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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica, preparacion y usos de la misma
Campo de la invencion

La descripcion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende la combinaciéon de (i) al menos una
nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha particula al menos un oligémero de albdmina (n = 2) o
consistiendo en un oligémero de albdmina, y de (ii) al menos un compuesto de interés, tipicamente al menos un
compuesto farmacéutico, para administrar a un sujeto que necesita al menos dicho al menos un compuesto de
interés, en donde al menos una nanoparticula potencia la eficiencia del al menos un compuesto de interés. La
dimension mas grande o mas larga de la nanoparticula biocompatible esta tipicamente entre aproximadamente 4 y
aproximadamente 500 nm.

La descripcion también se refiere a una composicion de este tipo para su uso en la administracién de al menos un
compuesto de interés en un sujeto que lo necesite, en el que la al menos una nanoparticula biocompatible y el al
menos un compuesto de interés se administraran secuencialmente en dicho sujeto, tipicamente entre mas de 5
minutos y aproximadamente 72 horas uno del otro. La administracién combinada, y tipicamente secuencial, al sujeto
de la al menos una nanoparticula biocompatible y del al menos un compuesto de interés mantiene, o incluso
aumenta, el beneficio farmacéutico (es decir, terapéutico, profilactico o de diagnéstico) de dicho al menos un
compuesto de interés para una toxicidad reducida del mismo en dicho sujeto cuando se compara con el beneficio
farmacéutico y la toxicidad inducida por dicho al menos un compuesto de interés cuando se administra a la dosis
farmacéutica estandar en ausencia de cualquier nanoparticula biocompatible.

Antecedentes

Para garantizar la seguridad y la eficacia, se requiere que los compuestos farmacéuticos se suministren
selectivamente a su sitio objetivo a una velocidad 6ptima en el sujeto que lo necesite. La farmacocinética (pK) es
una rama de la farmacologia dedicada a la determinacién del destino de las sustancias administradas externamente
a un organismo vivo. Esta determinacién implica etapas para medir las concentraciones de compuesto en todos los
tejidos principales durante un periodo de tiempo suficientemente largo, preferiblemente hasta la eliminacion del
compuesto. La farmacocinética es necesaria para describir eficientemente el comportamiento del compuesto in vivo,
incluyendo los mecanismos de su absorcién y distribucién, asi como sus cambios quimicos en el organismo. El perfil
de la pK en la sangre puede ajustarse utilizando varios programas para obtener parametros clave de la pK que
describen cuantitativamente cémo el cuerpo maneja el compuesto. Los pardmetros importantes incluyen la
concentracién maxima (Cmax), la vida media (t1,2), el aclaramiento, el area bajo la curva (AUC) y el tiempo medio de
residencia (MRT), es decir, el tiempo promedio durante el cual un compuesto permanece en un organismo. Cuando
se observa una circulacion sanguinea prolongada de la formulacion del compuesto, generalmente se asocia a un
aumento del t12, un aclaramiento reducido, un aumento de AUC y un aumento de MRT. Los datos de la pK se
utilizan a menudo para decidir la dosis 6ptima y el régimen de dosis para mantener la concentracion sanguinea
deseable con el fin de mejorar la eficacia de la terapéutica con efectos secundarios minimos. Ademas, como bien es
sabido por la persona experta, la concentraciéon en sangre de un compuesto esta correlacionada tanto con su
eficacia como con su toxicidad en la mayoria de los casos, tipicamente para farmacos libres.

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) representan un segmento creciente de la linea de desarrollo en la industria
farmacéutica. Muchas terapias proteicas, especialmente mAbs y derivados funcionales (proteinas de fusion,
fragmentos, etc.), han sido aprobadas como farmacos en Estados Unidos, Europa y Japén durante los ultimos 20
anos. El numero de mAbs en desarrollo también es grande con estimaciones de hasta 500 [Pharmacokinetics,
Pharmacodynamics and physiologically-based pharmacokinetic modelling of monoclonal antibodies. Dostalek M,
Gardner |, Gurbaxani B M, Rose R H, CHetty M. Clin Pharmacokinet (2013) 52:83-124]. En humanos hay cinco
subclases de inmunoglobulinas (lg), IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, que difieren con respecto a sus cadenas pesadas,
pero comparten las mismas cadenas ligeras. IgG es la inmunoglobulina mas predominante y representa el 70-80%
del nivel sérico de inmunoglobulina total. Basado en la estructura interna y las diferencias antigénicas, la subclase
IgG se puede dividir en cuatro grupos principales: IgG1, 1gG2, IgG3 y IgG4. Las moléculas de IgG se construyen a
partir de dos cadenas pesadas (50 kDa) y dos cadenas ligeras (25 kDa) unidas entre si por una region bisagra de
polipéptidos y una serie de puentes disulfuro que forman una proteina en forma de Y que consta de dos dominios
Fab (fragmento de unién a antigeno) y un dominio Fc (fragmento cristalizable) (Véase Figura 1).

La regién Fc esta asociada con la vida media de eliminacion de anticuerpos (t12), con moléculas de IgG intactas que
tienen un t12 mas largo que el fragmento Fab solo. El t1,2 promedio de IgG1, 1gG2 e IgG4 es aproximadamente de 21
dias; mientras que IgG3 tiene un t12 promedio de 7,1 dias. Aunque una mayoria de los mAbs son selectivos en su
unién al objetivo y se unen solo a sus objetivos especificos solubles o de la superficie celular, algunos mAbs pueden
unirse a varios objetivos diferentes. La importancia de esta union fuera del objetivo se puede ver de dos maneras
diferentes: (1) como una contribucién a la actividad primaria del farmaco; y (2) como una causa de los efectos
adversos. Los mAbs circulantes largos pueden generar toxicidades normales no deseadas en los tejidos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2774365 T3

En el articulo “Improved tumor imaging and therapy via i.v. lgG-mediated time sequential modulation of neonatal
receptor” de Jaggi J S et al. (The journal of clinical investigation. Vol. 117, n%9, 2007: 2422-2430), los autores
recogen una estrategia terapéutica para alterar beneficiosamente la farmacocinética de los anticuerpos IgG
mediante la inhibicion farmacoldgica del receptor de Fr neonatal (FcRn) utilizando terapia de IgG en dosis altas con
algun resultado positivo.

La solicitud de Patente internacional WO2014105644 describe una composicién farmacéutica que comprende
nanoparticulas que comprenden albumina y paclitaxel. Se describe que la tecnologia de nanoparticulas basadas en
albumina ofrece la capacidad de mejorar la solubilidad de un farmaco al evitar la necesidad de disolventes tdxicos en
el proceso de administracion.

Aun asi, como se desprende la técnica anterior y a pesar de una gran necesidad médica, la mejora de los
compuestos (incluyendo los compuestos terapéuticos, profilacticos y de diagndstico) que no se pueden utilizar de
manera eficiente en pacientes debido a su toxicidad inaceptable o a sus parametros farmacocinéticos desfavorables
sigue siendo una preocupacion.

Descripcion detallada

La presente invencién permite ahora la optimizacién de la eficiencia de un compuesto de interés (en la presente
memoria también identificado simplemente como “el compuesto” o como el “compuesto farmacéutico”) cualquiera
que sea su uso previsto en el contexto de terapia, profilaxis o diagnéstico. La composicion descrita en la presente
memoria que es una combinacién de (i) al menos una nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha
nanoparticula biocompatible al menos un oligbmero de albumina (n = 2) o consistiendo en un oligémero de albdmina
y de (ii) al menos un compuesto de interés, optimiza los parametros farmacocinéticos del al menos un compuesto de
interés y, como una consecuencia, ahora hace posible el desarrollo de compuestos terapéuticos que no podrian
haberse desarrollado de otra manera debido tipicamente a su toxicidad inaceptable. Tipicamente, la nanoparticula
biocompatible no se utiliza como un compuesto farmacéutico, es decir, como un compuesto terapéutico, profilactico
o de diagnostico.

Los inventores descubrieron sorprendentemente que una nanoparticula biocompatible que comprende al menos un
oligbmero de albdmina (n = 2) o que consiste en un oligdmero de albumina reduce eficazmente las toxicidades no
deseadas de los tejidos normales del anticuerpo(s) cuando dicho al menos un oligbmero de albdmina y dicho
anticuerpo(s) se administran secuencialmente, preferiblemente cuando dicho al menos un oligdmero de albumina se
administra después del anticuerpo(s) en un sujeto que necesita dicho compuesto de anticuerpo.

Una composicion tipica descrita en la presente memoria (identificada generalmente en la presente memoria como
“composicion farmacéutica”) es una composicién que comprende la combinacion de (i) al menos una nanoparticula
biocompatible, comprendiendo dicha nanoparticula biocompatible al menos un oligdmero de albumina (n = 2) o
consistiendo en un oligbmero de albumina, y de (ii) al menos un compuesto (“el compuesto de interés”), en donde la
dimension mas larga 0 mas grande de la nanoparticula biocompatible esta tipicamente entre aproximadamente 4 nm
y aproximadamente 500 nm.

Tipicamente, la relacion entre (al menos una) nanoparticulas biocompatibles y compuestos de interés esta entre
0,1/1 y 1000/1 o0 0,5/1 y 1000/1, preferiblemente entre 0,5/1 y 500/1, incluso mas preferiblemente entre 0,5/1 y 300/1.

Un objeto descrito en la presente memoria es una composicion farmacéutica que comprende la combinacién de (i) al
menos una nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha nanoparticula biocompatible al menos un oligémero
de albumina (n = 2) o consistiendo en un oligbmero de albumina, y de (ii) al menos un compuesto farmacéutico, en
donde la dimensién mas larga o mas grande de la al menos una nanoparticula biocompatible esta entre
aproximadamente 4 nm y aproximadamente 500 nm, para su uso en la administracion de al menos un compuesto
farmacéutico en un sujeto que lo necesita, en donde la al menos una nanoparticula y el al menos un compuesto
farmacéutico se deben administrar en un sujeto que necesita dicho al menos un compuesto farmacéutico, entre mas
de 5 minutos y aproximadamente 72 horas uno del otro, y en donde la nanoparticula biocompatible no se utiliza
como un compuesto farmacéutico.

Los términos “aproximadamente” y “alrededor de” cuando se asocian a un valor tal como por ejemplo el tamafo de
una nanoparticula o un intervalo de tiempo, indican que una variacién con el valor indicado, que la persona experta
reconoceria como una variacion pequefa, no afecta sustancialmente las propiedades del tema en cuestiéon al que
esta asociada y que dicho tema en cuestion permanece en el espiritu de la invencion reivindicada.

La administracion combinada al sujeto de la al menos una nanoparticula biocompatible y del al menos un compuesto
de interés, a través de la composicién de la invencién, permite tipicamente (mantiene) el mismo beneficio
farmacéutico (es decir, terapéutico, profilactico o de diagnéstico) del al menos un compuesto de interés para una
toxicidad reducida del mismo para el sujeto, o0 aumenta el beneficio farmacéutico del al menos un compuesto de
interés para una toxicidad reducida del mismo para el sujeto, cuando se compara con el beneficio farmacéutico y la
toxicidad inducida por la dosis farmacéutica estandar de dicho al menos un compuesto de interés en ausencia de
cualquier nanoparticula biocompatible.
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Como la forma de la particula puede influir en su “biocompatibilidad”, se prefieren aqui particulas que tienen una
forma bastante homogénea. Por razones farmacocinéticas, se prefieren, por lo tanto, las nanoparticulas que son
esencialmente esféricas/redondas u ovoides. Tal forma también favorece la interaccion de nanoparticulas con o la
absorcion por las células. Se prefiere particularmente la forma esférica/redonda.

En el espiritu de la invencién, el término “nanoparticula” se refiere a un producto, con un tamafo en el rango de
nanoémetros, tipicamente entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 500 nm, preferiblemente entre
aproximadamente 4 nm y aproximadamente 500 nm, entre aproximadamente 4 nm y aproximadamente 400 nm,
aproximadamente 30 nm y aproximadamente 300 nm, aproximadamente 20 nm y aproximadamente 300 nm,
aproximadamente 10 nm y aproximadamente 300 nm, por ejemplo entre aproximadamente 4 nm y aproximadamente
100 nm, por ejemplo entre aproximadamente 10 nm, 15 nm o 20 nm y aproximadamente 100 nm, 200 nm, o 300 nm.

» o«

Los términos “tamafno de la nanoparticula”, “tamafo mas grande de la nanoparticula” y “tamafio mas largo de la
nanoparticula” se refieren tipicamente en la presente memoria a la “dimensién mas grande o mas larga de la
nanoparticula” o “didametro de la nanoparticula” cuando es de forma esférica/redonda u ovoide. La microscopia
electrénica de transmision (TEM) o Cryo-TEM se puede utilizar para medir el tamafo de la nanoparticula. Ademas,
la dispersion dinamica de luz (DLS) se puede utilizar para medir el diametro hidrodindmico de nanoparticulas en
disolucién. Estos dos métodos se pueden utilizar, ademdas, uno después del otro para comparar el diametro
hidrodinamico de una nanoparticula medida por DLS con el tamafo de dicha particula medida por TEM o Cryo-TEM,
para confirmar dicho tamafno. Un método preferido es DLS (Ref. International Standard 1SO22412 Particle Size
Analysis — Dynamic Light Scattering, International Organisation for Standardisation (ISO) 2008).

La carga superficial de una nanoparticula se puede modular y se determina tipicamente mediante mediciones de
potencial zeta en medio acuoso para una concentracion de nanoparticulas entre 0,2y 10 g/L, para un pH entre 6 y 8,
y tipicamente para concentraciones de electrolitos en el medio acuoso entre 0,001 y 0,2 M, por ejemplo 0,01 M o
0,15 M.

Tipicamente, la nanoparticula biocompatible descrita en la presente memoria tiene una carga superficial
electrostatica de al menos |10 mV|, es decir, inferior a — 10 mV o superior a + 10 mV, por ejemplo, inferior entre -12
mV o — 15 mV y -20 mV o superior entre + 12 mV o + 15 mV y + 20 mV, tipicamente inferior a -15 mV o superior a +
15 mV. Preferiblemente, la nanoparticula biocompatible descrita en la presente memoria tiene un valor absoluto de
carga superficial electrostatica (“valor absoluto de carga superficial”’) de mas de 10 mV, siendo dicha carga incluso
mas preferiblemente una carga negativa.

La al menos una nanoparticula biocompatible de la invencion comprende al menos un oligébmero de albdmina (n 2
2), por ejemplo, un dimero (n = 2) o un trimero (n = 3) de monémeros de albumina o un oligémero de albdmina que
comprende al menos cuatro monémeros de albumina (n = 4), o que consiste en un oligdmero de albumina (véase
Figura 2). El al menos un oligdmero de albumina comprende tipicamente a lo sumo 50 monémeros de albumina,
preferiblemente menos de 50 mondémeros de albumina, por ejemplo, 30 monémeros de albumina, preferiblemente
menos de 25 mondmeros de albumina, por ejemplo 20 mondmeros de albumina.

Los mondmeros de albumina se conjugan tipicamente unos con otros para formar un oligdmero de albdmina
mediante la interaccion directa 0 mediante un enlazador.

La molécula de albumina lleva varios grupos funcionales que se pueden utilizar para modificar su reactividad y/o
reticular multiples moléculas de albimina juntas [es decir, formacién de dimeros (n = 2) u oligémeros de mas de dos
monomeros de albdmina (n > 2)]. La mayoria de las veces, la reaccion de reticulacién consiste en una sustitucion
nucleofila. La estrategia de reticulacién puede implicar por tanto una etapa de “activacién” de la albumina, que
consiste en aumentar la reactividad de la molécula de albumina mediante el injerto de grupos reactivos adicionales,
utilizando un reactivo [que implica un grupo de interés tal como un grupo nucledfilo, es decir, un grupo que reacciona
con atomos cargados positivamente (o parcialmente positivos), o un grupo saliente, es decir, un fragmento molecular
que sale con un par de electrones en la ruptura del enlace heterolitico], en la molécula de albumina. La reaccién de
reticulacion puede producirse (1) en la molécula de albumina mediante el acoplamiento/reticulacion de sus grupos
funcionales disponibles (amina primaria, acido carboxilico o tiol) con un enlazador reactivo (tipicamente con un
enlazador “corto” que tiene una cadena molecular que comprende menos de 20 atomos, o con un enlazador “largo”
que tiene una cadena molecular que comprende mas de 20 atomos); (2) en la albumina “activada”, con o sin
enlazador.

La Tabla 1 proporciona ejemplos no exhaustivos de estrategias utilizables para injertar grupos reactivos en la
molécula de albumina (etapa de “activacion”). Es de destacar que cualquier molécula con nucledfilos apropiados o
grupos salientes puede estar involucrada en esta etapa de “activacion”.

La Tabla 2 proporciona ejemplos no exhaustivos de estrategias utilizables para crear un enlace covalente entre dos
moléculas de albumina (etapa de “reticulacion”).

Tabla 1: Activacién de moléculas de albumina
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Grupo obijetivo en la
molécula de albumina

Grupo de reactivos

Ejemplo de reactivo

Grupos reactivos
injertados en albumina

Ditiotreitol,

S-S HS-R-SH poli(etilenglicol)ditiol -SH
SNt O o
-NH2 (j 2-iminotiolano -SH
Q—=C-R-C=0
-NH2 + H;N-R-S-S-R3- Glutaraldehido + cistamina -SH
NH;
0=C-R-C=0 ]
NHo Glutaraldehido + -SH
+ HS-R,-NH, cisteamina
R-N=C=N-R,
Etilendiaminocarbodiimida
-COOH + H2N-R-S-S-Ro- + cistamina -SH
NH;
R-N=C=N-R, o o
-COOH SR, Etllendfgér:ggar;ritr)]c;dnmlda -SH
R-N=C=N-R;
Etilendiaminocarbodiimida
-COOH + HOOC-R (NH;)- + cisteina -SH
R2(SH)
U R Disulfuro de N- Y —
e \ hidroxisuccinimida- \
“NH: NHS-R «»5‘5‘<\L / poli(etilenglicol)-orto- s ‘S“(\_ Vi
NS piridilo (NHS-PEG-OPSS) o :
8]
X-R-COO0-Y, donde X = N-hidroxisuccinimida éster _J(‘
-NHz maleimiday Y = N- del acido 4- I N—
hidroxisuccinimida maleimidobutirico “‘wg
Q
R, RZ
||
-COOH R1-N=C=N-R2 etilendiaminocarbodiimida i
Q
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Tabla 2: reticulacién de moléculas de albumina para formar oligémeros (n = 2) de albumina (. y @ representan
monémeros de albimina)

Molécula 1 Tipo de Molécula 2 Enlace covalente
enlazador
@ - 2 Q@
S —8

Q
O >\.\’
.-SH X-R-X, donde X = @-SH . N—R—N |

maleimida .
-

L

S S

Dibromo
maleimida

3=

Br Br
Ri R2 R1 RZ
Hi\ f*‘:”!i X-R-X, donde mlg“‘% *;-«""ei ¢ R g
? X = amina 5 .k VRN
primaria g N N
.\“/33 @Tﬁ H H
Q G
Q

0 e [ -
ohpe | T oo |01 L0
6
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X-R-X,’d'onde
@nH | e, | D, QNHTRJ‘\NH@

presencia de EDC

hidroxisuccinimida

@NH, | Xdniex-N | K, ‘NH\"/ R)I\NH—@

X-O0C-R-COO-

X, donde X =
.*N H, sulfo-N- @-NHQ ‘NH R)I\NH—@
hidroxisulfosuccini \"/

mida

R
@-cooH | *WEeX- | (7)).CO0H oo AP

Los oligbmeros (n = 2) de albumina por conjugacién directa de monémeros de albimina (véase Figura 2 a, d y g)
pueden por ejemplo sintetizarse de la siguiente manera:

. etapa de activacion (etapa opcional): la molécula/monémero de albumina se puede tiolar utilizando
ditiotreitol (DDT) que reacciona con el enlace disulfuro de dicha molécula/monémero de albimina.

. etapa de reticulacion o conjugacion: los enlaces disulfuro se forman entre varias moléculas/monémeros de
albumina tiolada y/o entre moléculas/mondmeros de albdmina tiolada o no tiolada dando como resultado oligémeros
de albdmina.

Los oligbmeros (n = 2) de albumina por conjugacion de monémeros de albimina mediante un enlazador (en el
siguiente ejemplo el enlazador es o un enlazador “corto” o un enlazador “largo”) (véase Figura2 b, e, h, y c, f, i, m, n)
se pueden por ejemplo sintetizar de la siguiente manera:

. etapa de activacion (etapa opcional):

La molécula de albumina se puede tiolar tipicamente mediante un iminotiolano, o utilizando un enlazador X-R1-SH o
XR1-S-S-R2X, en donde:

- X es un grupo funcional que reacciona con la amina primaria o el grupo carboxilico de la molécula de
albumina en presencia o no de tipicamente glutaraldehido o etilendiaminocarbodiimida (EDC),

- R1 0 Rz es una cadena molecular que comprende menos de 20 atomos (enlazador “corto”) o méas de 20
atomos (enlazador “largo”), y R1 y Rz son idénticos o diferentes cuando se injertan en la molécula de albumina.

Ejemplos de enlazadores son etilendiaminocarbodiimida (EDC) y cisteina, EDC y cistamina, glutaraldehido y
cistamina.

La molécula de albimina se puede funcionalizar con grupos maleimida utilizando un enlazador X-R-Y en donde:
- X es un grupo maleimida,

- R es una cadena molecular con menos de 20 atomos (enlazador “corto”) o mas de 20 atomos (enlazador
“largo),




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2774365 T3

- Y es un grupo N-hidroxisuccinimida (NHS) o un grupo sulfo-N-hidroxisuccinimida (sulfoNHS).
Ejemplos de enlazadores son el N-hidroxisuccinimida éster del acido 4-maleimidobutirico.

. Etapa de reticulaciéon o conjugacion: tipicamente, las moléculas de albumina, moléculas de albumina
tioladas y/o moléculas de albumina funcionalizadas con maleimida se pueden reticular o conjugar juntas, con o sin
un enlazador para formar oligémeros de albumina. Enlazadores tipicos para utilizarse para formar oligdmeros de
albumina se presentan en la Tabla 2. Los ejemplos de enlazadores que pueden reticular moléculas de albumina
tioladas son reticuladores que comprenden al menos un grupo maleimida y puede ser por ejemplo un reticulador de
bismaleimida tal como bis(maleimido)etano, 1,4-bis(maleimido)butano, 1,6-bis(maleimido)hexano, o 4arm-
poli(etilenglicol)-maleimida, tipicamente 4arm-poli(etilenglicol)-maleimida 11kDa.

La asociacion de mondmeros y/o oligomeros de albumina puede producirse mediante enlaces de hidrogeno,
interacciones electrostaticas y/o hidrofdbicas (véase Figura 2j, ky I).

La desolvatacion de moléculas de albumina y/o de oligbmeros de albumina al cambiar la polaridad del medio, es
decir, al anadir, por ejemplo, diferentes volimenes de etanol o acetona a una disoluciéon acuosa de moléculas de
albumina y/o de oligémeros de albdmina, conduce a la formaciéon de nanoparticulas mas grandes de albumina
(véase Figura 2 o). Esas nanoparticulas mas grandes de albumina pueden ademas reticularse entre si utilizando
tipicamente glutaraldehido.

La administracion combinada de la nanoparticula(s) biocompatible junto con el al menos un compuesto de interés
mantiene, preferiblemente aumenta, el beneficio farmacéutico (es decir, terapéutico, profilactico o de diagnéstico),
tipicamente terapéutico, de el al menos un compuesto de interés para una toxicidad reducida del mismo para el
sujeto, tipicamente cuando se administra en el sujeto con necesidad del al menos un compuesto de interés, entre
mas de 5 minutos y aproximadamente 72 horas uno del otro, en comparaciéon con el beneficio farmacéutico y la
toxicidad inducida por la dosis farmacéutica estandar, tipicamente terapéutica, de dicho al menos un compuesto de
interés en ausencia de cualquier nanoparticula biocompatible.

En una realizacién particular, la al menos una nanoparticula biocompatible se administra con varios compuestos de
interés, tipicamente dos compuestos de interés.

Se pueden utilizar diferentes moléculas o agentes segln la presente ensefianza como el compuesto de interés,
tipicamente como el al menos un compuesto farmacéutico de interés, administrado en combinacién con al menos
una nanoparticula biocompatible como se describié anteriormente. Este compuesto puede ser un compuesto
terapéutico, profilactico o de diagnoéstico como se explicod anteriormente. Tipicamente es un compuesto conocido por
la persona experta como mas o menos tdxico para un ser humano. El compuesto de interés puede estar
radiomarcado.

El compuesto de interés es tipicamente un compuesto farmacéutico (terapéutico o de diagndstico), y en particular un
anticuerpo o un compuesto farmacéutico que comprende o consiste en al menos un anticuerpo, por ejemplo, una
combinacion de al menos dos anticuerpos o tres anticuerpos. El anticuerpo se puede seleccionar por ejemplo de un
anticuerpo monoclonal (mAb), un conjugado de anticuerpo-farmaco (que consiste en un agente citotéxico unido al
mAb mediante un enlazador quimico), un anticuerpo manipulado, tipicamente un mAb glicomanipulado y un
anticuerpo multiespecifico.

Un compuesto de interés preferido es un compuesto basado en IgG, es decir, un compuesto que comprende todo o
una parte de un IgG, o una combinacién de compuestos basados en IgG. El compuesto de interés basado en IgG
puede seleccionarse por ejemplo de Abatacept (proteina de fusién), Abciximab (Fab de IgG1 quimérico),
adalimumab (IgG1 humano), Aflibercept (proteina de fusién), Alefacept (proteina de fusién), Alemtuzumab (IgG1
humanizado), Basiliximab (IgG1 quimérico), Belimumab (IgG1 humano), Bevacizumab (IgG1 humanizado),
Brentuximab (IgG1 quimérico), canakinumab (IgG1 humano), Certolizumab pegol (fragmento de Fab humanizado),
Cetuximab (IgG1 humano/murino quimérico), Daclizumab (IgG1 humanizado), Denosumab (IgG2 humano),
Eculizumab (IgG2/4 humanizado), Efalizumab (IgG1 humanizado), Etanercept (proteina de fusién), Gemtuzumab
ozogamicina (IgG4 humanizado), Golimumab (IgG1 humano), Infliximab (IgG1 humano/murino quimérico),
Ipilimumab (IgG1 humano), Natalizumab (IgG4 humanizado), Ofatumumab (IgG1 humano), Omalizumab (IgG1
humanizado), Palivizumab (IgG1 humanizado), Panitumumab (IgG2 humanizado), Ranitumumab (Fab de IgG1
humanizado), Rituximab (IgG1 quimérico), Tocilizumab (IgG1 humanizado), Trastuzumab (IgG1 humanizado),
Ustekinumab (IgG1 humano), y cualquier otro anticuerpo de interés conocido por el médico como Util para prevenir o
tratar una enfermedad como se identifica en la presente memoria.

La composicion farmacéutica de la invencion como se reivindica se puede utilizar en muchos campos, en particular
en medicina humana y veterinaria. Esta composicién es tipicamente para su uso en un animal, preferiblemente un
mamifero (por ejemplo, en el contexto de la medicina veterinaria), incluso mas preferiblemente en un ser humano
cualquiera que sea su edad o0 sexo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2774365 T3

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden utilizar para prevenir o tratar una enfermedad o
trastorno seleccionado de una enfermedad cardiovascular, una enfermedad del sistema nervioso central (CNS), una
enfermedad gastrointestinal, un trastorno genético, un trastorno hematoldgico, un trastorno hormonal, un trastorno
del sistema inmune, una enfermedad infecciosa, un trastorno metabdlico, un trastorno muscoesquelético, un cancer,
una enfermedad respiratoria, una intoxicacion, etc. En una realizacién preferida, la composiciéon farmacéutica es
para su uso en la prevencion o tratamiento de una enfermedad o trastorno seleccionado de una enfermedad
cardiovascular, una enfermedad del CNS, un cancer, una enfermedad infecciosa y un trastorno metabdlico.

En el contexto de la presente invencién, la al menos una nanoparticula biocompatible y el al menos un compuesto
de interés son ventajosos para ser administrados en un sujeto que necesita dicho compuesto de interés, entre mas
de 5 minutos y aproximadamente 72 horas uno del otro, tipicamente entre mas de 5 minutos y aproximadamente 48
horas, preferiblemente entre mas de 4 horas y aproximadamente 48 horas, por ejemplo, entre mas de 4 horas y
aproximadamente 24 horas, para optimizar la eficacia del al menos un compuesto farmacéutico.

También se describe en la presente memoria un método para tratar un sujeto que sufre de una enfermedad tal como
la mencionada en la presente memoria, en donde dicho método comprende administrar a dicho sujeto una
composicion farmacéutica como se describe en la presente memoria, tipicamente al menos una nanoparticula
biocompatible y al menos un compuesto de interés como se describe en la presente memoria. Cualquiera de las al
menos una nanoparticula biocompatible o al menos un compuesto de interés se puede administrar primero al sujeto
siempre que se administren la nanoparticula biocompatible y el compuesto entre mas de 5 minutos y
aproximadamente 72 horas uno del otro o segun cualquier otro programa descrito en la presente memoria.
Preferiblemente el al menos un compuesto de interés se administra primero al sujeto (o, en otras palabras, la al
menos una nanoparticula biocompatible se administra después del al menos un compuesto de interés). La
administracion de cualquiera de dichos al menos una nanoparticula o al menos un compuesto de interés puede ser
una Unica administracién de cada, administraciones repetidas de cada, por ejemplo, varias administraciones
consecutivas de cada. La al menos una nanoparticula biocompatible se puede administrar una vez y el al menos un
compuesto de interés se puede administrar mas de una vez o viceversa.

En un aspecto particular, la al menos una nanoparticula biocompatible es administrada al menos al comienzo de un
protocolo que comprende varias administraciones del al menos un compuesto de interés, es decir, al menos en la
primera administracion de dicho al menos un compuesto de interés y antes o preferiblemente después de la
administracién de dicho al menos un compuesto de interés.

En otro aspecto particular, la al menos una nanoparticula biocompatible no se administra al comienzo de un
protocolo que comprende varias administraciones del al menos un compuesto de interés y no se administra antes de
la segunda o tercera administracion de dicho al menos un compuesto de interés, y antes o preferiblemente después
de la administracion de dicho al menos un compuesto de interés.

En el contexto de estos dos ultimos aspectos, la al menos una nanoparticula biocompatible también se puede
administran junto (antes o preferiblemente después como se explicé anteriormente) con el al menos un compuesto
de interés durante parte o todas las administraciones siguientes de dicho al menos un compuesto de interés.

La nanoparticula(s) biocompatible de la composiciéon farmacéutica descrita en la presente memoria se puede
administrar por diferentes vias tales como subcutanea, intravenosa (IV), intra-dérmica, intra arterial, vias
respiratorias (inhalacion), intra peritoneal, intra muscular y/o via oral (per o0s). Vias preferidas son intravenosa (IV),
intra arterial, y/o intra peritoneal.

El compuesto(s) de interés de la composicion farmacéutica descrita en la presente memoria se puede administrar
por diferentes vias tales como subcutanea, intravenosa (IV), intra dérmica, intra arterial, vias respiratorias
(inhalacién), intra peritoneal, intra muscular y/o via oral (per 0s).

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion sin limitar su alcance.
Leyenda de las Figuras

Figura 1: Estructura de las moléculas de IgG [Pharmacokinetics, Pharmacodynamics and physiologically-based
pharmacokinetic modelling of monoclonal antibodies. Dostalek M, Gardner |, Gurbaxani B M, Rose R H, CHetty M.
Clin Pharmacokinet (2013) 52:83-124]

Figura 2: Representacion de la al menos una nanoparticula biocompatible que comprende, o consiste en, al menos
un dimero de albdmina (a/ b/ ¢/ - n=2) o un oligémero de albumina (d/ e/ f/ g/ h/ i/ j/ k/ I/ m/ n/ 0, n>2)

Figura 3: electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente con

(a) una suspensién de albimina de suero de ratén (MSA), es decir, una suspension de nanoparticulas
biocompatibles n® 1;
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(b) una suspension de MSA preparada segun el ejemplo 1, es decir, una suspensién de nanoparticulas
biocompatibles n® 2; y

(c) Proteina HiMark estandar 31-460 kDa.

Figura 4: imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) de nanoparticulas biocompatibles que
comprenden al menos un oligémero de albumina (n = 2) o consisten en un oligémero de albumina, con un tamafo de
particula medio tipicamente superior a 50 nm (barra de escala 500 nm)

Figura 5: representacion esquematica del programa de tratamiento para la composicién farmacéutica que
comprende (i) las nanoparticulas biocompatibles del Ejemplo 1 (es decir, la suspension de nanoparticulas
biocompatibles n? 1 o la suspension de nanoparticulas biocompatibles n® 2) y (ii) el compuesto DC101 en los
xenoinjertos FaDu.

Figura 6: retraso en el crecimiento tumoral de la composicién farmacéutica que comprende las nanoparticulas
biocompatibles del Ejemplo 1y el compuesto DC101 en los xenoinjertos FaDu (RTV + SD medio).

Figura 7: electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente con

(a) una suspensién de albimina de suero de ratén (MSA), es decir, una suspension de nanoparticulas
biocompatibles n? 1 (véase Ejemplo 2);

(b) una suspension de MSA preparada segun el Ejemplo 1, es decir, una suspensién de nanoparticulas
biocompatibles n® 2 (véase Ejemplo 2);

(c) una suspension de MSA preparada segun el Ejemplo 6, es decir, una suspensién de nanoparticulas
biocompatibles n° 3 (véase Ejemplo 7); y

(d) Proteina HiMark estandar 31-460 kDa.
Ejemplos

Ejemplo 1: sintesis de la al menos una nanoparticula biocompatible que consiste en al menos un oligémero (n = 2)
de albumina, por ejemplo, un dimero (n = 2) de albumina, con un tamafo de particula medio tipicamente inferior a 50
nm.

La albumina de suero de raton (1 g) se disolvié en 77 mL de tampdn fosfato de sodio 100 mM (PBS) pH 8,5. La
disolucién se mezcl6 con 77 mL de una disoluciéon acuosa reciente de 2-iminotiolano (reactivo) (3 mM). Después de
ajustar el pH a 8,5 con una disolucién de hidroxido de sodio (NaOH), la suspension se incub6é a temperatura
ambiente durante 48 horas.

Después, la suspension resultante se diluy6é en tampdn fosfato y se ajusté a pH 7,3. Se llevé a cabo la eliminacion
del exceso de reactivo y se logrd una nueva concentracion de la suspension a medida que se prepara utilizando una
membrana de polietersulfona (50 kDa). La concentracién final de la albumina se determin6 utilizando el método
Bradford y se encontré igual a aproximadamente 65 g/L.

Ejemplo 2: Caracterizacién de la al menos una nanoparticula biocompatible que consiste en un oligdmero de
albumina, por ejemplo, un dimero (n = 2) de albumina en la suspension del Ejemplo 1.

- La presencia de nanoparticulas que consisten en al menos un oligémero de albumina se analiz6 mediante
electroforesis. 7,5 uL de suspension de albimina de suero de raton (MSA) (0,5 g/L de albumina), o de suspensién
del Ejemplo 1 (0,5 g/L de albdmina) se mezclaron con 2,5 uL de una disolucién de tamp6n de carga de muestra (4X)
de dodecil sulfato de litio (LDS). Se colocd un gel de poliacrilamida no desnaturalizante con gradiente 4-12% en la
electroforesis vertical XCell SureLock y se ejecuté a 200 V durante 1hora 50 minutos. Tipicamente, la proporcién de
oligbmero se evalu6 mediante separacion por cromatografia de exclusion por tamario en una columna de superose 6
seguido por una dosificaciéon posterior de albumina en cada fraccion con el método Bradford, evaluacion del tamano
en cada fraccion por dispersion dinamica de luz (DLS) y evaluacion del peso molecular en cada fraccién por
electroforesis en gel en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante con gradiente 4-12%.

Los resultados presentados en la Figura 3 muestran que:

- la suspensién de MSA (linea a de la Figura 3) como tal contiene una fraccion baja de oligémeros (n = 2) de
albumina (suspensién de nanoparticulas biocompatibles n° 1). Aproximadamente el 10% de la albumina recogida se
identific6 como oligdmeros de albumina con pesos moleculares igual a aproximadamente 120 kDa (n = 2) (cabe
destacar que el peso molecular del monémero de albumina es igual a aproximadamente 66 kDa). El tamafio medio
de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspension se midi6 mediante dispersién dindmica de luz
(DLS) utilizando zetasizer NanoZS (Malvern 5 Instrument) con un laser HeNe a 633 nm en un angulo de 173°. El
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tamafno medio de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspension fue igual a aproximadamente 9 nm
con un indice de polidispersidad (PDI) de 0,207.

- la suspension del Ejemplo 1 (linea b de la Figura 3) contiene una mayor proporcién de oligdmeros de
albumina (suspensién de nanoparticulas biocompatibles n® 2) cuando se compara con la suspensién de MSA.
Aproximadamente el 50% de la albimina recogida se identific6 como oligdmeros de albimina con pesos
moleculares comprendidos entre aproximadamente 120 kDa (n = 2) y aproximadamente 1300 kDa (n = 20) (cabe
destacar que el peso molecular del monémero de albumina es igual a aproximadamente 66 kDa). El tamafio medio
de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspension se midi6 mediante dispersién dindmica de luz
(DLS) utilizando un zetasizer NanoZS (Malvern Instrument) con un laser HeNe a 633 nm en un angulo de 173°. El
tamafno medio de particulas de las nanoparticulas biocompatibles en suspension fue igual a aproximadamente 30
nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 0,250.

Para los experimentos in vivo descritos en los Ejemplos 4 y 5, ambas suspensiones de nanoparticulas
biocompatibles n® 1 y n® 2 se utilizaron para preparar la composicién farmacéutica que comprende la combinacion de
(i) al menos una nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha nanoparticula biocompatible al menos un
oligomero de albdmina (n = 2) o consistiendo en oligdmero de albumina, y de (ii) un compuesto farmacéutico de
interés.

Ejemplo 3: Preparacion de la al menos una nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha nanoparticula
biocompatible al menos un oligémero de albumina (n = 2) (véase Figura 2m) o consistiendo en un oligbmero de
albumina (véase Figuras 2a-l), con un tamano medio de particula tipicamente superior a 50 nm.

Las nanoparticulas de albimina se prepararon mediante la técnica de desolvatacion (desolvation process and
Surface characterization of protein nanoparticles. C. Weber, C. Coester, J. Kreuter, K. Langer, international Journal
of pharmaceutics, V 194; 2000; pp 91-102).

Albumina de suero bovino (BSA) (100 mg) se disolvio en 2 mL de agua destilada a pH 7. Un agente de
desolvatacion, acetona (5 mL), se afadié gota a gota en una disolucion de BSA, hasta que la disolucién se volvié
turbia. La disolucién de agitdé durante la noche. El disolvente se elimind después por evaporacion. Las
nanoparticulas de albumina se observaron mediante microscopia electronica de transmisién utilizando JEOL JEM
100CX Il HR (véase Figura 4).

Ejemplo 4: Retraso del crecimiento tumoral de la composicion farmacéutica que comprende las nanoparticulas
biocompatibles del Ejemplo 1y el compuesto DC101 en los xenoinjertos FaDu (RTV = SD medios).

Este estudio se realizé para investigar la eficacia de la composicién farmacéutica que comprende las nanoparticulas
biocompatibles del Ejemplo 1 y DC101 (anticuerpo monoclonal del receptor VEGF 2 antiratén de rata que sustituye
al Bevacizumab (Avastin®) para estudio en ratones) como el compuesto terapéutico de interés, en el modelo de
tumor FaDu xenoinjertado en ratones nude (desnudos) NMRI.

La linea celular FaDu del carcinoma faringeo humano se obtuvo en LGC Standard (Molsheim, France). Las células
se cultivaron en un medio Eagle’s Minimum Essential Medium suplementado con un 10% de suero bovino fetal
(Gibco), con 5% de COs2.

Los ratones nude NMRI, de 6-7 semanas (20-25 g) se pidieron a Janvier Labs (Francia). Los ratones se mantuvieron
bajo condiciones especificas libres de patdégenos (alimentos y agua esterilizados disponibles ad libitum) y se
mantuvieron una semana para aclimatarse antes de comenzar el experimento.

El tumor FaDu se obtuvo por inyeccion subcutanea de 2.108 células en 50 uL en el costado inferior derecho del
raton. El volumen crecié hasta alcanzar un volumen alrededor de aproximadamente de 100 mm3. El diametro del
tumor se midi6 utilizando un calibrador digital y el volumen del tumor en mm? se calculé utilizando la siguiente
formula:

Longitud (mm) x (anchura)? (mm?)

2

Volumen del tumor (mm3) =

Los ratones fueron aleatorizados en jaulas separadas e identificados por un numero (tatuaje de empefio). Se
trataron siete grupos como se ilustra en la Figura 5 y la Tabla 3.

Tabla 3: Programa y condiciones de dosis para los grupos de control (grupo 1: vehiculo 0,9% de NaCl,; grupo 6:
nanoparticulas biocompatibles n° 2) y grupos de tratamiento (grupo 2: DC101 solo; grupo 3: inyeccion de
nanoparticulas biocompatibles n® 2 4h antes de DC101; grupo 4: inyeccioén de nanoparticulas biocompatibles n® 2 4h
después de DC101; grupo 5: inyeccién de nanoparticulas biocompatibles n® 2 24h después de DC101; grupo 7:
inyeccion de nanoparticulas biocompatibles n® 1 4h después de DC101).
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Grupos Tratamiento Numero de Via de Volumen de Programa Programa de Nanoparticulas
ratones/grupo adm. adm. DC101 de inyeccion de biocompatibles
DC101 (dosis/adm) | tratamiento | nanoparticulas | del Ejemplo 1
DC101 biocompatibles (dosis/adm)
del Ejemplo 1
1 inyeccién
Equivalente | en los dias
1 0,9% de NaCl 5 IP a 1-3y5 - -
tratamiento | durante 3
semanas
1 inyeccién
800 en los dias
2 DC101 solo 5 IP /dosis 1-3y5
HY durante 3
semanas
Inyeccion IV
DC101 + enlog dias | " adm.ds
3 S;g%?:g;%gllzz 5 IP pg%)gsis 1-3y5 tratamiento en 10 mL/Kg
n° 2. 4h antes durante 3 D1-D3-D5
’ semanas durante 3
semanas
Inyeccion IV
DC101 + 1 inyeccién 4h después
nanoparticulas 800 enlos dias | delaadm. de
4 biocompatibles 5 IP /dosis 1-3y5 tratamiento en 10 mL/Kg
n°2, 4h K9 durante 3 | D1-D3-D5
después semanas durante 3
semanas
Inyeccion IV
DC101 + 1 inyeccién | 24h después
nanoparticulas 800 en los dias | delaadm. de
5 biocompatibles 5 IP /dosis 1-3y5 tratamiento en 10 mL/Kg
n° 2, 24h K9 durante 3 | D1-D3-D5
después semanas durante 3
semanas
Inyeccion IV
en el mismo
momento
Nanoparticulas como en el
6 biocompatibles 5 grupo 4 con 10 mL/Kg
n° 2 adm. en D1-
D3-D5
durante 3
semanas
Inyeccion IV
DC101 + 1 inyeccién 4h después
nanoparticulas 800 en los dias | delaadm. de
7 biocompatibles 4 IP /dosis 1-3y5 tratamiento en 10 mL/Kg
n 1, 4h K9 durante 3 | D1-D3-D5
después semanas durante 3
semanas

Grupo 1: 0,9% de NaCl estéril (grupo de vehiculo de control)

Cinco ratones (5) se inyectaron por via intraperitoneal (IP) con una disolucién de NaCl al 0,9% estéril (volumen
equivalente a la inyeccion de DC101) en el dia 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas.
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- Grupo 2: DC101 a 800 pg/dosis (grupo de tratamiento)

Cinco ratones (5) se inyectaron por via intraperitoneal (IP) con una disolucién de DC101 estéril (800 pg/dosis) en los
dias 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas.

- Grupo 3: Composicion farmacéutica, es decir, la combinacion de las nanoparticulas biocompatibles n® 2 (65
g/L: 10 mL/Kg de animal) y de DC101 (800 pg/dosis) (grupo de tratamiento).

Cinco ratones (5) se inyectaron por via intraperitoneal (IP) con una disolucion de DC101 estéril (800 pg/dosis) en los
dias 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas. Cada vez (dia), la inyeccion intravenosa
(IV) de la suspension estéril de nanoparticulas biocompatibles n® 2 se realizé 4 horas antes de la inyeccion de
DC101.

- Grupo 4: composicion farmacéutica, es decir, la combinacion de las nanoparticulas biocompatibles n® 2 (65
g/L: 10 mL/Kg de animal) y de DC101 (800 pg/dosis) (grupo de tratamiento)

Cinco ratones (5) se inyectaron por via intraperitoneal (IP) con una disolucion de DC101 estéril (800 pg/dosis) en los
dias 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas. Cada vez (dia), la inyeccion intravenosa
(IV) de la suspension estéril de nanoparticulas biocompatibles n® 2 se realiz6 4 horas después de la inyeccion de
DC101.

- Grupo 5: composicion farmacéutica, es decir, la combinacion de las nanoparticulas biocompatibles n® 2 (65
g/L: 10 mL/Kg de animal) y de DC101 (800 pg/dosis) (grupo de tratamiento)

Cinco ratones (5) se inyectaron por via intraperitoneal (IP) con una disolucién de DC101 estéril (800 pg/dosis) en los
dias 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas. Cada vez (dia), la inyeccion intravenosa
(IV) de la suspension estéril de nanoparticulas biocompatibles n® 2 se realizé 24 horas después de la inyeccion de
DC101.

- Grupo 6: nanoparticulas biocompatibles n® 2 (65 g/L: 10 mL/Kg de animal) (grupo de control)

Cinco ratones (5) se inyectaron por via intravenosa (IV) con una suspension estéril de nanoparticulas biocompatibles
n? 2 (65 g/L: 10 mL/Kg de animal) en los dias 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas.

- Grupo 7: composicion farmacéutica, es decir, la combinacion de las nanoparticulas biocompatibles n® 1 (65
g/L: 10 mL/Kg de animal) y de DC101 (800 pg/dosis) (grupo de tratamiento)

Cuatro ratones (4) se inyectaron por via intraperitoneal (IP) con una disolucion de DC101 estéril (800 pg/dosis) en
los dias 1, dia 3 y dia 5 de cada semana durante tres semanas consecutivas. Cada vez (dia), la inyeccién
intravenosa (V) de la suspensién estéril de nanoparticulas biocompatibles n° 1 se realiz6 4 horas después de la
inyeccién de DC101.

El producto DC101 (BioXcell — 4,83 mg/ml a pH 7, en PBS) se diluy6 a 4,6 mg/ml en NaCl al 0,9% antes de la
inyeccion de 174 pL para obtener una dosis de 800 pg por inyeccion.

La suspensién de nanoparticulas biocompatibles n® 1 y la suspension de nanoparticulas biocompatibles n°® 2
(contenido de albumina igual a 65 g/L en tampdn de PBS) del Ejemplo 1 se inyectaron sin diluciéon adicional a 10
mL/Kg de animal.

DC101 se administr6 mediante inyeccion intraperitoneal (IP) con una jeringa de insulina de 100 U (0,3 ml) con una
aguja de 29 G (TERUMO, Francia). La suspension de nanoparticulas biocompatibles n® 1 y la suspension de
nanoparticulas biocompatibles n® 2 del Ejemplo 1 se inyectaron mediante inyeccién intravenosa (IV) a través de la
vena lateral de la cola con una jeringa de 1 mL con una aguja de 26 G (TERUMO, Francia).

Los ratones se siguieron por los signos clinicos, peso corporal y tamano del tumor.

La Figura 6 muestra el volumen del tumor relativo medio (RTV medio) para todos los grupos que se obtienen (en las
condiciones anteriormente descritas) después de inyecciones de:

- vehiculo inyectado por via intraperitoneal (NaCl estéril al 0,9%) en los dias 1, 3 y 5 de cada semana durante
3 semanas consecutivas (grupo 1);

- DC101 (800 pg/dosis) inyectado por via intraperitoneal en los dias 1, 3 y 5 de cada semana durante 3
semanas consecutivas (grupo 2);

- DC101 (800 pg/dosis) inyectado por via intraperitoneal en los dias 1, 3 y 5 de cada semana durante 3
semanas consecutivas con nanoparticulas biocompatibles de suspensién n® 2 inyectadas por via intravenosa 4
horas antes de la inyeccién de DC101 (grupo 3);
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- DC101 (800 pg/dosis) inyectado por via intraperitoneal en los dias 1, 3 y 5 de cada semana durante 3
semanas consecutivas con nanoparticulas biocompatibles de suspensién n® 2 inyectadas por via intravenosa 4
horas después de la inyeccion de DC101 (grupo 4);

- DC101 (800 pg/dosis) inyectado por via intraperitoneal en los dias 1, 3 y 5 de cada semana durante 3
semanas consecutivas con nanoparticulas biocompatibles de suspension n® 2 inyectadas por via intravenosa 24
horas después de la inyeccion de DC101 (grupo 5);

- Nanoparticulas biocompatibles n® 2 inyectadas por via intravenosa en los dias 1, 3 y 5 de cada semana
durante 3 semanas consecutivas (grupo 6); y

- DC101 (800 pg/dosis) inyectado por via intraperitoneal en los dias 1, 3 y 5 de cada semana durante 3
semanas consecutivas con nanoparticulas biocompatibles de suspensién n® 1 inyectadas por via intravenosa 4
horas después de la inyeccion de DC101 (grupo 7).

Como se muestra en la Figura 6, se observa una marcada inhibicion del crecimiento tumoral después de 7 dias de
tratamiento para los grupos que incluyen DC101 sdlo (grupo 2) o en combinacion con nanoparticulas biocompatibles
de suspensién n® 2 (grupos 3, 4, 5) o en combinacién con nanoparticulas biocompatibles de suspensiéon n® 1 (grupo
7), cuando se comparan con el grupo de vehiculo (grupo 1) y nanoparticulas biocompatibles de suspension n® 2
(grupo 6). Esta marcada inhibicién del crecimiento tumoral es similar entre los grupos 2, 3,4,5y 7.

En general, esos resultados muestran que el retraso del crecimiento tumoral obtenido por el tratamiento con DC101
no se modifica cuando se utiliza la composicion farmacéutica de la presente invencion (que corresponde a la
combinacion de las nanoparticulas biocompatibles del Ejemplo 1 y del DC101 (800 pg/dosis). Este retraso del
crecimiento tumoral se observo cuando las nanoparticulas biocompatibles del Ejemplo 1 y el compuesto de interés
(el DC101) se administraron secuencialmente.

Ejemplo 5: Evaluacion de la toxicidad de la composicion farmacéutica que comprende las nanoparticulas
biocompatibles del Ejemplo 1y el anticuerpo de DC101 en el xenoinjerto FaDu.

Este estudio se realiz6 para investigar el impacto de la combinacion de las nanoparticulas biocompatibles del
Ejemplo 1 con DC101 (anticuerpo monoclonal del receptor VEGF 2 antiratén de rata que sustituye al Bevacizumab
(Avastin®) para estudio en ratones) en la toxicidad del tratamiento con DC101 en modelos de tumor de FaDu
xenoinjertados en los ratones nude NMRI del Ejemplo 4.

A cada ratén de los diferentes grupos (grupos 1 a 7) del experimento del retraso del crecimiento tumoral (Ejemplo 4)
se le realiz6 una autopsia después de la eutanasia del ratén cuando el volumen del tumor excedi6 los 1000 mm? o
presenté algin signo de necrosis. Para cada ratén, se observaron los siguientes 6rganos durante la necropsia para
cualquier signo de toxicidad: higado, bazo, rifiones, piel, cerebro, estdbmago, intestinos, pulmones y corazén. La
Tabla 4 muestra las observaciones realizadas durante la necropsia de ratones para cada grupo del Ejemplo 4.

Tabla 4: Observaciones en la necropsia hecha en los diferentes grupos de ratones del Ejemplo 4.

Grupo Observaciones

Grupo 1: 0,9% de NaCl | Todos los 6rganos fueron normales durante la necropsia para 5/5 ratones
(5 ratones)

Comparado con el grupo de control (grupo 1):
- los rifones eran incoloros (marrdn claro) para 5/5 ratones
Grupo 2: DC101 sélo - se present6 una esplenomegalia para 3/5 ratones

(5 ratones) .
- el higado era incoloro (marrén claro) para 2/5 ratones

- otros 6rganos (intestinos, corazoén, piel, pulmones, estémago, cerebro) fueron
similares al grupo de control

Comparado con el grupo de control (grupo 1):
Grupo 3: DC101 +

nanoparticulas - los rifiones eran incoloros (marrén claro) para 5/5 ratones
biocompatibles n® 2, ) )
inyeccién 4h antes - se presentdé una esplenomegalia para 2/5 ratones
(5 ratones) - el higado era incoloro (marrén claro) para 5/5 ratones

- otros érganos (intestinos, corazén, piel, pulmones, estbmago, cerebro) fueron
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similares al grupo de control

Grupo 4: DC101 +
nanoparticulas
biocompatibles n® 2,
inyeccion 4h después
(5 ratones)

Comparado con el grupo de control (grupo 1):
- se present6 una esplenomegalia para 1/5 ratones
- el higado era poco incoloro para 2/5 ratones

- otros 6rganos (riflones, intestinos, corazoén, piel, pulmones, estdmago, cerebro)
fueron similares al grupo de control

Grupo 5: DC101 +
nanoparticulas
biocompatibles n® 2,
inyecciéon 24h después
(5 ratones)

Todos los érganos fueron normales durante la necropsia para 5/5 ratones, es decir,
similar al grupo de control.

Grupo 6:
nanoparticulas
biocompatibles n° 2
(5 ratones)

Todos los érganos fueron normales durante la necropsia para 5/5 ratones, es decir,
similar al grupo de control.

Grupo 7: DC101 +
nanoparticulas
biocompatibles n® 1,
inyeccién 4h después
(4 ratones)

Comparado con el grupo de control (grupo 1):
- se present6 una esplenomegalia para 1/4 ratones

- otros 6rganos (higado, riflones, intestinos, corazoén, piel, pulmones, estémago,

cerebro) fueron similares al grupo de control

El grupo 2 (DC101 so6lo) presenta signos visuales de toxicidad en el higado, el bazo y los rifiones. Es de destacar
que el muestreo de sangre realizado durante el ensayo de retraso del crecimiento tumoral mostré un aumento de la
viscosidad de la sangre para todos los ratones del grupo 2.

Curiosamente, se ha observado que el bloqueo selectivo de VEGFR2 (receptor 2 del factor de crecimiento endotelial
vascular) por DC101 induce un aumento de la expresion de eritropoyetina (EPO) en el higado (Nature Medicine vol.
12, N 7, July 2006, pp 793-800). El aumento de la produccién de EPO conduce a un aumento de la produccién del
numero de glébulos rojos y después a un aumento del hematocrito. EI aumento del nimero de glébulos rojos asi
como el aumento de hematocrito se ha correlacionado con la inhibicién de VEGFR2 por DC101 (Nature Medicine
vol. 12, N 7, July 2006, pp 793-800).

El aumento del hematocrito con un aumento de la produccion de EPO se correlaciona con una eritrocitosis
secundaria (Nature Medicine vol. 12, N 7, July 2006, pp 793-800). Se establece que los casos de eritrocitosis, debido
al aumento del nimero de glébulos rojos, presentan la mayoria de las veces una esplenomegalia (Clin. Lab. Haem.
Vol. 21, pp 309-316, 1999). Otra causa de eritrocitosis secundaria puede ser lesiones renales tales como quistes
(Clin. Lab. Haem. Vol. 21, pp 309-316, 1999). Se ha demostrado que la inhibicion de VEGFR2 por DC101 conduce a
la formacién de quistes renales en ratones (Kidney Inter. Vol. 69, pp 1741-1748, 2006) ademas de otros fallos
renales como la proteinuria que se produce con anticuerpos anti angiogénicos (Jpn J. Clin. Oncol. Vol. 43, N° 6, pp
587-595, 2013).

Basandose en la bibliografia disponible de DC101, las observaciones realizadas durante la necropsia en el grupo 2
(DC101 sdlo) pueden estar relacionadas con la toxicidad fuera del objetivo del anticuerpo monoclonal anti-
angiogénico DC101. Esta conclusién esta apoyada por el grupo de vehiculos de control (grupo 1) y el grupo 6
(nanoparticulas biocompatibles n® 2) para las cuales no se observaron signos de toxicidad durante la necropsia.

Asombrosamente los inventores observaron un marcado descenso de toxicidad (segun lo evaluado por observacion
clinica de los érganos durante la necropsia de animales) en animales de los grupos 4 y 7. Incluso mas sorprendente,
no se observa toxicidad en todos los animales del grupo 5.

Conclusién: la combinacion de DC101 con nanoparticulas biocompatibles del Ejemplo 1, inyectadas por via
intravenosa 4 horas después de la inyeccion de DC101, es capaz de preservar la eficacia antitumoral de DC101 con
una marcada disminucién de la toxicidad del tratamiento con DC101. De gran interés, la combinacion de DC101 con
las nanoparticulas biocompatibles del Ejemplo 1, inyectadas por via intravenosa 24 horas después de la inyeccion
de DC101, es capaz de preservar la eficacia antitumoral de DC101 y abolir completamente la toxicidad del
tratamiento con DC101 (cuando se evalla a través de la observacién visual de los érganos principales de los
animales en el momento de la necropsia).
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Por lo tanto, la nanoparticula biocompatible de la invencién, que comprende al menos un oligémero de albdmina (n =
2) o que consiste en un oligdmero de albdmina, puede reducir eficazmente las toxicidades no deseadas de los
tejidos normales de los anticuerpos (tales como DC101), cuando dicho al menos un oligbmero se administra
después del anticuerpo en un sujeto que necesite dicho compuesto de anticuerpo.

Ejempla 6: Preparacion de la al menos una nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha nanoparticula
biocompatible al menos un oligdmero de albdmina (n = 2) (véase Figura 2m), con un tamano medio de particula
tipicamente de aproximadamente 50 nm.

Albumina de suero de ratén (0,8 g) se disolvié en 10 mL de tampdn fosfato de sodio 100 mM (PBS) pH 7,4. La
disolucién se mezclé con 2,4 mL de una disolucién acuosa reciente de 4arm-poli(etilenglicol)-maleimida 11kDa (5
mM). Después de ajustar el pH a 8,2, la muestra se incub6 a temperatura ambiente durante 24 horas. Después, la
suspension resultante se conservé a pH 9. La concentracion final de albumina se determiné utilizando el ensayo
BCA y se encontré igual a aproximadamente 64 g/L.

Ejemplo 7: Caracterizacién de la al menos una nanoparticula biocompatible que consiste en un oligdmero de
albdmina (n = 2) en la suspension del Ejemplo 6.

La presencia de nanoparticulas que consisten en al menos un oligémero de albimina se analizé por electroforesis.
7,5 pL de suspension de albumina de suero de ratén (MSA) (albumina 0,5 g/L), de suspension del Ejemplo 1
(albumina 0,5 g/L), y de suspensién del Ejemplo 6, se mezclaron con 2,5 pyL de una disolucion de tampén de carga
de muestra (4X) de dodecil sulfato de litio (LDS). Se colocd un gel de poliacrilamida no desnaturalizante con
gradiente 4-12% en la electroforesis vertical XCell SureLock y se ejecuté a 200 V durante 1hora 50 minutos.

Tipicamente, la proporcién de oligdmero se evalu6 mediante separacion por cromatografia de exclusioén por tamafo
en una columna de superose 6 seguido por una dosificacion posterior de albimina en cada fraccion con el método
Bradford, evaluacién del tamafio en cada fraccién por dispersion dinamica de luz (DLS) y evaluacion del peso
molecular en cada fraccién por electroforesis en gel en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante con gradiente 4-
12%.

Los resultados presentados en la Figura 7 muestran que:

La suspensién de MSA (linea a de la Figura 7) como tal contiene una fraccion baja de oligbmeros (n = 2) de
albumina (suspensién de nanoparticulas biocompatibles n? 1). Aproximadamente el 10% de la albumina recogida se
identific6 como oligdmeros de albumina con pesos moleculares comprendidos igual a aproximadamente 120 kDa (n
= 2) (cabe destacar que el peso molecular del monémero de albumina es igual a aproximadamente 66 kDa). El
tamafo medio de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspensién se midié mediante dispersion
dindmica de luz (DLS) utilizando zetasizer NanoZS (Malvern 5 Instrument) con un laser HeNe a 633 nm en un
angulo de 173° El tamafo medio de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspension fue igual a
aproximadamente 9 nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 0,207.

La suspension del Ejemplo 1 (linea b de la Figura 7) contiene una mayor proporcion de oligbmeros de albdamina
(suspension de nanoparticulas biocompatibles n® 2) cuando se compara con la suspension de MSA.
Aproximadamente el 50% de la albdmina recogida se identific6 como oligdmeros de albimina con pesos
moleculares comprendidos entre aproximadamente 120 kDa (n = 2) y aproximadamente 1300 kDa (n = 20) (cabe
destacar que el peso molecular del monémero de albumina es igual a aproximadamente 66 kDa). El tamafio medio
de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspension se midi6 mediante dispersién dinamica de luz
(DLS) utilizando un zetasizer NanoZS (Malvern Instrument) con un laser HeNe a 633 nm en un angulo de 173°. El
tamafno medio de particulas de las nanoparticulas biocompatibles en suspension fue igual a aproximadamente 30
nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 0,250.

La suspension del Ejemplo 6 (linea c de la Figura 7) contiene una mayor proporcién de oligbmeros de albdamina
(suspension de nanoparticulas biocompatibles n® 3) cuando se compara con la suspension de MSA y la suspension
de las nanoparticulas biocompatibles n® 2. Aproximadamente el 70% de la albumina recogida se identific6 como
oligbmeros de albumina con pesos moleculares comprendidos entre aproximadamente 120 kDa (n = 2) y
aproximadamente 1300 kDa (n = 20) (cabe destacar que el peso molecular del monémero de albumina es igual a
aproximadamente 66 kDa). El tamafio medio de particula de las nanoparticulas biocompatibles en suspensién se
midié mediante dispersion dinamica de luz (DLS) utilizando un zetasizer NanoZS (Malvern Instrument) con un laser
HeNe a 633 nm en un angulo de 173°. El tamafio medio de particulas de las nanoparticulas biocompatibles en
suspension fue igual a aproximadamente 50 nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 0,475.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacion farmacéutica de (i) al menos una nanoparticula biocompatible, comprendiendo dicha
nanoparticula biocompatible al menos un oligémero de albimina (n = 2) o consistiendo en un oligdmero de albdmina,
y de (ii) al menos un compuesto farmacéutico que comprende o consiste en al menos un anticuerpo, en donde la
dimensién mas larga o mas grande de la al menos una nanoparticula biocompatible esta entre aproximadamente 4
nm y aproximadamente 500 nm, para su uso en un método terapéutico, profilactico o de diagnéstico en un sujeto
que lo necesite, comprendiendo el método terapéutico, profilactico o de diagnédstico un etapa para administrar el
compuesto farmacéutico al sujeto y una etapa distinta para administrar la al menos una nanoparticula,
administrandose dicha al menos una nanoparticula al sujeto entre mas de 5 minutos y aproximadamente 72 horas
después del compuesto farmacéutico, y en donde la nanoparticula biocompatible no se utiliza como tal como un
compuesto farmacéutico.

2. La combinacién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el al menos un oligémero de
albimina es un dimero de albdmina (n = 2), un trimero de albumina (n = 3), o comprende al menos 4 monémeros de
albdmina (n = 4).

3. La combinacién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el al menos un oligdbmero
de albumina comprende menos de 50 mondmeros de albumina, preferiblemente menos de 25 mondédmeros de
albumina.

4. La combinacién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde los
monomeros de albumina se conjugan unos con otros para formar un oligdmero de albumina mediante interaccion
directa o mediante un enlazador.

5. La combinacion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 4, en donde el enlazador es un reticulante
que comprende al menos un grupo maleimida.

6. La combinacién farmacéutica para su uso segln la reivindicacion 4 o 5, en donde la combinacién
comprende nanoparticulas biocompatibles distintas como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. La combinacién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la al
menos una nanoparticula biocompatible se administra a un sujeto que lo necesita después del compuesto
farmacéutico.

8. La combinacién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el
compuesto farmacéutico comprende o consiste en al menos un anticuerpo, siendo seleccionado dicho al menos un
anticuerpo de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo conjugado con un farmaco, un anticuerpo manipulado y un
anticuerpo multiespecifico.

9. La combinacién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la
administracion combinada de la al menos una nanoparticula biocompatible y del compuesto farmacéutico mantiene,
o incluso aumenta, el beneficio terapéutico del compuesto farmacéutico para una toxicidad reducida, cuando se
compara con el beneficio terapéutico y la toxicidad inducida por la dosis terapéutica estandar de dicho compuesto
farmacéutico en ausencia de la nanoparticula biocompatible.
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'T': Dias de inyeccion

dias

Grupo 1: vehiculo NacCl al 0,9%
Grupo 2: DC101 sélo
Grupo 3: DC101 + inyeccion de nanoparticulas biocompatibles n2 2 4h antes

Grupo 4: DC101 + inyeccion de nanoparticulas biocompatibles n2 2 4h después

- Grupo 5: DC101 + inyeccion de nanoparticulas biocompatibles n2 2 24h después

Grupo 6: nanoparticulas biocompatibles n2 2 sélo

Grupo 7: DC101 + inyeccion de nanoparticulas biocompatibles n2 1 4h después

FIGURA 6
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