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DESCRIPCION
Formulaciones liquidas de anticuerpo anti-rabia
Campo de la invencion

La invencion se refiere a medicina. En particular la invencion se refiere a formulaciones estables de anticuerpos anti-
rabia especificos.

Antecedentes de la invencién

En los ultimos diez afios, los avances en biotecnologia han hecho posible identificar, desarrollar y producir una
diversidad de anticuerpos para su uso en el diagndstico, prevencion y tratamiento de muchas enfermedades y
trastornos diferentes. Algunos ejemplos de dichos anticuerpos son los anticuerpos del virus anti-rabia que se
describen en el documento WO 2005/118644. Un céctel de anticuerpos con dos de tales anticuerpos, CR57 y
CR4098, es particularmente ventajoso y se puede usar profilaxis después de exposicion a la rabia. En el documento
WO 2005/118644, estos anticuerpos se prepararon y usaron en PBS.

Al igual que cualquier proteina, la actividad biolégica de un anticuerpo, tal como su afinidad de unién o actividad
neutralizante, depende de la integridad conformacional de al menos una secuencia central de aminoacidos que
permanece intacta a la vez que multiples grupos funcionales de la proteina se protegen de la degradacion. Cada una
de la inestabilidad quimica y fisica puede contribuir a la degradacién de un anticuerpo. Dado que los anticuerpos son
mas grandes y mas complejos que los farmacos organicos e inorganicos tradicionales, la formulacion de tales
anticuerpos plantea problemas especiales. La estabilidad de los anticuerpos se puede ver influida por factores tales
como fuerza iénica, pH, temperatura, ciclos repetidos de congelaciéon/descongelacion, concentraciéon del anticuerpo
y las fuerzas de cizallamiento. Los anticuerpos activos se pueden perder como resultado de inestabilidades fisicas,
incluyendo desnaturalizacién, agregacion (formacion de agregados tanto solubles e insolubles), precipitacion y
adsorcion, asi como inestabilidades quimicas, incluyendo, por ejemplo, racemizacion, eliminacion beta o intercambio
de disulfuro, hidrélisis, desamidacion y oxidacion, por nombrar solo unos pocos. Cualquiera de estas inestabilidades
puede dar como resultado potencialmente la formacion de productos secundarios o derivados de anticuerpo que
presentan disminucion de la actividad biolégica, aumento de la toxicidad, y/o aumento de la inmunogenicidad.

Aunque la técnica anterior indica numerosos ejemplos de excipientes que se pueden usar de forma adecuada para
crear formulaciones de anticuerpo para anticuerpos especificos, es imposible predecir qué excipientes se deberian
afiadir y en qué cantidad se deberian afiadir para superar los problemas de inestabilidad en particular que puede
tener un particular en particular. Ademas, es dificil encontrar condiciones 6ptimas, tales como concentracion de
anticuerpos, pH y temperatura de almacenamiento, que mantienen un anticuerpo en particular quimica y
biolégicamente estable dentro de una formulaciéon en particular. A la vista de todos los factores que se pueden
variar, la busqueda de excipientes adecuados y condiciones 6ptimas para la formulaciéon de un Unico anticuerpo
monoclonal esta lleno de desafios. Obviamente, la busqueda de excipientes y condiciones 6ptimas adecuados para
la formulacién de dos anticuerpos monoclonales diferentes en una Unica formulacién es incluso mas dificil y
problematica. En particular, la técnica no proporciona una preparacion farmacéutica estable a largo plazo que
contenga dos anticuerpos monoclonales recombinantes diferentes.

Por consiguiente, en la técnica existia una necesidad de encontrar formulaciones en las que no solamente un unico
anticuerpo monoclonal, sino incluso dos anticuerpos monoclonales especificos diferentes frente al virus de la rabia,
puedan estables al almacenamiento durante un periodo de tiempo prolongado. La estabilidad durante el
almacenamiento también se deberia conservar en el caso de fuerzas de cizallamiento que actuaran durante el
transporte y en condiciones climaticas modificadas, en particular, a temperatura y humedad atmosférica elevadas.
Ademas, la formulaciéon deberia ser adecuada para la via de administracién pretendida, se deberia tolerar bien y
deberia tener una estructura sencilla.

Un objeto de la invencion es proporcionar tales formulaciones.
Sumario de la invencion

De forma sorprendente las formulaciones que satisfacen los requisitos del objeto de la invencién se han encontrado
en forma de soluciones acuosas que, ademas de los dos anticuerpos monoclonales diferentes, comprenden tampoén
de citrato, un agente de tonicidad y un tensioactivo. De forma sorprendente, se encontré que el tampdn de fosfato
llevaba a inestabilidad de los anticuerpos especificos, inestabilidad que aumentaba incluso mediante la adicién de
tensioactivo. Por lo tanto, la invencion proporciona formulaciones para los anticuerpos CR57 y CR4098 anti-rabia
especificos, o variantes funcionales de los mismos. La invencion también se refiere a formulaciones de anticuerpo
que comprenden tanto CR57 como CR4098, o variantes funcionales de los mismos. Las formulaciones de acuerdo
con las reivindicaciones contienen, ademas del principio activo (el anticuerpo o anticuerpos), un tampén de citrato,
un agente de tonicidad y un tensioactivo. Las formulaciones de la invencién son estables durante al menos 12
meses a una temperatura entre 2 y 8 grados C.
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Descripcion de las figuras

Se muestra la estabilidad del anticuerpo CR57 del virus anti-rabia (Fig. 1), CR4098 (Fig. 2) y un cdctel de CR57 y
CR4098 (Fig. 3) después de su almacenamiento durante 0 (columnas de color blanco), 2 (columnas de color negro)
y 4 semanas (columna sombreadas) a 40 + 2°/75 + 5 % de humedad relativa tal como se mide mediante HP-SEC.
De izquierda a derecha, se sometieron a ensayo los siguientes sistemas de tampon: citrato (20 mM, pH 6,0); citrato
(20 mM, pH 6,5); fosfato (20 mM, pH 7,0); fosfato (20 mM, polisorbato 80 al 0,01 % en p/v, pH 7,0).

Descripcion detallada de la invencion

Las formulaciones de la invencién comprenden al menos uno de, y preferentemente ambos, anticuerpo CR57
(cadena pesada SEQ ID NO: 1 y cadena ligera SEQ ID NO: 2) y anticuerpo CR4098 (cadena pesada SEQ ID NO: 3
y cadena ligera SEQ ID NO: 4). La identificacion, aislamiento, preparacién y caracterizacién de los anticuerpos
monoclonales CR57 y CR4098 del virus anti-rabia se han descrito con detalle en el documento WO 2005/118644
que se incorpora en el presente documento por referencia. Las variantes funcionales de estos anticuerpos pueden
tener propiedades fisicoquimicas similares basadas en su similitud elevada y por lo tanto también estan incluidas
dentro del alcance de la invencién. En la presente invencion, las variantes funcionales se definen como anticuerpos
con una secuencia de aminoacidos que es homdloga en al menos un 95 %, preferentemente al menos un 97 %, por
ejemplo al menos un 98 % 0 99 % con CR59 o CR4098, y es capaz de competir por la unién a la diana reconocida
por la molécula precursora (siendo CR59 o CR4098 la molécula precursora, respectivamente) y que tiene actividad
de neutralizacion del virus de la rabia. Una diana para un anticuerpo es un antigeno (para los presentes anticuerpos
se trata del virus de la rabia, en particular la proteina G del mismo), y se puede definir adicionalmente como un
epitopo. Las dianas de las moléculas precursoras se han desvelado en el documento WO 2005/118644, y la
determinacion de la competicion para su uniéon a la diana se puede realizar mediante métodos de rutina conocidos
por la persona experta. Preferentemente las variantes funcionales son anticuerpos humanos, y preferentemente son
moléculas de IgG1. En realizaciones preferentes, una variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos
idéntica en al menos un 95 %, 97 %, 98 %, o un 99 % con el anticuerpo precursor. Por lo tanto, la expresion
"variante funcional", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo monoclonal que comprende
una secuencia de aminoacidos que esta alterada por uno o mas aminoacidos en comparacion con las secuencias de
aminoacidos del anticuerpo monoclonal precursor. La variante funcional puede tener modificaciones de secuencia
conservativas incluyendo sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos. Las modificaciones de aminoacidos
se pueden introducir mediante técnicas convencionales conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al
sitio, clonacién molecular, mutagénesis dirigida a oligonucleétido y mutagénesis mediada por PCR aleatoria en el
acido nucleico que codifica los anticuerpos. Las sustituciones de aminoacidos conservativas incluyen aquéllas en las
que el resto de aminoacidos se sustituye con un resto de aminoacido que tiene propiedades estructurales o quimicas
similares. En la técnica se han definido familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares.
Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales ramificadas beta (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano).
Para un experto en la materia sera evidente que también se pueden usar otras clasificaciones de familias de restos
de aminoacidos distintas de la usada anteriormente. Ademads, una variante puede tener sustituciones de
aminoacidos no conservativas, por ejemplo, sustitucion de un aminoacido con un resto de aminoacido que tenga
propiedades estructurales o quimicas diferentes. Las variaciones menores similares también pueden incluir
deleciones o inserciones de aminoacido, o ambas. Las directrices para determinar qué restos de aminoéacidos se
pueden sustituir, insertar o someter a delecion sin suprimir la actividad inmunolégica se pueden encontrar usando
programas informaticos bien conocidos en la técnica. Los algoritmos informaticos tales como, entre otros, Gap o
Bestfit, conocidos por una persona experta en la materia se pueden usar para alinear secuencias de aminoacidos de
forma 6ptima y para definir restos de aminoacidos similares o idénticos.

Las variantes funcionales pueden tener las mismas o diferentes afinidades, ya sea mas elevadas sumas bajas, en
comparacion con el anticuerpo precursor pero ademas ser capaces de unirse de forma especifica al virus de la rabia
o un fragmento del mismo, y pueden tener la misma actividad neutralizante del virus de la rabia o mas elevada o
menor, que el anticuerpo precursor.

En una realizacién especifica, la formulacion de acuerdo con la invencién comprende un primer anticuerpo
monoclonal del virus anti-rabia que tiene una cadena ligera kappa y un segundo anticuerpo monoclonal del virus
anti-rabia que tiene una cadena ligera lambda. Esto permite una determinacion facil de la concentracion de
anticuerpos para cada anticuerpo, ya que los ELISA especificos se pueden realizar para cada una de las cadenas
ligeras kappa y lambda.

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a una preparacion de
moléculas de anticuerpo de una composicién molecular unica. Un anticuerpo monoclonal presenta una especificidad
de unién y la afinidad hacia un epitopo en particular Unicas. Los anticuerpos monoclonales de la invenciéon (CR57 y
CR4098 y variantes funcionales de los mismos) para las formulaciones de la presente invenciéon son anticuerpos
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humanos y se encuentran en la clase de IgG de anticuerpos, preferentemente 1gG1.

Los métodos para produccion de anticuerpos monoclonales se conocen bien en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Antibodies: A Laboratory Manual, Editado por: E. Harlow y D Lane (1988), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, que se incorpora en el presente documento por referencia.

La expresion "union de forma especifica" se refiere a la unién de forma inmunoespecifica a un antigeno o un
fragmento del mismo y no a la unién de forma inmunoespecifica a otros antigenos. Un anticuerpo monoclonal que se
une de forma inmunoespecifica a un antigeno se puede unir a otros péptidos o polipéptidos con una afinidad menor
tal como se determina, por ejemplo, mediante radioinmunoensayos (RIA), ensayos de inmunoabsorcion unida a
enzimas (ELISA), BIACORE, u otros ensayos conocidos en la técnica. Los anticuerpos monoclonales o fragmentos
de los mismos que se unen de forma inmunoespecifica a un antigeno pueden tener reaccion cruzada con antigenos
relacionados. Preferentemente, los anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos que se unen de forma
inmunoespecifica a un antigeno no tienen reactividad cruzada con otros antigenos.

Por "excipiente farmacéuticamente aceptable" se hace referencia a cualquier sustancia inerte que se combina con
una molécula activa tal como anticuerpo monoclonal para preparar una forma de dosificacion satisfactoria o
conveniente. El "excipiente farmacéuticamente aceptable" es un excipiente que no es téxico para los receptores en
las dosificaciones y concentraciones usadas, y es compatible con otros ingredientes de la formulaciéon que
comprende el anticuerpo monoclonal.

La expresion "producto secundario" incluye productos no deseados, que quitan valor o disminuyen la proporcion de
anticuerpo terapéutico/profilactico en una formulacion dada. Los productos secundarios habituales incluyen
agregados del anticuerpo, fragmentos del anticuerpo, por ejemplo producidos por degradacion del anticuerpo
mediante desamidacién o hidrdlisis, o mezclas de los mismos. Por lo general, los agregados son complejos que
tienen un peso molecular superior al del anticuerpo mondmero. Los productos de degradacion del anticuerpo pueden
incluir, por ejemplo, fragmentos del anticuerpo, por ejemplo, provocados por desamidacion o hidrélisis. Por lo
general, los productos de degradacion son complejos que tienen un peso molecular inferior al del anticuerpo
monémero. En el caso de un anticuerpo de IgG, tales productos de degradacion tienen un peso inferior a
aproximadamente 150 kD.

Una formulacioén "estable/estabilizada" como se usa en el presente documento es una en la que el anticuerpo en la
misma retiene esencialmente en su estabilidad/identidad/integridad fisica y/o estabilidad/identidad/integridad quimica
y/o actividad biolégica después de su almacenamiento. En la técnica estan disponibles diversas técnicas analiticas
para la medicién de la estabilidad de la proteina y se revisan en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent
Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N. Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993),
por ejemplo. La estabilidad se puede medir a una temperatura seleccionada y otras condiciones de almacenamiento
durante un periodo de tiempo seleccionado. La estabilidad se puede determinar mediante al menos uno de los
métodos seleccionados entre el grupo que consiste en inspeccion visual, SDS-PAGE, |IEF, HPSEC, RFFIT, y ELISA
de kappa/lambda. Un anticuerpo monoclonal "retiene su estabilidad fisica" en una formulaciéon farmacéutica, si no
muestra signos de agregacion, precipitacion y/o desnaturalizacion después de examen visual de color y/o
transparencia, o tal como se mide mediante dispersion de luz UV, SDS-PAGE o mediante cromatografia por
exclusion de tamafio (HPSEC) (alta presion). Preferentemente, cuando se usan las formulaciones de acuerdo con la
invencion, un 5 % o menos, por lo general 4 % o menos, preferentemente 3 % o menos, mas preferentemente 2 %
en particular un 1 % o menos de los anticuerpos forma agregados tal como se mide mediante HPSEC o cualquier
otro método adecuado para medir la formacién de agregacion. Por ejemplo, un anticuerpo se considera estable en
una formulacién en particular si el anticuerpo mondémero tiene una pureza = a aproximadamente un 90 %,
preferentemente = a aproximadamente un 95 %, en particular 2 a aproximadamente un 98 % tal como se mide
mediante HPSEC después de un cierto periodo de tiempo determinado previamente en ciertas condiciones de
almacenamiento en dicha formulacion en particular. Por lo tanto, los anticuerpos CR57 y CR4098 son estables en
las formulaciones de la invencion después de su almacenamiento a 5 + 3° durante al menos 18 meses, es decir, el
pico del monémero en el cromatograma de HPSEC comprende un area > 95 % del area total de todos los picos (en
la Tabla 9 se puedes observar que el drea de pico principal es incluso > 99 %). La estabilidad quimica se puede
evaluar por deteccion y cuantificacion de las formas de la proteina quimicamente alteradas. La alteracion quimica
puede implicar modificacién de tamarfo (por ejemplo, recorte) que se puede evaluar usando (HP)SEC, SDS-PAGE
y/o espectrometria de desorcién e ionizacién por laser asistida por matriz-tempo de vuelo (MALDI/TOF MS), por
ejemplo. Otros tipos de alteracion quimica incluyen alteracion de carga (por ejemplo, que se produce como resultado
de desamidacion) que se puede evaluar mediante cromatografia el intercambio idnico, por ejemplo. Un anticuerpo
"retiene su actividad biolégica" en una formulacién farmacéutica en un momento dado, si la actividad bioldgica del
anticuerpo en un momento dado es al menos aproximadamente un 90 % (dentro de los errores del ensayo) de la
actividad biolégica presentada en el momento en el que se prepard la formulacion farmacéutica tal como se
determina en un ensayo de union a antigeno ensayo neutralizante de virus, por ejemplo.

"Aproximadamente", como se usa en la presente solicitud, se refiere a + 10 %, a menos que se indique de otro
modo.
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En un primer aspecto, la invencion incluye una formulaciéon farmacéutica que comprende al menos un principio
activo, preferentemente en una cantidad terapéuticamente eficaz, y al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Preferentemente, la formulacion farmacéutica comprende un tampdn citrato, un agente de tonicidad, un
tensioactivo y dos anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia, en la que los anticuerpos son diferentes entre si. La
formulacion puede ser solida, por ejemplo, congelada o liofilizada, pero preferentemente es liquida, por ejemplo
acuosa. La formulaciéon puede comprender al menos dos anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia distintos, en
particular (i) CR57 (anticuerpo con secuencia de aminoacidos de cadena pesada SEQ ID NO: 1 y cadena ligera SEQ
ID NO: 2) o una variante funcional del mismo y (ii) CR4098 (anticuerpo con secuencia de aminoacidos de cadena
pesada SEQ ID NO: 3 y cadena ligera SEQ ID NO: 4) o una variante funcional del mismo.

En una realizacién especifica, la formulacion de acuerdo con la invencion tiene una potencia de neutralizacion del
virus de la rabia que varia de aproximadamente 250 |U/ml a aproximadamente 1500 |U/ml, por ejemplo de
aproximadamente 300 IU/ml a aproximadamente 1400 IU/ml, por lo general de aproximadamente 380 IU/ml a
aproximadamente 1350 IU/ml. Esta bien dentro del alcance de una persona experta en la materia hacer mediciones
de neutralizacion del virus de la rabia. La neutralizacion se puede medir, por ejemplo, como se describe en
Laboratory techniques in rabies, Editado por: F.-X. Meslin, M.M. Kaplan y H. Koprowski (1996), 42 edicién, Capitulos
15-17, Organizacién Mundial de la Salud, Ginebra. Un ensayo adecuado y conocido para la neutralizacion de
actividad es un ensayo de RFFIT.

En una realizacion, la potencia neutralizante del virus de la rabia de las formulaciones de la invencion después de 12
meses de almacenamiento a 5+3°C es al menos un 80 %, preferentemente al menos un 90 %, mas
preferentemente al menos un 95 %, mas preferentemente al menos un 98 %, y que en particular un 100 % de la
potencia neutralizante del virus de la rabia de las formulaciones de la invencion antes de su almacenamiento. En
ciertas realizaciones, la potencia neutralizante del virus de la rabia de las formulaciones de la invencién después de
3 meses de almacenamiento a 25+2°C es al menos un 90 %, preferentemente al menos un 95 %, mas
preferentemente al menos un 98 %, y en particular un 100 % de la potencia neutralizante del virus de la rabia de las
formulaciones de la invencion antes de su almacenamiento.

Las formulaciones de acuerdo con la invencion comprenden un tensioactivo, también conocido como estabilizante.
Los tensioactivos pueden incluir, pero no se limitan a, polisorbatos. La persona experta es consciente de que se
pueden usar otros tensioactivos, por ejemplo detergentes no idnicos o idnicos, siempre y cuando sean
farmacéuticamente aceptables, es decir, adecuados para su administracion a seres humanos. En una realizacion
preferente la invencion proporciona una formulacién de acuerdo con la invencion, en la que el tensioactivo es un
polisorbato tal como polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 65 o polisorbato 80, con el polisorbato
80 siendo preferente. En una realizacion, el polisorbato 80 esta presente en las formulaciones en una cantidad de
aproximadamente un 0,0005 % en p/v a aproximadamente un 0,05 % en p/v, preferentemente de aproximadamente
un 0,005 % en p/v a aproximadamente un 0,03 % en p/v, mas preferentemente de aproximadamente un 0,008 % en
p/v a aproximadamente un 0,015 % en p/v. En una realizacién preferente, el polisorbato 80 esté presente en una
cantidad de aproximadamente un 0,01 % en p/v.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona formulaciones de acuerdo con la invencion, en las que el tampoén
de citrato, por ejemplo tampén de deshidrato de citrato sédico (2,5 mg/ml)/monohidrato de acido citrico (0,3 mg/ml),
esta presente a una concentracion de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 25 mM, preferentemente de
aproximadamente 7 mM a aproximadamente 20 mM, mas preferentemente de aproximadamente 8 mM a
aproximadamente 15 mM, y en particular de aproximadamente 9 mM a aproximadamente 12 mM. En una realizacion
preferente, el tampdn de citrato esté presente a una concentracion de aproximadamente 10 mM.

En ciertas realizaciones la invencién se refiere a formulaciones de acuerdo con la invencion, en las que el pH varia
de aproximadamente 5,2 a aproximadamente 6,8, por lo general de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5,
preferentemente de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,3, mas preferentemente de aproximadamente 5,8 a
aproximadamente 6,2 y en particular de aproximadamente 5,9 a aproximadamente 6,1. En una realizacion
preferente el pH es aproximadamente 6,0.

En una realizacion no limitante, especifica, el agente de tonicidad es el cloruro sédico. Por ejemplo, como agentes
de tonicidad también se pueden usar otras sales, o por ejemplo azicares, y similares, siempre y cuando sean
farmacéuticamente aceptables, tal como sabe la persona experta. En ciertas realizaciones de la invencion, el agente
de tonicidad esta presente a una concentracion de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 250 mM, por lo
general de aproximadamente 75 mM a aproximadamente 225 mM, preferentemente de aproximadamente 100 mM a
aproximadamente 200 mM, y mas preferentemente de aproximadamente 125 mM a aproximadamente 175 mM. En
una realizacion preferente, el agente de tonicidad esta presente a una concentracion de aproximadamente 150 mM.
En ciertas realizaciones, la osmolalidad de las formulaciones de acuerdo con la invencién varia de aproximadamente
250 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg, preferentemente de aproximadamente 270 mOsm/kg a
aproximadamente 330 mOsm/kg, mas preferentemente de aproximadamente 280 mOsm/kg a aproximadamente
320 mOsm/kg, y en particular de aproximadamente 290 mOsm/kg a aproximadamente 310 mOsm/kg. En una
realizacién preferente, la osmolalidad es aproximadamente 300 mOsm/kg. En otras palabras, las formulaciones
preferentemente son sustancialmente isotdnicas, es decir, tienen sustancialmente la misma presién osmaética que la
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sangre humana. La isotonicidad se puede medir usando osmémetros de tipo presion de vapor o congelacion en
hielo, por ejemplo. La osmolalidad de las formulaciones de la invencién se puede regular, por ejemplo, con uno o
mas agentes de tonicidad.

La concentracion de cada anticuerpo en las formulaciones de la invencién estd preferentemente entre
aproximadamente 0,1 y 2,0 mg/ml, por lo general entre aproximadamente 0,1 y 1 mg/ml. En ciertas realizaciones no
limitantes, la concentracion de cada anticuerpo es de 0,15 (+ 20 %) mg/ml. En otras realizaciones no limitantes, cada
anticuerpo esta presente en una concentracion de 0,3 (+x 20 %) mg/ml (es decir, un total de 0,6 mg/ml para dos
anticuerpos).

En ciertas realizaciones, la proporcién (proteina) de los dos anticuerpos esta entre 5:1 y 1:5, preferentemente entre
2:1y 1:2 y en particular a aproximadamente 1:1.

Ademas, la formulacion de acuerdo con la invencion puede comprender otros excipientes que incluyen, pero no se
limitan a, aminoacidos y sales de los mismos, azucares, proteinas, diluyentes, agentes solubilizantes, modificadores
del pH, agentes calmantes, tampones adicionales, otras aves inorganicas u organicas, antioxidantes, o similares.
Preferentemente, sin embargo, las formulaciones de la presente invencién no comprenden otros excipientes cerca
de un tampodn de citrato, un agente de tonicidad y un tensioactivo.

En las formulaciones de acuerdo con la invencién, los anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia CR57 y CR4098
son estables de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 8 °C durante al menos aproximadamente 1 afo, por lo
general al menos aproximadamente 18 meses. Preferentemente, pueden ser estables a aproximadamente 2-8 °C
durante al menos aproximadamente 2 afos, més preferentemente 3 afios.

Ademas, los anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia son estables en las formulaciones de acuerdo con la
invencién a aproximadamente 25+ 2°C durante al menos aproximadamente 2 meses. Ademas de eso, los
anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia son estables en las formulaciones de acuerdo con la invenciéon a
aproximadamente 40 £ 2 °C durante al menos 2 semanas.

En ciertas realizaciones, las formulaciones son adecuadas para su administracion por via la intramuscular, por via
intradérmica, por via subcutanea, inyectadas por via local en una herida, o una combinacion de las mismas. Por lo
tanto, las formulaciones son preferentemente estériles. Los métodos para preparar formulaciones estériles se
conocen bien en la técnica incluyen filtracion a través de membranas de filtracidn estéril o proceso de autoclave de
los ingredientes de la formulacion, con la excepcién de los anticuerpos, a aproximadamente 120 °C durante
aproximadamente 30 minutos, por ejemplo.

En realizaciones preferentes las formulaciones estan sustancialmente libres de endotoxinas. Las endotoxinas son
complejos de bajo peso molecular de aproximadamente 10 kDa que estan asociadas con la pared celular externa de
bacterias gram-negativas y pueden producir reacciones pirogénicas después de su administracién parenteral a un
paciente. Por consiguiente, la FDA ha establecido un limite superior de 5 EU por dosis por kilogramo de peso
corporal en un periodo individual de una hora para aplicaciones de farmaco intravenosas (véase, por ejemplo, The
United States Pharmacopeial Convention (USP), Pharmacopeial Forum 26 (1): 223 (2000)). En ciertas realizaciones,
la formulacién tiene una concentraciéon de endotoxina inferior a aproximadamente 5,0 unidades de endotoxina por
mililitro (EU/ml) (en el presente documento, una concentracion inferior a aproximadamente 5,0 EU/ml se refiere a
sustancialmente sin endotoxinas), preferentemente inferior a aproximadamente 2,5 EU/ml, méas preferentemente
inferior a aproximadamente 1,0 EU/ml, incluso mas preferentemente inferior a aproximadamente 0,5 EU/ml y en
particular inferior a aproximadamente 0,30 EU/ml. En cierta realizaciéon, la formulacion tiene una concentraciéon de
endotoxina que varia de aproximadamente 0,001 EU/ml a aproximadamente 5,0 EU/ml. Los métodos para la
medicidon de endotoxinas son conocidos por una persona experta en la materia e incluyen, pero no se limitan a,
ensayos coagulacién de gel, ensayos turbidimétricos (espectrofotométricos) y ensayos cromogénicos.

La "profilaxis después de la exposicion" (PEP) esta indicada para personas expuestas posiblemente a un animal con
rabia. Las exposiciones posibles incluyen exposicién a mordeduras (es decir, cualquier penetracion de la piel con los
dientes) incluyendo mordeduras de animal, y exposicion que no es mordedura. Las formulaciones de acuerdo con la
invencion se pueden administrar a un sujeto con necesidad de las mismas para su uso en prevencion y/o
tratamiento, por ejemplo profilaxis después de la exposicién, de una infeccidon por el virus de la rabia. Las
formulaciones de la invencion se pueden usar en conjunto con otras moléculas utiles en diagndstico, profilaxis y/o
tratamiento del virus de la rabia. Por ejemplo, se pueden coadministrar con una vacuna frente al virus de la rabia.
Como alternativa, la vacuna también se puede administrar antes o después de la administracion de las
formulaciones de la invencion. La administracion de las formulaciones de la invencion con una vacuna es adecuada
para profilaxis después de la exposicidn. Las vacunas para la rabia incluyen, pero no se limitan a, vacuna de células
embrionarias de pollo purificadas (PCEC) (RabAvert, Rabipur), vacuna de células diploides humanas (HDCV;
vacuna Imovax) o vacuna de la rabia adsorbida (RVA). Preferentemente, se administra un solo bolo de las
formulaciones de la invencién. El régimen de dosificaciéon de profilaxis después de la exposicion es la administracion
de cinco dosis de vacuna de la rabia por via intramuscular en el musculo deltoides los dias 0, 3, 7, 14 y 28 después
de la exposicién en individuos no inmunizados previamente frente al virus de la rabia. Las formulaciones de acuerdo
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con la invencion se deberian administrar en y alrededor de las heridas el dia 0 o de otro modo tan pronto como fuera
posible después de la exposicidn, con el volumen restante siendo administrado por via intramuscular en un sitio
alejado de la vacuna. A los individuos no vacunados se les avisa de la administracion de anticuerpos del virus anti-
rabia. Se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpo o anticuerpos, cantidad que es eficaz o al
menos parcialmente eficaz para PEP de la rabia, es decir, el virus de la rabia se neutraliza.

En un aspecto mas la invencién proporciona una forma de dosificacién unitaria farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de una formulacién de acuerdo con la invencion para tratamiento de profilaxis después de la
exposicion de un sujeto a través de administracion de la forma de dosificacién al sujeto. En una realizacion
preferente el sujeto es un ser humano. El ser humano puede ser un adulto o puede ser un nifio. La expresién "forma
de dosificacion unitaria farmacéutica”, como se usa en el presente documento, se refiere a una unidad fisicamente
separada adecuada como dosificaciones unitarias para los sujetos a tratar, con cada unidad conteniendo una
cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico/profilactico deseado en
asociacion con el vehiculo, diluyente o excipiente farmacéutico necesario.

La forma de dosificacion unitaria puede ser un envase que comprende la formulacién. Los envases adecuados
incluyen, pero no se limitan a, ampollas, viales, frascos, jeringas y tubos de ensayo cerrados herméticamente. Los
envases se pueden formar a partir de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico y pueden tener un
puerto de acceso estéril (por ejemplo el envase puede ser un vial que tiene un tapén que se puede perforar con una
aguja de inyeccién hipodérmica). En una realizacion preferente el envase es un vial. El vial comprende
preferentemente un volumen de aproximadamente 0,3 ml a aproximadamente 3 ml. Preferentemente, el vial contiene
anticuerpos del virus anti-rabia en una cantidad de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 2,0 mg. En una
realizacién el vial contiene un total of 750-2000 |U de anticuerpos monoclonales neutralizantes del virus de la rabia
por vial. Este tipo de vial se puede usar de forma adecuada para administracion a un adulto, mientras que un vial
que contiene un total de 250-750 IU de anticuerpos monoclonales neutralizantes del virus de la rabia por vial se
puede usar de forma adecuada para administraciéon a un nifio. Los anticuerpos por lo general se formulan en las
formulaciones de la invenciéon en una cantidad terapéuticamente eficaz. Los regimenes de dosificacion se pueden
ajustar para proporcionar la respuesta deseada éptima (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Un intervalo de
dosificacion adecuado puede ser, por ejemplo, 10-30 IU/kg de peso corporal, tal como aproximadamente 20 IU/kg de
peso corporal.

La forma de dosificaciéon unitaria farmacéutica puede estar presente en un kit, que comprende adicionalmente
instrucciones para su uso. El kit puede comprender adicionalmente mas envases que comprenden excipientes
farmacéuticamente aceptables e incluyen otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del
usuario, incluyendo filtros, agujas, jeringas. Con los kits pueden estar asociadas instrucciones incluidas normalmente
en envases comerciales de productos terapéuticos, profilacticos o de diagnodstico, que contienen informaciéon por
ejemplo con respecto a las indicaciones, uso, dosificacion, fabricaciéon, administracion, contraindicaciones y/o
advertencias con respecto al uso de tales productos terapéuticos, profilacticos o de diagnéstico. En ciertas
realizaciones el kit compren instrucciones para usar el volumen apropiado necesario para conseguir una dosis de
aproximadamente 5 1U/kg a aproximadamente 40 1U/kg, por ejemplo 20 |U/kg.

Ademas, la presente invencion se refiere a un método para mejorar el almacenamiento de dos anticuerpos
monoclonales del virus anti-rabia en uno, por ejemplo, una formulacién individual formulando los anticuerpos (CR57
y CR4098 o variantes funcionales) en una formulacién farmacéutica liquida de acuerdo con la invencién. The
formulaciéon se puede almacenar a una temperatura de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 40 °C, por
ejemplo entre aproximadamente 2-8 °C. Sin embargo, las formulaciones también se pueden almacenar a
temperaturas inferiores a 2 °C, por ejemplo a aproximadamente -20 °C, -70 °C, etc. Al almacenar los anticuerpos en
las formulaciones especificas de acuerdo con la invencion, la cantidad de formacion de producto secundario de los
anticuerpos se reduce. Por razones practicas, es preferente almacenar los anticuerpos individuales CR57 y CR4098
congelados, por ejemplo a -70 = 10°, antes de su mezcla, mientras que el producto final (céctel de CR57 y CR4098)
se almacena preferentemente en forma liquidaa 5 + 3 °C.

En un aspecto mas la invenciéon también se refiere a formulaciones farmacéuticas liquidas que comprenden un
anticuerpo monoclonal del virus anti-rabia individual, es decir, cualquiera de CR57 o CR4098 o una variante
funcional de uno de éstos. Preferentemente, estas formulaciones comprenden todas las caracteristicas y excipientes
que se han descrito anteriormente en el presente documento. Por lo tanto, en realizaciones preferentes contienen
tampodn de citrato (5-25 mM) y tienen un pH 5,5-6,5, por ejemplo aproximadamente 6,0; contienen un agente de
tonicidad (por ejemplo, cloruro sédico, 50-250 mM, por ejemplo aproximadamente 150 mM); comprenden un
tensioactivo, por ejemplo polisorbato 80 (0,0005 %-0,05 %, por ejemplo aproximadamente un 0,01 %), y son
preferentemente sustancialmente isotdnicas, estériles y sustancialmente libres de endotoxina. A continuaciéon se
indican las caracteristicas y excipientes que podrian diferenciarse de los descritos anteriormente para formulaciones
que comprenden dos anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia diferentes.

En ciertas realizaciones, las formulaciones de acuerdo con la invencion pueden comprender un anticuerpo

monoclonal del virus anti-rabia individual en una cantidad de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente
6,0 mg/ml, por lo general de aproximadamente 1,0 mg/ml a aproximadamente 4,0 mg/ml, por ejemplo de
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aproximadamente 2,0 mg/ml a aproximadamente 3,0 mg/ml. En una realizaciéon especifica, la formulacién tiene una
potencia de neutralizacion del virus de la rabia que varia de aproximadamente 300 IlU/mg a aproximadamente
1600 1U/mg, por ejemplo de aproximadamente 500 IU/mg a aproximadamente 1250 |IU/mg. Las formulaciones que
comprenden un anticuerpo individual como se ha descrito anteriormente se pueden combinar/mezcla con otro para
obtener las formulaciones de la invencién que comprenden dos anticuerpos, es decir, un coctel de anticuerpos.

Ejemplos

Para ilustrar la invencion, se proporcionan los siguientes ejemplos. Los ejemplos no pretenden limitar el alcance de
la invenciéon en modo alguno. En general, la practica de la presente invenciéon usa, a menos que se indique de otro
modo, técnicas convencionales de quimica, biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante, inmunologia tal
como tecnologia de anticuerpos y técnicas convencionales de preparacion de polipéptidos como se describe en
Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Antibody Engineering
Protocols (Methods in Molecular Biology), volumen 51, Ed.: Paul S., Humana Press (1996); Antibody Engineering: A
Practical Approach (Practical Approach Series, 169), Eds.: McCafferty J. et al., Humana Press (1996); Antibodies: A
Laboratory Manual, Harlow y Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999); y Current Protocols in Molecular
Biology, Eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons (1992), por ejemplo.

Las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos CR57 y CR4098 se muestran en la Tabla 10. La identificacion,
planeacion, preparacion y caracterizacion de estos anticuerpos del virus anti-rabia neutralizantes se ha descrito con
detalle en el documento WO 2005/118644. Los anticuerpos se prepararon a gran escala de una manera
esencialmente similar. Un cultivo de partida de células PER.C6 que expresan de forma estable un anticuerpo del
virus anti-rabia se descongelo, las células se cultivaron y los cultivos se expandieron y se usaron para inocular un
biorreactor. El biorreactor funcionaba primero en modo discontinuo seguido de modo semicontinuo. El medio que
contenia el anticuerpo respectivo se cosechd y se aclaré6 mediante centrifugacion y se filtrdé antes del procesamiento
corriente abajo adicional. El proceso de purificacion corriente abajo consistia en etapas de cromatografia vy filtracion
convencionales seguido de un intercambio de tampdn por intercambio de formulacién que carecia de polisorbato 80
y concentracidon para obtener la concentracién deseada del anticuerpo. Después de la adicién y filtracion de
polisorbato 80, la sustancia farmacoldgica obtenida (cualquiera del anticuerpo CR57 o anticuerpo CR4098) se
almacen6é a -80°C hasta su uso adicional. Para la preparaciéon en producto farmacolégico, las sustancias
farmacoldgicas se diluyeron con tampén de formulacion, las concentraciones del anticuerpo se midieron, y ambas
diluciones de anticuerpo se mezclaron y se filiraron antes de la carga final.

Para estudios de estabilidad se prepararon y analizaron diferentes formulaciones de las sustancias farmacoldgicas
(anticuerpos individuales) y el producto farmacolégico (coctel de anticuerpos). Las muestras de las diferentes
formulaciones se analizaron a diferentes momentos y temperaturas usando diversos métodos analiticos bien
conocidos en la técnica.

Para evaluar los efectos estabilizantes de los diferentes tampones de la formulacion en el anticuerpo CR57, el
anticuerpo CR4098 y mezclas de los mismos se usaron HPSEC, SDS-PAGE (reducida y no reducida),
concentracion de proteina (A280), IEF, aspecto, pH, y osmolalidad.

HPSEC se us6 en parte para evaluar la presencia de productos de degradacién de los anticuerpos debido a
agregacion o protedlisis. SDS-PAGE se us6 en parte para evaluar la integridad del anticuerpo intacto y la presencia
de impurezas y productos de degradacion potencial. La concentracion de proteinas en indio para evaluar el
mantenimiento de la concentracion de proteina de la formulaciéon dentro de un intervalo aceptable. IEF se usé para
evaluar la presencia e integridad de isoformas de anticuerpo que pueden estar presentes en las formulaciones y
para controlarlas en el tiempo para evaluar cambios que se pueden producir debido a la desaminacion o pérdida de
acido sialico. El aspecto de las formulaciones se observé basandose en inspeccion visual para claridad, color y la
presencia de particulas. El pH se midié para evaluar el mantenimiento del pH de la formulaciéon dentro de un
intervalo aceptable de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. La osmolalidad se midié para evaluar el
mantenimiento de la osmolalidad de la formulacion dentro del intervalo aceptable de aproximadamente
250 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg.

En un primer estudio, se sometieron a ensayo diferentes sistemas de tampoén. Para ese fin, las formulaciones de
anticuerpos del virus anti-rabia formuladas en tampones de citrato se compararon con formulaciones de anticuerpos
del virus anti-rabia formulado en tampones de fosfato. Las formulaciones que comprenden cualquiera de CR57
(0,1 mg/ml), CR4098 (0,15 mg/ml) o una mezcla/céctel (mezcla a 1:1,5) de CR57 (0,1 mg/ml) y CR4098 (0,15 mg/ml)
en un tampén de citrato 20 mM (pH 6,0) o un tampdn de citrato 20 mM (pH 6,5) eran estables después de su
almacenamiento hasta 4 semanas a 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental, un 25 + 2°/60 + 5 % de humedad relativa y
un 40 £ 2°/75 £ 5 % de humedad relativa como se indica mediante analisis de HPSEC. Todas las formulaciones
tenian una pureza de anticuerpo monémero (% de area) > 96 % como se determina mediante HPSEC (véanse las
Figuras 1-3). Las formulaciones que comprenden cualquiera de CR57 (0,1 mg/ml), CR4098 (0,15 mg/ml) o una
mezcla (mezcla a 1:1,5) de CR57 (0,1 mg/ml) y CR4098 (0,15 mg/ml) en un tampdn de fosfato 20 mM (pH 7,0)
tenian una pureza de anticuerpo monémero que era significativamente menor después de su almacenamiento hasta
4 semanas a 40 £ 2°/75 + 5 % de humedad relativa en comparacion con formulaciones en los tampones de citrato
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durante el mismo periodo de tiempo y en las mismas condiciones de temperatura (véanse las Figuras 1-3). Cuando
el polisorbato 80 (0,01 % en p/v) se afiadia al tampdn de fosfato, la pureza de anticuerpo mondémero disminuia
adicionalmente a valores de aproximadamente un 70 % para CR4098 y aproximadamente un 85 % para CR57 y la
mezcla después de su almacenamiento hasta 4 semanas a 40 +2°/75 +5 % de humedad relativa (véanse las
Figuras 1-3). Los resultados muestran claramente que la estabilidad de los anticuerpos separados asi como la
mezcla de anticuerpos es superior en tampones de citrato en comparacion con tampones de fosfato. En los
tampones de fosfato, los anticuerpos se degradan a través de fragmentacién. Los anticuerpos son igualmente
estables en formulaciones que comprenden tampones de citrato de pH 6,0 y pH 6,5. Ademas, se llegé a la
conclusion de que la adicion de polisorbato 80 en tampones de fosfato causa impurezas de anticuerpo adicionales.
Los resultados encontrados con HPSEC se confirmaron con otros métodos de analisis incluyendo IEF y SDS-PAGE
(reducir y no reducida) (los datos no se muestran). Basandose en el estudio, se us6 citrato como un sistema de
tampon.

Para determinar la concentracion éptima de tensioactivo de las formulaciones, se analizaron formulaciones basadas
en citrato que comprendian diferentes concentraciones de polisorbato 80 (véase la Tabla 1). Las formulaciones se
prepararon como sigue a continuacion. Los anticuerpos CR57 y CR4098 (sustancias farmacoldgicas) se prepararon
esencialmente como se ha descrito anteriormente. Estos se filtraron con un filtro de 0,1 gm. La concentracion de
proteina era la misma que anteriormente y después de filtracion, se midié mediante determinacién de concentracion
de proteina A280. La concentracion de CR57 era de 2,5 mg/ml y la concentracion de CR4098 era de 1,0 mg/ml. A
continuacion, se prepar6 un tampén que contenia citrato 10 mM (pH 6,0) y cloruro sédico 50 mM y un tampén que
contenia citrato 10 mM (pH 6,0), cloruro sédico 50 mM y polisorbato 80 al 5 %. Las formulaciones se prepararon
como se describe en la Tabla 2. El volumen final se alcanzé con un tampén que contenia citrato 10 mM (pH 6,0) y
cloruro sédico 50 mM. La osmolalidad de todas las formulaciones se determiné y se afiadié cloruro sédico para llevar
las formulaciones hasta una osmolalidad de aproximadamente 300 mOsm/kg (isoosmoética), es decir, la
concentracion final de cloruro sédico en las formulaciones era 150 mM. Por ultimo, todas las formulaciones se
filtraron con filtros de 0,22 ym y se rellenaron (400 ul) en tubos Eppendorf de 2 ml para todos los ensayos con la
excepcion del ensayo de aspecto, estudio de agitacion y analisis de pH, en los que se usaron viales de inyeccién de
5 ml (cargados con 2 ml de muestra) cerrados con tapones de 20 mm y cerrados herméticamente con tapas de
aluminio. Las formulaciones se almacenaron en armarios de estabilidad a 5+ 3 °C/humedad relativa ambiental,
25+ 2°/60 £ 5 % de humedad relativa, o 40 £ 2°/75 +5 % de humedad relativa. En los momentos indicados, se
tomaron dos muestras y se analizaron in monoplo de acuerdo con el programa tal como se muestra en la Tabla 3.

Como ya se ha indicado anteriormente, la concentracién de proteina era la misma antes y después de su filtracion
tal como se mide mediante determinacién de concentracion de proteina A280.

Los resultados del analisis de HPSEC se muestran en la Tabla 4. Los componentes proteicos se separaron a través
de HPSEC usando un método de elucion isocratica, que permite un analisis rapido y una resolucion elevada de los
componentes proteicos y también tiene un aumento de la reproducibilidad. Los resultados muestran que a t=0
semanas todas las formulaciones tenian una pureza tal como se determina por HPSEC de un 98-100 %. Todas las
formaciones presentaban una pureza comparable a t = 13 semanas (y todos los momentos intermedios entre t=0y
t=13 semanas) en comparacion con t=0 semanas a 5 3°C/humedad relativa ambiental (es decir 2-
8 °C/humedad relativa ambiental), lo que indica estabilidad a esta temperatura durante al menos 13 semanas.
Solamente para la formulacion 2 la pureza at =8 y t = 13 semanas estaba justo por debajo de un 98 %. Ademas, a
partir de la Tabla 4 se lleg6 a la conclusién de que a 25 + 2°/60 £+ 5 % de humedad relativa todas las formulaciones
en todos los momentos presentaban una pureza superior a un 95 %, lo que indica que los anticuerpos también son
estables durante al menos 13 semanas a esta temperatura. A una temperatura elevada de 40 +2°/75+5 % de
humedad relativa todas las formulaciones presentaban una pureza > 95 % en las primeras los semanas, lo que
indica que los anticuerpos son estables durante al menos dos semanas a esta temperatura elevada. En todos los
momentos mas alla de dos semanas, todas las formulaciones presentaban una pureza superior a aproximadamente
un 90 %, lo que indica que los anticuerpos son relativamente estables durante al menos 13 semanas a esta
temperatura elevada. Las impurezas encontradas con este método incluian agregados y fragmentos de los
monomeros de anticuerpo. Los resultados indicaban adicionalmente que las formulaciones con un 0,01 % (p/v) de
polisorbato 80 tenian una pureza més elevada que las formulaciones similares con un 0,03 % (p/v) de polisorbato 80
(comparar la pureza de la formulacion 1 con 2, formulacién 3 con 4, y formulacién 5 con 6). Para ambas
composiciones de polisorbato se observaron las mismas impurezas.

Los resultados del analisis de SDS-PAGE eran coherentes con los datos encontrados con HPSEC. Sobre la base
del analisis de SDS-PAGE no reducida y reducida, las formulaciones almacenadas a 5 + 3 °C/humedad relativa
ambiental y 25 + 2°/60 + 5 % de humedad relativa no presentaban signos de degradacion significativa en todos los
momentos cuando se comparaban con un patrén de referencia, mientras que se encontré una cierta degradacion
menor en los diferentes momentos de las formulaciones almacenadas a 40 + 2°/75 £ 5 % de humedad relativa (los
datos no se muestran). No se observaron diferencias para todas las formulaciones entre las diferentes
concentraciones de polisorbato 80.

La identificacion de las muestras de anticuerpo a través de SDS-PAGE solamente confirma la integridad de los
anticuerpos, pero no ilustra su estado nativo o desnaturalizado. |IEF llustra el pl de los anticuerpos y también es util

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2602275713

en indicar la microheterogenicidad conformacional de los anticuerpos. La combinacion de IEF con SDS-PAGE es
una poderosa herramienta para la deteccion de diferencias incluso pequefias en estructuras y propiedades de
anticuerpos. Basandose en los resultados de IEF, para todas las formulaciones no se encontraron diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones de polisorbato 80 (los datos no se muestran). Cuando las
formulaciones se almacenaron a 40 + 2°/75 £+ 5 % de humedad relativa, se observé degradacién menor (lo mas
probablemente debido a la desamidacion) desde el momento t = 6 semanas.

ESa inspeccion visual de la claridad y color de todas las formulaciones almacenadas a 5 + 3 °C/humedad relativa
ambiental, 25 +2°/60 +5 % de humedad relativa y 40 £2°/75+5 % de humedad relativa mostraban que las
formulaciones estaban practicamente libres de particulas hasta t=13 semanas, aunque se observd que esta
cantidad de formulaciones con particulas aumentaba ligeramente cuando se almacenaban a temperaturas mas
elevadas. Las formulaciones que comprenden CR57 y CR4098 y un 0,01 % (p/v) de polisorbato 80 contenian menos
particulas en comparacion con las formulaciones que comprenden CR57 y CR4098 y un 0,03 % (p/v) de polisorbato
80. El estudio de agitacién no indicaba diferencias entre cada una de las formulaciones con respecto al aspecto. Los
valores de pH de todas las formulaciones a las temperaturas y periodos de tiempo indicados.

Los valores de osmolalidad de todas las formulaciones presentaban un aumento muy pequefio durante el estudio de
estabilidad cuando se mantenia a 25 + 2°/60 £+ 5 % de humedad relativa y 40 £ 2°/75 + 5 % de humedad relativa. No
habia diferencia significativa entre las formulaciones que comprendian un 0,01 % (p/v) de polisorbato 80 en
comparacién con las formulaciones que comprendia un 0,03 % (p/v) de polisorbato 80.

En general, los resultados del estudio muestran que los anticuerpos del virus anti-rabia individuales asi como
mezclas/cécteles de anticuerpos del virus anti-rabia tienen la mejor estabilidad después de 13 semanas a
5 + 3 °C/humedad relativa ambiental, 25 + 2°/60 + 5 % de humedad relativa y 40 + 2°/75 + 5 % de humedad relativa
en formulaciones basadas en citrato que comprenden un 0,01 % (p/v) de polisorbato 80.

En un estudio adicional, las formulaciones que comprenden citrato (10 mM, pH 6,0), cloruro sédico (150 mM), un
0,01 % (p/v) de polisorbato 80 y el anticuerpo CR57 (1,2 mg/ml) o CR4098 (1,2 mg/ml) individuales se estudiaron
cuando se almacenaban en las siguientes dos temperaturas, 5 £ 3° y - 70 £ 10 °C. Las formulaciones se rellenaron
(250 pl) en tubos de 1,2 ml para analisis de |IEF, SDS-PAGE (reducida y no reducida) y HPSEC. Para analisis de pH
y aspecto, se usaron tubos de 2 ml rellenados con de 2 ml formulacién. Las formulaciones se almacenaron en
armarios de estabilidad a 5+ 3° 0 -70 + 10 °C. En los momentos indicados (1, 2 y 3 meses), se tomaron muestras y
se analizaron. Los resultados del estudio se pueden encontrar en las Tablas 5y 6.

El analisis de SDS-PAGE (tanto reducida como no reducida) de formulaciones de CR57 y CR4098 a ambas
temperaturas indicaba que la integridad de los anticuerpos permanecia intacta durante un periodo de al menos 3
meses, ya que no se observaban bandas de degradacién adicionales en comparacion con t=0 meses. Estos
resultados se confirmaron con el andlisis tanto de IEF como de HPSEC mostrando que la estructura del anticuerpo y
el nivel de agregado, respectivamente, después de 3 meses a 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental o -70 + 10 °C no
era diferente de t = 0 meses. Ademas, la concentracién de proteina y el pH no cambiaron significativamente con el
tiempo. La inspeccion visual de cada formulacién presentaba un liquido incoloro transparente, practicamente sin
particulas.

El analisis de las formulaciones almacenadas a -70+ 10°C que se sometieron a un ciclo adicional de
congelacién/descongelacién después de 1 mes o 3 meses de almacenamiento no presentaban diferencias en
comparacion con t=0 meses basandose en los ensayos mencionados anteriormente, es decir, SDS-PAGE
(reducida y no reducida), HPSEC, IEF, aspecto, DO280, y pH (los datos no se muestran).

En resumen, los resultados indican que los anticuerpos CR57 y CR4098 son estables a 5 + 3 °C/humedad relativa
ambiental y a -70 £ 10 °C en formulaciones que comprenden tampén de citrato (10 mM, pH 6,0), polisorbato 80
(0,01 % en pl/v) y cloruro sédico (150 mM), confirmando de ese modo los resultados descritos anteriormente.
Ademas, un ciclo o area y a la de congelacion/descongelacion después de almacenamiento a largo plazo (t=1 o
t=3 meses) de muestras de anticuerpo almacenadas a -70 £ 10 °C no tiene influencia en la estabilidad del
anticuerpo CR57 o CR4098.

En un estudio de estabilidad similar, se estudiaron formulaciones que comprenden citrato (10 mM, pH 6,0), cloruro
sédico (150 mM), un 0,01 % (p/v) de polisorbato 80 y los anticuerpos CR57 (2.47 mg/ml) o CR4098 (2,48 mg/ml)
individuales cuando se almacenaban a dos temperaturas diferentes, es decir, 5+ 3° y -70 £ 10°, durante un periodo
de tiempo incluso mas largo que 3 meses. Las formulaciones se filtraron a través de un filtro de 0,22 um y se
rellenaron en tubos de polipropileno (4 ml). Ademas, la combinaciéon de CR57 y CR4098 a una proporcion de 1:1
baséandose en el contenido de proteina (0,3 mg/ml de cada anticuerpo dando como resultado una concentracion total
de proteina de 0,6 mg/ml) se estudié cuando se almacenaba en dos temperaturas diferentes, es decir, 5+3°y -
70 + 10°, hasta 6 meses. Las formulaciones que comprenden el céctel/mezcla de anticuerpos se filtraron a través de
un filtro de 0,22 ym y se rellenaron en viales de vidrio (2,6 ml). Las formulaciones se sometieron a ensayo usando
los siguientes métodos de analisis: SDS-PAGE (reducida y no reducida), IEF, HPSEC, RFFIT, aspecto, pH (véanse
la Tablas 7 y 8). Las formulaciones con la combinacion de CR57/CR4098 también se sometieron a ensayo mediante
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ELISA kappa/lambda y osmolalidad (véase la Tabla 9). Ademas, a t=0 meses, se determinaron los niveles de
endotoxina de las formulaciones que comprenden los anticuerpos individuales o el céctel de anticuerpos. Los niveles
de endotoxina se evaluaron con un ensayo de Lisado de Amebocitos del Limulus (LAL) usando una técnica de
coagulaciéon de gel. La formulacién que comprende CR57 contenia < 0,30 EU/ml, la formulacién que comprende
CR4098 contenia < 0,30 EU/ml y la formulacion que contiene el céctel de ambos anticuerpos contenia < 0,24 EU/m.
Las formulaciones se almacenaron en armarios de estabilidad a -70 £ 10°, 5+ 3°, 25 +2° 0 40 £ 2 °C durante los
periodos de tiempo indicados.

Las formulaciones que contienen el anticuerpo individual se analizaron durante un periodo de 6 meses y se
compararon con los resultados iniciales obtenidos a t = 0 meses. Los patrones de bandas de IEF y SDS-PAGE de
las formulaciones de CR57 y CR4098 almacenadas a -70+10°C y 5+ 3° durante 1, 2, 3, y 6 meses eran
comparables con los patrones de bandas de las formulaciones de CR57 y CR4098 a t = 0 meses, respectivamente
(véanse la Tablas 7 y 8). No se detectaron bandas adicionales. Los patrones de HPSEC de ambos anticuerpos
almacenados a -70 + 10 °C y 5 + 3° durante 6 meses se comparaban bien con el almacenamiento a t = 0 meses. La
especificacion de diana de "area de pico principal > 95 %" se satisfizo en todos los casos. El pico del dimero
permanecio < 1 % (area superficial) y no se detectaron picos de degradacion en ninguna de las muestras sometidas
a ensayo.

Basandose en los resultados obtenidos con estos tres métodos, se llegdé a la conclusidon de que no se producia
degradacion tanto de CR57 como de CR4098 durante 6 meses de almacenamiento a -70 £ 10°C y 5 £3° en las
formulaciones indicadas.

Ademas, el contenido de proteina y el pH of CR57 y CR4098 eran estables en las formulaciones con respecto al
periodo de tiempo sometido a ensayo de 6 meses, tanto a -70 £ 10 °C como a 5 + 3 °C. El analisis de potencia
(ensayo de RFFIT) indicaba un aumento del valor de la potencia para ambos anticuerpos en los momentos de 2, 3,y
6 meses en comparacion con los momentos t = 0 meses y t = 1 mes en ambas condiciones de ensayo (es decir, -
70+ 10°C y 5+ 3°C). Este aumento de potencia evidente estaba causado por una muestra de control de SRIG
inestable que se us6 como una referencia positiva en el ensayo (véase Laboratory techniques in rabies, Editado por:
F.-X. Meslin, M.M. Kaplan y H. Koprowski (1996), 42 edicion de, Capitulos 15-17, Organizacion Mundial de la Salud,
Ginebra). El efecto se elimind mediante la expresién de los resultados como titulaciones de punto final de
neutralizacion de un 50 % (los datos no se muestran). Basandose en estos resultados, se llegd a la conclusion de
que CR57 y CR4098 muestran titulaciones de punto final estables, por lo tanto una potencia estable, hasta al menos
6 meses en ambas condiciones de almacenamiento en las formulaciones indicadas.

En resumen, basandose en los resultados, se considera que CR57 y CR4098 son estables durante al menos 6
meses en la condicion de almacenamiento en tiempo real de -70 + 10 °C asi como al menos 6 meses en la condicion
acelerada de 5+ 3 °C en formulaciones que comprenden citrato (10 mM, pH 6,0), cloruro sédico (150 mM) y un
0,01 % (p/v) de polisorbato 80.

La estabilidad se analizé después de periodos de tiempo mas largos. Basandose en los resultados de estabilidad
obtenidos con SDS-PAGE (NR+R), IEF, HP-SEC, RFFIT, y DO280 se llegd a la conclusién de que tanto CR57 como
CR4098 son estables durante al menos 18 meses en la condicién de almacenamiento de -70 + 10 °C asi como al
menos durante 12 meses (se encontraron resultados similares después de 9 meses, los datos no se muestran) en la
condicion acelerada de 5 + 3 °C en formulaciones que comprenden citrato (10 mM, pH 6,0), cloruro sédico (150 mM)
y un 0,01 % (p/v) de polisorbato 80.

Las formulaciones que contienen el coctel de anticuerpos CR57 y CR4098 se analizaron durante un periodo de
tiempo de 6 meses y se compararon con los resultados iniciales obtenidos a t = 0 meses. Después de 6 meses, el
aspecto del coctel almacenado a 5 + 3° y 25 + 2 °C permanecia dentro de las especificaciones de diana, es decir, el
céctel/mezcla era un liquido transparente e incoloro, practicamente sin particulas (véase la Tabla 9). Ademas, se
observd que el coctel de anticuerpos permanecia dentro de las especificaciones de diana cuando se almacenan
hasta 3 meses a 40 £ 2 °C.

El pH y la osmolalidad se controlaron at=0y t=6 meses durante 5+3°y a 25+2°y en el momento de 1y 3
meses para el estudio a 40 °C + 2 °C. Todos los datos estan dentro de las especificaciones de diana.

Ademas, el coctel de anticuerpos presenta una potencia estable hasta 6 meses a 5 + 3° y 25 + 2° (véase la Tabla 9).
Un valor de potencia ligeramente menor se obtuvo después de 3 meses a 40 + 2 °C. Todos los datos estan dentro
de la especificacion de diana de aproximadamente 380 a aproximadamente 1350 IU/ml.

La cantidad de proteina total presente en el coctel de anticuerpos tal como se determina con DO280 era estable con
respecto al periodo de tiempo sometido a ensayo de 3 meses a40+2°C,y6 mesesab5+3°y 25+ 2°C.

Los resultados de ELISA de IgG kappa y lambda (es decir, presentados como la proporcion de ambos anticuerpos

en el coctel de anticuerpos) permanecian dentro de las especificaciones de diana para hasta 6 meses a 5 + 3° y para
hasta 3 meses a 40 + 2 °C. Basandose en estos resultados, se llegé a la conclusién de que el contenido de CR57 y
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CR4098 en el coctel de anticuerpos no cambia con un periodo de tiempo de 6 meses a5+ 3°y 25+ 2°y 3 meses a
40 £+ 2 °C. El patrén de gel de IEF del coctel de anticuerpos almacenado a 5 + 3° durante 6 meses era comparable
con el de t = 0 meses (véase la Tabla 9). Una banda adicional se observé después de 3 y 6 meses en las muestras
almacenadas a 25 £ 2° y varias bandas adicionales se detectaron después de 1 y 3 meses en las muestras
almacenadas a 40+2°C (véase la Tabla 9). Estas bandas adicionales obtenidas a temperaturas de
almacenamiento elevadas podrian ser primeras indicaciones de degradacion.

Después de 6 meses, los patrones de formacion de bandas de SDS-PAGE (reducida y no reducida) del coctel de
anticuerpos almacenado a 5 + 3° eran comparable con el patrén de formaciéon de bandas a t = 0 meses (véase la
Tabla 9). No se detectaron bandas adicionales. El coctel de anticuerpos almacenado a 25 + 2° hasta 3 meses
presentaba, en condiciones de SDS-PAGE reductora, un patrén de formacién de bandas idéntico al patrén de
formacion de bandas a t = 0 meses. En condiciones no reductoras, se observé una banda débil con un tamafio de
aproximadamente 43 kDa después de un periodo de almacenamiento de 3 meses a 25 + 2 °C. Después de 6 meses
el andlisis de almacenamiento a 25 + 2° por SDS-PAGE reductora y no reductora presentaba bandas débiles a
~40 kDa. Un resultado similar se obtuvo con el analisis de SDS-PAGE (tanto reducida como la reducida) para el
céctel de anticuerpos almacenado a 40 + 2 °C. Ademas, se detectaron bandas similares con un tamario de 10-15
kDa bajo esta condicién de almacenamiento. Basandose en estos resultados, se llego a la conclusién de que a
25+ 2°y 40 + 2 °C se podria producir con el tiempo una cierta degradacion de las cadenas pesadas y/o ligeras de
CR57 y CR4098.

Los patrones de HPSEC del cdctel de anticuerpos almacenado a 5 + 3° y 25 + 2° hasta 6 meses se comparan bien
con el patrén a t = 0 meses. La especificacion de diana de "area de pico principal > 95 %" se satisfizo en todos los
casos (véase la Tabla 9). El pico del dimero permanecié < 1 % (area superficial) y no se detectaron picos de
degradacion en ninguna de las muestras sometidas a ensayo. El céctel de anticuerpos almacenado a 40 +2 °C
presenta una degradacion menor después de 3 meses asi como un pico del dimero ligeramente aumentado (2,6 %
(area superficial)) en comparacion con los cocteles de anticuerpos almacenados a las dos temperaturas mas bajas.
Sin embargo, incluso a 40 £ 2 °C, la especificacion de diana de "area de pico principal > 95 %" se satisfizo en todos
los periodos de tiempo de almacenamiento sometidos a ensayo (véase la Tabla 9).

Basandose en los resultados obtenidos con los ultimos tres métodos se llegd a la conclusion de que no se producia
degradacion significativa de los anticuerpos en el cdctel de anticuerpos durante el almacenamiento durante 6 meses
a 5+3° 0 25+ 2°C, mientras que se observa una cierta agregacion y degradacion menores después de su
almacenamiento hasta 3 meses a 40 = 2 °C.

En resumen, se llegé a la conclusion de que el coctel de anticuerpos es estable durante al menos 6 meses en las
condiciones de almacenamiento de 5+3°C y 25+2° y durante al menos 3 meses en la condicién de
almacenamiento de 40 + 2 °C.

Basandose en los resultados después de 12 meses (se obtuvieron resultados similares después de 9 meses, los
datos no se muestran) obtenidos con SDS-PAGE (NR+R), IEF, HP-SEC, RFFIT, ELISA kappa/lambda, se llegé a la
conclusion de que el coctel de anticuerpos es estable durante al menos 12 meses en la condicién de
almacenamiento de 5 + 3 °C.

Baséandose en los resultados después de 18 meses obtenidos con los ensayos analiticos (SDS-PAGE, IEF, HP-
SEC, ELISA; los datos no se muestran), se llegd a la conclusion de que el coctel de anticuerpos es estable durante
al menos 18 meses en la condicién de almacenamiento de 5 + 3 °C.

Tabla 1: Composicion de las formulaciones de anticuerpo

Ndmero Anticuerpo Tam;z%nMciltrato (’\lrr?l\(/:I; (% en p/v) pH
1 0,3 mg/ml de CR57 10 150 0,01 6,0
2 0,3 mg/ml de CR57 10 150 0,03 6,0
3 0,3 mg/ml de CR4098 10 150 0,01 6,0
4 0,3 mg/ml de CR4098 10 150 0,03 6,0
5 0,3 mg/ml de CR57 + 0,3 mg/ml de CR4098 10 150 0,01 6,0
6 0,3 mg/ml de CR57 + 0,3 mg/ml de CR4098 10 150 0,03 6,0
Tabla 2. Preparacion de las formulaciones
NGmero Anticuerpo CR57 (2,5 mg/ml) | Anticuerpo CR4098 (1,0 | Polisorbato 80 al 5 % en | Volumen final
(ml) mg/ml) (ml) p/v (ml) (ml)
1 4,20 0,00 0,70 35,00
2 4,20 0,00 2,10 35,00
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N Anticuerpo CR57 (2,5 mg/ml) | Anticuerpo CR4098 (1,0 | Polisorbato 80 al 5 % en |Volumen final
umero
(ml) mg/ml) (ml) p/v (ml) (ml)
3 0,00 10,50 0,70 35,00
4 0,00 10,50 2,10 35,00
5 4,20 10,50 0,70 35,00
6 4,20 10,50 2,10 35,00

Tabla 3. Andlisis de muestras de las diversas formulaciones en los momentos indicados y con los métodos indicados

Momentos 5 % 3 °C/humedad relativa humedad relativa ambiental humedad relativa ambiental
(semanas) ambiental 25+2°/60+5 % 40+ 2°75+5 %
0 A-G A-G A-G
2 B, E B, E B, E
6 B-E B-E B-E
8 B-E B-E B-E
13 C-E C-E C-E
A: Concentracién de proteina (A280)
B: HPSEC
C: SDS-PAGE (reducida y no reducida)
D: IEF
E: Aspecto
F: pH
G: Osmolalidad

Tabla 4. Pureza de anticuerpo mondmero (% de &rea) tal como se determina con HPSEC

Numero Temperatura t=0 t =2 semanas t=6 t=8 t=13
semanas semanas semanas |seman
as
1 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental 98,9 ND 98,7 98,5 98,6
25 + 2°/60 £ 5 % de humedad relativa 98,9 ND 98,4 98,2 96,7
40 £ 2°/75 £ 5 % de humedad relativa 98,9 98,0 93,7 94,3 90,4
2 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental 98,3 ND 98,2 96,9 97,6
25 +2°/60 + 5 % de humedad relativa 98,3 ND 97,5 96,9 95,4
40 £ 2°/75 + 5 % de humedad relativa 98,3 97,5 93,4 94,1 89,9
3 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental 100 ND 100 100 99,9
25 + 2°/60 £ 5 % de humedad relativa 100 ND 99,4 99,5 97,9
40 £ 2°/75 £ 5 % de humedad relativa 100 99,4 92,3 94,2 91,8
4 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental 98,6 ND 99,1 97,9 98,6
25 + 2°/60 £ 5 % de humedad relativa 98,6 ND 98,5 97,8 96,8
40 + 2°/75 + 5 % de humedad relativa 98,6 98,5 91,9 94,4 91,6
5 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental 99,4 ND 99,2 99,3 99,2
25 +2°/60 + 5 % de humedad relativa 99,4 ND 98,4 98,7 97,4
40 £ 2°/75 + 5 % de humedad relativa 99,4 98,4 91,6 93,6 89,5
6 5 + 3 °C/humedad relativa ambiental 99,3 ND 99,1 98,8 99,0
25 + 2°/60 £ 5 % de humedad relativa 99,3 ND 98,1 98,3 96,9
40 £ 2°/75 £ 5 % de humedad relativa 99,3 98,4 91,6 93,8 90,6

ND: No determinado

Tabla 5. Analisis de muestras de las diversas formulaciones en los momentos indicados y con los métodos indicados

Anticuerpo (temp. de SDS-PAGE SDS-PAGE % de monoémero por HPSEC IEF
almacenamiento) reducida no reducida
Meses 0 1 2 3 0o |1 2 |3 0 1 2 3 0| 1 213
CR57 (5+3°C) - - - - - - - - 1989|985 | 982 | 983 | - - - |-
CR57 (-70 £ 10 °C) - - - - - - - - 1989|985 | 983 | 984 - - - |-
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Anticuerpo (temp. de SDS-PAGE SDS-PAGE % de monémero por HPSEC IEF
almacenamiento) reducida no reducida
Meses 0 1 2 3 0o |1 2 |3 0 1 2 3 0| 1 213
CR4098 (5 + 3 °C) - - - - - - - - 1997|994 | 99,2 99,6 - - - |-
CR4098 (-70 £ 10 °C) - - - - - - - - 1997|989 | 995 99,6 - - - |-

-: Ninguna banda inesperada detectada

Tabla 6 Analisis de muestras de las diversas formulaciones en los momentos indicados y con los métodos indicados

Anticuerpo A280 mg/ml (% de A320/A280) Aspecto pH
(temp. de
almacenamiento)

Meses 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
CR57 1,33 1,40 1,40 1,42 + + + + 6,0 | ND | ND | 5,9
(5+3°C) 0,40% | 0,74 % 1,01 % 0,59 %
CR57 1,33 1,34 1,34 1,34 + + + + 6,0 | ND | ND | 6,0
(-70£10°C) 0,40% | 1,42 % 0,60 % 0,62 %
CR4098 1,21 1,22 1,31 1,29 + + + + 6,1 | ND | ND | 6,1
(5+3°C) 0,67 % | 1,02% 1,21 % 0,98 %
CR4098 1,21 1,21 1,20 1,24 + + + + 6,1 | ND | ND | 6,1
(-70£10°C) 0,67% | 1,49% 1,37 % 0,97 %

+: Aprobado (incoloro transparente y practicamente sin particulas
ND: no determinado

Tabla 7. Ensayo de estabilidad de CR57

Especificacion de condicion de _ 1 3 6 12 18
Ensayo . . t=0
diana almacenamiento mes meses | meses | meses | meses
-70°C 6,1 ND ND 6,1 6,0 6,1
pH 60,5
5°C ND ND ND 6,1 6,0 ND
Liquido incoloro -70 °C + + + + + +
A transparente,
specto P .
practicamente sin 50°C + + + + + ND
particulas
Cantidad por 1-5 ma/ml -70°C 2,47 2,57 2,47 2,57 2,55 2,48
DO280 d 5°C ND 2,55 2,27 2,68 2,59 ND
Patrén de bandas de -70°C + + + + + +
o
SDS-PAGE acuerdo con N de
no reducida WSy no contiene 500 ND . . N . ND
bandas de impureza
adicional
Patrén de bandas de -70°C + + + + + +
o
SDS-PAGE acuerdo con N de
reducida WSy no contiene 500 ND R . N . ND
bandas de impureza
adicional
Patrén de bandas de -70°C + + + + + +
acuerdo con N.° de
IEF WS (bandas o
adicionales a 5°C ND + + + + ND
informar)
Pico principal por % -70°C 99,5 99,7 99,4 99,7 99,8 99,7
HP-SEC ! o
de area > 95 % 5°C ND 99,6 99,4 99,6 99,4 ND
. -70°C 937 974 1581 2130 927 1440
Potencia 500-1250 IU/mg
5°C ND 922 1523 1629 1054 ND

ND: No determinado
N.°: Patron de Trabajo de CR57 (WS) y WS de CR4098
+: De acuerdo con la especificacion de diana
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Ensavo Especificacion de condicion de 0 1 3 6 12 18
y diana almacenamiento | meses mes meses | meses | meses | meses
-70 °C 6,1 ND ND 6,1 6,0 6,1
pH 6+0,5
5°C ND ND ND 6,1 6,0 ND
Liquido incoloro -70 °C + + + + + +
A transparente,
specto L .
practicamente sin 50°C + + + + + ND
particulas
Cantidad por 1-5 ma/ml -70 °C 2,48 2,58 2,49 2,57 2,56 2,41
DO280 g 5°C ND 2,65 | 2,52 3,03 2,76 ND
Patrén de bandas de -70°C + + + + + +
o
SDS-PAGE acuerdo con N de
no reducida WS y no contiene o
bandas de impureza 5°C ND * * * * ND
adicional
Patron de bandas de -70°C + + + + + +
o
SDS-PAGE a\;:vuerdo con N de
reducida Sy no qontlene 5°C ND + + + + ND
bandas de impureza
adicional
Patron de bandas de -70°C + + + + + +
acuerdo con N.° de
IEF WS (bandas o
adicionales a 5°C ND * * * * ND
informar)
Pico principa| por % -70°C 99,6 99,7 99,7 99,8 99,7 99,7
HP-SEC . o
de area > 95 % 5°C ND 99,7 99,5 99,5 99,3 ND
. -70°C 924 971 1698 1695 991 1093
Potencia 500-1250 IU/mg
5°C ND 897 1434 1645 1093 ND
ND: No determinado
N.°: Patron de Trabajo de CR57 (WS) y WS de CR4098
+: De acuerdo con la especificacion de diana
Tabla 9: Ensayo de estabilidad de céctel de anticuerpos
Ensayo Especificacion de Condicioén de t=0 1 2 3 6 meses 12
diana almacenamiento | meses mes meses | meses meses
5°C 307 ND ND ND 310 315
Osmolalidad 300 + 50 mOsmol/kg 25°C ND ND ND ND 314 ND
40 °C ND 308 ND 312 ND ND
5°C 57 ND ND ND 57 57
pH 6+0,5 25°C ND ND ND ND 57 ND
40 °C ND 57 ND 5,8 ND ND
Liquido incoloro 5°C + + + + + +
Aspecto transparente, 25°C ND + + + + ND
practicamente sin
particulas 40°C ND + ND + ND ND
. 5°C 0,60 0,60 0,60 0,61 0,60 0,61
gg';tgdoad por 0,48-0,72 mg/ml 25°C ND 061 | 060 | 060 | 0,60 ND
40 °C ND 0,62 ND 0,60 ND ND
p ond 5°C 0,9 0,8 0,9 0,9 0,9 1,0
roporcién de ) o
CR57/ R4098 0,6-1,4 25°C ND 0,8 0,9 0,9 0,9 ND
40 °C ND 0,8 ND 0,9 ND ND
SDS-PAGE Patron de bandas 5°C + + + + +
no reducida comparable con N.° 25 °C ND + +2 +4 ND
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Ensayo Especificacion de Condicién de =0 1 2 3 6 meses 12
diana almacenamiento | meses mes meses | meses meses
de WS y no contiene 40 °C ND +2 ND +° ND ND
bandas de impureza
adicional
Patron de bandas 5°C + + + + + +
SDS-PAGE comparable con N.° 25 °C ND + + + 44 ND
reducida de WS y no contiene > .
bandas de impureza 40 °C ND + ND + ND ND
adicional
5°C 99,6 100 99,5 99,5 99,9 99,2
25°C ND 99,6 99,5 99,5 99,4 ND
HP-SEC Pico principal por % 40°C ND | 990 | ND | 951 [ ND | ND
de area > 95 % (pico de
degr. de
2,6 %)
Patron de bandas de 5°C + + + + + +
acuerdo con N.° de 25 °C ND + + +8 +/ ND
IEF WS (bandas 5 3 3
adicionales a 40°C ND * ND * ND ND
informar)
5°C 1006 933 1089 1401 999 830
Potencia 380-1350 IU/mg 25°C ND 937 1015 1001 847 ND
40 °C ND 807 ND 621 ND ND
Esterilidad Cumple los requisitos 5°C + ND ND ND ND +

ND: No determinado

N.°: Patron de Trabajo (WS) de CR57 y céctel de anticuerpos de CR4098

+: De acuerdo con la especificacion de diana

+1: Liquido incoloro transparente, > 10 particulas/ml

+2: Patron de bandas comparable con N.° de WS y contiene banda de impureza adicional débil con un tamario de
aproximadamente 43 kDa

+3: Patron de bandas comparable con N.° de WS y contiene bandas de impurezas adicionales débiles con un
tamafo de aproximadamente 10, 15y 43 kDa

+4: Desviado, aparecen bandas débiles a aproximadamente 40 kDa

+5: Patron de bandas comparable con N.° de WS y contiene bandas de impurezas adicionales débiles con un
tamafio de aproximadamente 10 kDa, 15 kDa y entre 25-50 kDa

+6: Patron de bandas de acuerdo con N.° de WS; intensidad de tincién de las bandas mas elevada en el area de pl
de 8,0-8,5

+7: Desviado, aparecen bandas por debajo de pl de 7,5, intensidad de tincién diferente en el area de pl de 8,0-8,5
+8: Patrén de bandas de acuerdo con N.° de WS y bandas adicionales débiles (pl de 7,2, 7,3, 8,6)

+9: Patrén de bandas de acuerdo con N.° de WS y bandas adicionales débiles (intervalo de pl de 6,3-7,4 y pl de 8,6)

Tabla 10. Secuencias de CR57 y CR4098

A. CR57
cadena pesada (SEQ ID NO: 1)
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B. CR4098
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cadena pesada (SEQ ID NO: 3)

CNQLVESGGG AVOPGRSILEL SCAASGFTFES SYGMHWVREQA PGEGLEWVAYV ILYDGSDEFY 2]
ADSWKGRETI SEDMSENTLY LOMMSLEAED TAVYYCREVA VACTHFDYWE QGTLVIVISR 120
STHEGFSVEPL APS3ESTIGE TAARLGCLVED YFPEFPVIVSW NSGALTSGWH TEPAVLOSSE 184
LYSLESVWTYV PSS3LGTOTY ICHNVMHEKESN TEKVDERVEPE SCDETHTCPER CPAPELLGGE 240
SVFLFFPEPK DTLMISETEE VTCWVWDWSH EDPEVEFNWY VDEVEVHNAK TEPREEQYNS 3040
TYRVWVSVLTY LHODWLNGKE YRCEVENKAL PAFIERTISK AKGOFREPOV YTLFFSEEEM 3ed
TENOVSLTCL VWHGEYPSDLA VEWESNGOQFE NNYKTTEFPVYL DSDEEFFLYS KLTVDEISEWER 4210
GGNVFSICSVM HEALANEYT K3L3LSEGK 148

cadena ligera (SEQ ID NO: 4)
DIGMTOSESS LSASVGDREVT TTCRASQOGIR NDOLEWRYOQOKP GEAPELLIYA ASSLOSGSVES G0

RFSGSGIGTD FTLTILSSLOP EDFPATYYCOQQ LNSYFPTEGG GTEVEIKTVA ARSVFIFPRS 120
DEQLESGTAS VVILLHNFYER REAKVOHEVD NALQSGHSOQE SVTEQDSKEDS TY2LISTLTL 1840
SEADYEXHEV YACEVTHOGL S5PVTHESFNE GEC 213

Listado de Secuencias
<110> crucell Holland B.V. Marissen, willem Egbert Bakker, Alexander Berthold Hendrik
<120> Formulaciones liquidas de anticuerpo anti-rabia
<130> 0148 WO 00 ORD

<150> EP 06125400.9
<151> 05-12-2006

<150> US 60/872.892
<151> 05-12-2006

<160> 4

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211> 457

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> cadena pesada CR57
<222> (1)..(457)

<400> 1
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GIn

Ser

Thr

Gly

GIn

65

Met

Ala

Trp

Ser

val

val

val

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Phe

Thr
130

GIn Leu val

Lys

ASn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

val
20

Trp
Ile
Leuy
ser
Asn
100

Pro

Gly

Ser

val

Pro

Thr

ser

85

Leu

Trp

Pro

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

ASp

Gly

ser
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Ser

Lys

GlIn

Phe

55

Thr

Arg

Asn

G1n

val
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

sSer

ser

Ala

ser

25

Pro

Thr

Asp

ASp

Gly

Thr

Pro

18

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Thr

Ley

Leu

val

Gly

Gln

Asn

sSer

75

Thr

Tyr

val

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

TYr

Thr

Pro
140

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Tyr

val

125

Ser

Pro

Asn

30

Glu

GIn

Thr

Tyr

Phe

110

ser

Ser

Gly

15

Arg

Trp

Arg

Ala

Phe

95

ser

Ser

Lys

ser

Tyr

Met

Phe

TYr

80

Cys

Gly

Ala

Ser



Thr

145

Pro

val

Ser

Ite

val

225

Ala

Pro

val

val

Gln

305

Gln

Ala

Pro

Thr

ser
385

Ser

Glu

His

Ser

Cys

210

Glu

Pro

Lys

val

Asp

290

Tyr

ASp

Leu

Arg

Lys

370

Asp

Lys

Gly
Pro
Thr
val
195
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
275
Gly
Asn

Trp

Pro

Asn
Ile

Thr

Gly

val

Phe

180

val

val

Lys

Leu

Thr

260

val

val

sar

Leu

Ala

340

Pro

GlIn

Ala

Thr

Thr

Thr

165

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

245

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

325

Pro

Gln

val

val

Pro
405
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Ala Ala Leu

150

val

Ala

val

His

Cys

230

Gly

Met

His

val

Tyr

310

Gly

Ile

val

Ser

Glu

390

Pro

Ser

val

Pro

215

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

375

Trp

val

Trp

Leu

ser

200

Pro

Lys

Pro

ser

280

Asn

val

Glu

Lys

Thr

360

Thr

Glu

Leu

Gly
Asn
Gln
185
ser
ser
Thr
Ser
Arg
265
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
345
Leu
Cys

sSer

Asp

19

Cys

Ser

170

Ser

Ser

Asn

His

val

250

Thr

Glu

Lys

Ser

Pro

Leu

Asn

ser
410

Leu val

155

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

235

Phe

Pro

val

Thr

val

315

Cys

ser

Pro

val

Gly

ASp

Ala

Gly

Gly

Lys

220

Cys

Leu

Glu

LyS

300

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

380

Gln

Gly

Lys

Leu

Leu

Thr

205

val

Pro

Phe

val

Phe

285

Pro

Thr

val

Ala

365

Gly

Pro

ser

ASp
Thr
Tyr
150
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
270
Asn
Arg
val
ser
350
Glu
Phe

Glu

Phe

Tyr

ser

175

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

255

cys

Trp

Glu

Leu

Asn

335

Gly

Glu

Tyr

ASD

Phe
415

Phe

160

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

240

Lys

val

Tyr

Glu

His

320

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

400

Leu
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Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln GIn Gly Asn val
Y 420 425 430

Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GlIn
: 445

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455

<210> 2

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> cadena ligera CR57
<222> (1)..(218)

<400> 2
G1In Ser Ala Leu Thr G1In Pro Arg Ser val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
1

ser val Thr %Ae Ser Cys Thr Gly ggr ser Ser Asp Ile gay Gly Tyr

Asn Phe §§1 Ser Trp Tyr Gln gan His Pro Gly Lys 2%3 Pro Lys Leu

Met §3e Tyr Asp Ala Thr %gs Arg Pro sSer Gly gg1 Pro Asp Arg Phe

ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala ser Leu Thr ITe Ser Gly Leu
65 . 70 75 80

GIn Ala Glu Asp g}u Ala Asp Tyr Tyr 555 Cys Ser Tyr Ala g}y ASp

Tyr Thr Pro Gly val val phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

Gly G1n Pro Lys Ala Ala Pro Ser val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser
115 120 125

Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu val Cys Leu Ile Ser Asp
130 135 140

Phe Tyr Pro Gly Ala val Thr val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro
145 150 155 160

val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn
165 170 175
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Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu G1n Trp Lys
180 185 190

ser His Ar? ser Tyr Ser Cys GIn val Thr His Glu 6ly Ser Thr val
19 200 205

Glu Lys Thr val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
210 215
<210>3
<211> 449
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> cadena pesada CR4098
<222> (1)..(449)

<400> 3

Gin val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Ala val GIn Pro Gly Arg
1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met gés Trp val Arg GlIn 23a Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
45

Ala gg1 Ile Leu Tyr Asp g}y ser Asp Lys Phe Egr Ala Asp Ser val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

Leu Gln Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu Sgp Thr Ala val Tyr ;gr Cys

Ala Lys val Ala val Ala Gly Thr His Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr teu val Thr val ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lgs Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu
165 170 175
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GlIn

Ser

Ser

Thr

225

ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

ser

385

Asp

ser

Ala

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Lys

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pre

355

val

Gly

Asp

Trp

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Glin

Gly

Glin

420

AsSn

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Fro

ser

405

GlIn

His
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Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
ASh
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

ASnh

Thr

Leu

200

Arg

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

His

LysS

Gn

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Glin
440

ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

GlIn

Ala

Pro

345

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

22

ser
Cys
Glu
Pro
%6
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

ser

Ser

val val Thr val

Asn val Asn

Pro

Glu

235

ASp

AsSp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Lys

220

Leu

Thr

val

val

ser

300

teu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

ser

Ser

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

AsSn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

190
His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

met

430

ser

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Pro

Ser

Pro

Lys

Pro

240

ser

Asp

Asn

val

Glu

LYS

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



10

<210>4
<211> 213
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> cadena ligera CR4098
<222> (1)..(213)

<400> 4
AsSp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
Ser
Ala
val
145
ser

Thr

Cys

Ile

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

val

Ser

130

GlIn

val

Leu

Glu

Gln

val

Trp

33

Ala

ser

Phe

Gly

Phe

115

val

Trp

Thr

Thr

val
195

Met

Thr

20

TYr

ser

Gly

Ala

val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Thr

Ile

Gln

ser

Thr

Thr

8%

Gly

Phe

Cys

val

Gln

165

ser

His
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Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Pro

Leu

ASp

Asp

Lys

GIn

Asn

ser

Cys

LyS

GIn

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asn

ser
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Gly

Arg
210

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

ser

120

Asn

Ala

LyS

Asp

Leu
200

ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly val

Leu Thr

GIn GIn
90

Glu Ile
105

Asp Glu

Asn Phe

Leu GIn

Asp Ser
170

Tyr Glu
185

Ser Sser

Gly Glu Cys

23

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Leu

Lys

Gln

Tyr

ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser

Gly

Pro

Ser

60

ser

AsSn

Thr

Leu

Pro

140

Gly

TYr

His

val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

ser

ser

val

LyS

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ala

110

Ser

Glu

ser

Leu

val

190

Lys

val

15

Asn

Leu

ser

Gln

Pro

95

Ala

Gly

Ala

Gln

ser

175

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica de dos anticuerpos monoclonales anti-rabia que es estable durante al menos
12 meses a una temperatura entre 2 °C y 8 °C, que comprende:

(i) anticuerpo monoclonal del virus anti-rabia CR57 (cadena pesada SEQ ID NO: 1 y cadena ligera SEQ ID
NO: 2), o un anticuerpo que tiene una homologia de secuencia de al menos un 95 % con el mismo y que es
capaz de competir por una unién a la diana reconocida por CR57 y que tiene actividad de neutralizacion del virus
de larabia; y

(i) anticuerpo monoclonal del virus anti-rabia CR4098 (cadena pesada SEQ ID NO: 3 y cadena ligera SEQ ID
NO: 4), o un anticuerpo que tiene una homologia de secuencia de al menos un 95 % con el mismo y que es
capaz de competir por una union a la diana reconocida por CR4098 y que tiene actividad de neutralizacion del
virus de la rabia;

en la que la formulacion comprende un tampén de citrato a una concentraciéon de 5 mM a 25 mM, preferentemente
10 mM, cloruro sédico a una concentracion de 50 mM a 250 mM, preferentemente 150 mM, y polisorbato 80 en una
cantidad de 0,005 % en p/v a 0,05 % en p/v, y en la que el pH varia de 5,5 a 6,5, preferentemente en la que el pH es
6,0.

2. Una formulacién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la osmolalidad de la formulacién varia de
250 mOsm/kg a 350 mOsm/kg, preferentemente en la que la osmolalidad es 300 mOsm/kg.

3. Una formulacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que cada uno de los
dos anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia esta presente en una cantidad de 0,1 mg/ml a 2,0 mg/ml.

4. Una formulacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la formulacion
tiene una potencia de neutralizacién del virus de la rabia que varia de 250 1U/ml a 1500 [U/ml.

5. Una formulacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la proporcion de
los dos anticuerpos esté entre 5:1 y 1:5, preferentemente entre 2:1 y 1:2, por ejemplo 1:1.

6. Una formulacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la formulacion es
esteéril.

7. Una formulacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la formulacion esta
sustancialmente libre de endotoxina.

8. Una formulacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la formulacién
tiene una pureza de anticuerpo monémero de al menos un 95 % como se determina por HPSEC después de dos
semanas de almacenamiento a una temperatura de 40 + 2 °C y una humedad relativa de un 75 + 5 %.

9. Una forma de dosificacion unitaria farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una formulacién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes para tratamiento de profilaxis después de exposicion de
un sujeto a través de administracion de la forma de dosificacion al sujeto.

10. Un método para mejorar el almacenamiento de dos anticuerpos monoclonales del virus anti-rabia en una
formulaciéon, que comprende formular los anticuerpos en una formulacion farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la formulacién se almacena a una temperatura de 2 °C
a 40 °C, preferentemente de 2 °C a 8 °C.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en el que se reduce la cantidad de formacién de productos
secundarios de los anticuerpos.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que un 5 % o menos de los anticuerpos forma agregados
tal como se mide con HPSEC en 12 meses de almacenamiento a una temperatura de 2 °C a 8 °C.

14. Una formulacion farmacéutica de anticuerpo monoclonal CR57 del virus anti-rabia (cadena pesada SEQ ID
NO: 1 y cadena ligera SEQ ID NO: 2), o un anticuerpo que tiene una homologia de secuencia de al menos un 95 %
con el mismo y que es capaz de competir por una unioén a la diana reconocida por CR57 y que tiene actividad de
neutralizacion del virus de la rabia, formulacion que es estable durante al menos 18 meses a una temperatura entre
2°C y 8°C y a una temperatura entre -60 °C y -80 °C, en la que la formulacién comprende un tampén de citrato a
una concentracion de 5 mM a 25 mM, preferentemente 10 mM, cloruro sédico a una concentracion de 50 mM a
250 mM, preferentemente 150 mM, y polisorbato 80 en una cantidad de un 0,005 % en p/v a un 0,05 % en p/v, y en
la que el pH varia de 5,5 a 6,5, preferentemente en la que el pH es 6,0.
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15. Una formulacion farmacéutica de anticuerpo monoclonal del virus anti-rabia CR4098 (cadena pesada SEQ ID
NO: 3 y cadena ligera SEQ ID NO: 4), o un anticuerpo que tiene una homologia de secuencia de al menos un 95 %
con el mismo y que es capaz de competir por una union a la diana reconocida por CR4098 y que tiene actividad de
neutralizacion del virus de la rabia, formacién que es estable durante al menos 18 meses a una temperatura entre
2°C y 8°C y a una temperatura entre -60 °C y -80 °C, en la que la formulacién comprende un tampén de citrato a
una concentracion de 5 mM a 25 mM, preferentemente 10 mM, cloruro sédico a una concentracion de 50 mM a
250 mM, preferentemente 150 mM, y polisorbato 80 en una cantidad de un 0,005 % en p/v a un 0,05 % en p/v, y en
la que el pH varia de 5,5 a 6,5, preferentemente en la que el pH es 6,0.
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