
12 26,4 99,5 0,5 6,5 70,1 Paso Paso
1 n/a 99,6 0,4 52 n/a Paso Paso
25°C 2 n/a 99,4 0,6 5,7 70,6 Paso Paso
3 n/a 99,4 0,6 6,1 66,5 Paso Paso
9 26,4 95,7 0.8 5,9 58,2 Paso Paso
12 26,5 95,5 0,7 6,1 54,9 Paso Paso
1 n/a 98,2 0,3 54 58,6 Paso Paso
40°C 2 n/a 97,4 0,8 5,7 50,4 Paso Paso
3 n/a 96,7 1,0 6,3 n/a Paso Paso
-80°C 9 25,7 99,5 0,5 5,9 72,3 Paso Paso

n/a: no analizado
Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Formulacién de 25 mg/ml de HuMab<CD20>, 20 mM L-histidina, 240mM trehalosa, 0,1% p/v Poloxamer 188™, de
pH 6,0

Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % ClI visibles
Inicial 26,4 99,6 0,4 55 71,5 Paso Paso
1 26,7 99,7 0,3 6.2 n/a Paso Paso
2 26,5 99,5 0,5 5,4 73,0 Paso Paso
2-8°C 3 26,4 99,5 0,5 6,3 70,9 Paso Paso
9 26,5 99,4 0.6 6.4 71,8 Paso Paso
12 26,6 99,5 0,5 5,8 70,0 Paso Paso
1 n/a 99,6 0,4 52 n/a Paso Paso
2 n/a 99,4 0,6 5,7 70,7 Paso Paso
25°C 3 nla 99,4 0,6 6.2 67,4 Paso Paso
9 26,6 95,7 0,8 6,2 58,6 Paso Paso

22




ES 2511 844 T3

12 26,6 95,4 0,7 6,0 54,9 Paso Paso

1 n/a 98,0 0,5 53 59,3 Paso Paso

40°C 2 n/a 97,4 0,8 5,8 51,8 Paso Paso
3 n/a 96,6 11 7,0 n/a Paso Paso

-80°C 9 26,1 99,5 0,5 5,9 71,0 Paso Paso

n/a: no analizado

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Formulacién de 25 mg/ml de HuMab<CD20>, 20 mM de acetato, 240 mM de trehalosa, 0,1% p/v de Polisorbato 80,

dciﬁgcféies Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % ClI visibles
Inicial 24,6 99,6 0,4 8,2 71,9 Paso Paso
2-8°C 1 24,8 99,7 0,3 4.9 n/a Paso Paso
2 24,5 99,5 0,6 5,2 77,6 Paso Paso
3 24,3 99,4 0,6 7,0 66,2 Paso Paso
25°C 1 n/a 99,6 0.4 6,7 n/a Paso Paso
2 n/a 99,3 0,7 7,0 71,9 Paso Paso
3 n/a 99,2 0,8 7,3 65,1 Paso Paso
40°C 1 n/a 97,5 1,0 26,8 52,9 Paso Paso
2 n/a 96,0 2,1 27,8 42,1 Paso Paso
3 n/a 94,4 3,2 26,8 n/a Paso Paso

n/a: no analizado

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Formulacién de 25 mg/ml de HuMab<CD20>, 20 mM de acetato, 140 mM de cloruro sédico 0,01% p/v de Polisorbato

80, pH 5,5,
Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % CII visibles
Inicial 23,7 99,5 0,5 11,4 70,9 Paso Paso
2-8°C 1 24,4 99,6 0,4 11,4 n/a Paso Paso

2 24,2 99,4 0,6 10,5 71,5 Paso Paso

3 24,2 99,3 0,7 12,5 71,3 Paso Paso
25°C 1 n/a 99,5 0,5 12,0 n/a Paso Paso
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2 n/a 99,1 0,9 013,0 68,2 Paso Paso
3 n/a 99,1 0,9 13,2 64,6 Paso Paso
40°C 1 n/a 96,9 1,2 26,8 54,0 Paso Paso
2 n/a 95,0 2,9 26,5 46,1 Paso Paso
3 n/a 93,1 4,2 26,1 n/a Paso Paso

n/a: no analizado

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Formulacién de 30g/ml de HuMab<CD20>, 20 mM de L-histidina, 200 mM de trehalosa 0,01% p/v de Poloxamer
188™, pH 6,5,
Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % CII visibles
Inicial 32,0 98,4 1,6 6,4 61,0 Paso Paso
2-8°C 1 32,2 98,3 1,6 6,6 62,3 Paso Paso
3 32,9 98,1 1,7 5,7 60,5 Paso Paso
25°C 1 32,2 98,1 1,8 6,2 60,9 Paso Paso
3 32,1 97,6 2,0 6,2 56,5 Paso Paso
40°C 1 32,0 97,3 2,1 6,3 50,9 Paso Paso
3 32,3 89,9 3,0 7,2 311 Paso Paso
-80°C 3 31,8 98,3 1,6 6,2 61,0 Paso Paso
-20°C 3 32,1 98,3 1,6 6,6 60,7 Paso Paso

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >1 0um/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Datos de estabilidad de formulaciones de producto farmacéutico HuMab<CD20> liofilizado

Formulacién de 25 mg/ml de HuMab<CD20>, 20 mM de L-histidina, 240 mM de trehalosa, 0,02% p/v de Poloxamer

188™
Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondémero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % CII visibles
Inicial 25,5 98,9 1,0 6,2 61,2 Paso Paso
2-8°C 1 25,2 99,0 1,0 5,8 63,1 Paso Paso

3 25,3 99,0 1,0 6,1 60,4 Paso Paso
25°C 1 25,4 98,9 1,0 6,0 62,9 Paso Paso

3 25,6 96,5 11 6,1 60,2 Paso Paso
40°C 1 25,3 98,9 11 6,3 60,6 Paso Paso
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3 25,9 98,5 1,3 5,9 56,9 Paso Paso
-80°C 3 25,3 98,9 1,0 6,3 61,2 Paso Paso
-20°C 3 25,4 98,9 1,0 6,7 60,6 Paso Paso

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor

Condiciones | Tiempo Proteina % de SEC | % de | turbidez | Pico Particulas Particulas
de (meses) (mg/ml) mondmero | SEC principal visibles sub-
almacenaje HMW % ClI visibles
Inicial 27,2 99,6 0,4 6,0 72,3 Paso Paso
1 27,1 99,7 0,3 6,1 n/a Paso Paso
2-8°C 2 27,0 99,5 0,5 5,8 74,0 Paso Paso
3 27,0 99,5 0,5 6.2 69,8 Paso Paso
25°C 1 n/a 99,7 0,4 6,2 n/a Paso Paso
2 n/a 99,5 0,5 54 66,2 Paso Paso
3 n/a 99,5 0,5 59 68,6 Paso Paso
40°C 1 n/a 99,6 04 54 70,6 Paso Paso
2 n/a 99,4 0,6 54 70,1 Paso Paso
3 n/a 99,3 0,7 6,3 n/a Paso Paso

n/a: no analizado

Paso: de exento a esencialmente exento de particulas visibles, max 6000 particulas >10pm/contenedor, max 600
particulas >25um/contenedor
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacion que se encuentra en forma liofilizada y comprende:

10 mg/ml del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente WO2005/044859,
0,02% de polisorbato 20 p/v,

20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0.

2. Una formulacién que comprende:

25 mg/ml del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente WO2005/044859,
0,02% de Poloxamer 188™ pl/v,

20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

o bien

25 mg/ml del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente W0O2005/044859,
0,01% de Poloxamer 188™ pl/v,

20 mM de L-histidina y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml de del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente
W02005/044859,

0,1% de Poloxamer 188™ plv,

20 mM de L-histidina y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

25 mg/ml del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente WO2005/044859,
0,02% de Polisorbato 80 plv,

20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0;

0 bien

30 mg/ml del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente WO2005/044859,
0,01% de Poloxamer 188™ plv,

20 mM de L-histidina y

200 mM de trehalosa,

de pH 6,5.

3. La formulacién segun la reivindicacion 2, que se presenta en forma liquida y contiene:

25 mg/ml del anticuerpo B-Ly 1 humanizado comprendiendo VHB-HH6 y VL B-KV1 de la patente WO2005/044859,
0,02% de Poloxamer 188™ p/v,

20 mM de L-histidina 'y

240 mM de trehalosa,

de pH 6,0.

4. Uso de una formulacién segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3 para la fabricacion de un medica-
mento (til para tratar enfermedades relacionadas con la CD20.

5. El uso segun la reivindicacién 4, en donde la enfermedad se elige del grupo constituido por linfoma no de Hodgkin
de células B (NHL), linfoma de células de manto (MCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia linfocitica
cronica (CLL), linfoma difuso de células B grandes (DLCL), linfoma de Burkitt, leucemia de células vellosas, linfoma
folicular, mieloma multiple, linfoma de zona marginal, trastorno linfoproliferativo post-transplante (PTLD), linfoma
asociado al VIH, macrobulinemia de Waldenstron y linfoma primario del SNC.
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