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INTERLEUQUINA 2 ESTABILIZADA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo: La invencion se relaciona generalmente con el campo de
formulaciones farmacéuticas. Mas especificamente, la invencidn esta dirigida a
una formulacion de Inierdeuquina-2 terapéuticamente activa capaz de activar
selectivamente células T (PHA-blastos) y, muy preferentemente, que incluye una
muteina de IL-2 que demuestra reducida activacidn de células Asesinas Naturales
(*NK" (en inglés "Natural Killer")). Las composiciones estabilizadas que tienen las

propiedades preferidas incluyen variantes de IL-2 descriptas a continuacién.

Antecedentes: Como se discute en una solicitud relacionada PCT/US
99/10643 publicada el 25 de noviembre de 1999, Interleuquina 2 (IL-2) es un
potente estimulante inmune, que activa diversas células del sistema inmune,
incluyendo células T, células B y monocitos. IL-2 ademas es un factor de
crecimiento de células T potente y decisivo. Fue en virtud de estas actividades
que IL-2 fue evaluada para determinar su capacidad para tratar cancer. IL-2
humana es una droga aprobada por la FDA (Food and Drug Administration
(Direccion de Alimentos y Medicinas)) para el tratamiento de carcinoma renal
metastdtico y melanoma metastatico. E! uso de IL-2 en pacientes aptos esté
restringido debido a la severa toxicidad asociada con la terapia de IL-2; se estima
que de hecho, como maximo soélo el 20 % de los pacientes aptos recibe terapia.
Las toxicidades asociadas con la terapia de IL-2 incluyen fiebre severa, nauseas,
vomitos, pérdida vascular e hipotension seria. Sin embargo, a pesar de estas
toxicidades, IL-2 as efectiva para sus indicaciones aprobadas. Las variantes de IL-

2 que tienen reducida toxicidad son el objetivo de la solicitud WO 99/60128.



Se encuentra disponible informacidn significativa sobre la estabilizacion de
)L-2 y otras formulaciones proteicas terapéuticas. La preparacidn de (L-2 Humana
actualmente aprobada (Proleukin® IL-2, Chiron Corporation) es una preparacion
secada por congelamiento que incluye manitol, dodecil suifato de sodio (SDS) y
un buffer de fosfato. En las siguientes referencias se describen otras proteinas
terapéuticas formuladas, incluyendo IL-2.

Fernandes y otros, 1986, Pharmaceutical compositions of microbially
produced interleukin-2 (Patente de los Estados Unidos No. 4.604.377)
describen una formulacion secada por congelamientc que contiene un
estabilizante (manitol) y un agente solubilizante tal como dodecil sulfato de sodio
o desoxicolato suifato de sodio, a aproximadamente 100 a aproximadamente 250
ug por mg de iL-2. Se cree que la formulacién para el producto Proleukin 1L-2
actuaimente disponible esté descripta en esta referencia. '

Patel, 1984, Stabilization of protein formulations (Patente de los
Estados Unidos No. 5.358.708) describe formulaciones acucsas de un
interferdn, un factor estimulante de colonia de granulocito-macrdfago o una
intedeuquina que tiene prolongados tiempos de vida de almacenamiento,
incorporando metionina, histidina o mezclas de las mismas. Si bien se hace
referencia a varias interleuquinas, incluyendo IL-2, en e! trabajo hecho con una
formulaciéon de IL-4 los titulares de la patente hallaron que histidina es menos
efectiva como un estabilizante que metionina, bajo condiciones del test de
astabilizante utilizadas.

Shaked y otros, 1991, Pharmaceutical compositions of recombinant
interleuken-2 and formulation processes (Patente de los Estados Unidos No.
5.037.644) describen formulaciones que son o bien en forma liquida o secada por
congelamiento. Los excipientes de la formulacion incluyen un detergents

polimérico no idnico tal como Triton X405, Triton X305, PEG (4000)



monoestearato, Tween 80 y Tween 20, a concentraciones de aproximadamente
0,001 % a aproximadamente 5 %, un agente de magnitud/estabilizante tal como
sacarosa, fructosa, dextrosa, maitosa, glucosa, dextrano, manitol, sorbitol, inositol,
galactitol, xilitol, lactosa, trehalosa, albimina de suero humano y albumina de
suero boving, y un agente buffer tal como gficina, citrato o fosfato en un rango de
concentracién desde aproximadamente 10 mM a aproximadamente 50 mM, con
un pH que varia desde aproximadamente 3 a aproximadamente 7. La
concentracidn (peso/vol) del agente de magnitud de azlUcar de poliol varia desde
aproximadamente 0,025 % a aproximadamente 10 %.

Roskam y otros, 1995, Drugs containing a glycosylated interleukin-2
(Patente de los Estados Unidos No. 5.417.970) describen una formuiacién
secada por congelamiento que contiene gelatina hidrolizada (o albimina de suero
humano) y atanina, con un pH 6,5.

Hora y otros, 1992, Pharmaceutical composition for interleukin-2
containing physiologically compatible stabilizers (Patente de los Estados
Unidos No. 5.078.997) describen formulaciones que son ya sea liquides o
secadas por congelamiento, Las formulaciones pueden contener uno o una
combinacion de estabilizantes, tales como arginina, carnitina, betaina, piridoxina,
poliviniipirrlidona, sales de é&cido cdprico, aziicares, alcoholes de azdcares,
albimina de suero y .citrato, a pH 5,0-8,5 de buffer. La concentracién de los
estabihzantes es entre 0,2 y 3,0 % (p/v) para arginina, entre 0,2 y 3,0 % (p/v) para
camitina, entre 2 y 6 % (p/v) para sacarosa y 0,01 y 0,3 M para citrato.

Yasushi y otros, 1987, Stable composition of interleukin-2 and albumin
(Patente de los Estados Unidos No. 4.645.830) describen una formulacion
acuosa estable que contiene albimina de suero humano (0,1-50 mg/ml) con o sin
un exc:prente reductor tal como glutationa, écido tidctico, N-acetilcisteina o acido

ascorbica (concentracion de 0,05-20 mg/mi) a pH entre 3 y 5,5. La formulacion de



albimina puede contener un aminoacido monoamino alifitico, un aminodcido
ciclico, un monosacérido, un alcohol de azucar o aminodcido monoamino alifético
(concentracién de 5 a 50 mg/mi).

Lee y otros, 1989, Pharmaceutical plasma protein formulations in low
lonlc atrength media; sodium choride and/or potassium chioride, lysine
hydrochloride, and histidine (Patente de los Estados Unidos No. 4.877.608)
describen formulaciones de factor Vill estables y otras proteinas plasmaticas en
medios de baja intensidad iénica que comprenden: cloruro de sodio, cloruro de
potasio 0 mezclas dé los mismos; clorhidrato de lisina; e histidina como el agente
buffer.

Nayar, 1998, stabllized albumin-free recombinant Factor VIl
preparation having a iow sugar content (Patentes de los Estados Unidos No.
5.763.401 y 5.874.408) describen una formulacién de FVill estabilizada libre de
albtmina, que incluya glicina, histidina, sacarosa y NaCl.

En un intento para hallar una formulacion de IL-2 estable (especialmente
para [a muteina de IL-2 preferida (N88R) de la WO 99/60128), ahore hemos
encontrado una formulacion muy estable y farmacéuticamente aceptable para (L-2
Humana biolégicamente activa y dtil. Nuestro descubrimiento se basa en
dirigiros a lo que nosotros creemos es el mecanismo basico responsable de la

estabiidad, como se describe a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 es un gréfico que ilustra el rango de pH &ptimo para una
solucion de IL-2 acuosa.
La Figura 2 compara el efecto estabilizante de histidina a acetato y citrato
sobre ia agregacion de IL-2 inducida por medio del calentamiento de la solucion

prcie.ca a 1°C/min, desde 25°C a 95°C.



SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion es una composicién o formulacion farmacéutica de
IL-2 o variantes (muteinas) de la misma estabilizada con ﬁistidina. Con
preferencia, la compasicién comprende una mezcla que produce una solucién de
baja intensidad i6nica (por ejemplo, < 0,1), e incluye otros estabilizantes tates
como azucares y aminodcidos, con preferencia sacarosa y glicina. La formulacién
puede incluir desde 0 a 0,9 % en peso de NaCl. La composicion estéa libre de
albimina, y la formulacion en forma liofilizada puede ser rapidamente
reconstituida (<1 minuio) con agua. La composicién se solubiliza bajo condiciones
de pH fisiolégicamente aceptabies, con preferencia a un p'H que varia desde
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,5, sin el uso de surfactantes tales
como dodecil sulfato de sodio. La solucién reconstituida se encuentra cerca de la
isotonicidad, y se puede administrar tanto en forma subcuténea como intravenosa.
En una realizacion muy preferida, la IL-2 de g éomposicién es una muteina que
tiene una sustitucion de aminoacido simp]e. con preferancia la variante N88R que
se describe en la WO 99/60128.

La composiciéon muy preferida tiene una concentracion de proteina de 1-5

mg/ml, y comprende lo siguiente en forma acuosa (sobre una base de peso/peso):

IL-2 0,1-0,5 % en peso
Histidina 0,08-1,8 % en peso
NaCl 0-0,8 % en peso
Sacarosa _ 1-10 % en peso
Glicina 0-3 % en peso, a un
pH de 5a6.,5.

Los detalles de nuestra formulacién y como fue descubierta se describen a

continuacién.



REALIZACIONES ESPECIFICAS

Como se usa en [a presente, el término IL-2 incluye tanto IL-2 de tipo
silvestre activo como sus variantes ¢ muteinas biologicamente activas, tales como
aquéllas que se describen en la WO 99/60128. En los ejemplos a continuacion, se
usd una IL-2 conocida como IL-2(N88R), que es una mutelna recombinsnte de 1L-
2 humana, con asparagina (N) en la posicion de aminoécido 88 mutada a arginina
(R). Esta muteina se expresd a partir-de células de ovario de hamster chino
{CHO), vy comprendia una mezcla tanto de formas glicosiladas como no
glicosiladas. Se describe en la WO 99/60128 citada anteriormente como una
solicitud relacionada.

El objetivo que condujo a esta invencion fue la necesidad de identificar una
forma de dosificacion liofilizada para la muteina IL-2 preferida, que fuera libre de
albimina con aceptable estabilidad. Debido & que el bioensayo para IL-2 era uns
medida insensible de estabilidad, usamos cuantificacion de IL-2 soluble por HPLC
de fase inversa como el ensayo indicador de estabilidad. Como se usa en la
presents, los términos “estable” o “estabilizada® significan reduccion de la
cantidad de IL-2 soluble por HPLC de fase inversa, a no menos de 90 % de Ia
cantidad soluble original luego del almacenamiento durante cuatro meses a 40°C
(ver tablas 3 y 4 a continuacidn). Ensayos adicionales indicadores de la
estabilidad empleados incluyeron Indice de Agregacion, una medida de
agregacion por espectrofotometria UVIVIS, y determinacién de agregados
solubles por HPLC de exclusion de tamafio. Ademas de un producto estable, la
rapida reconstitucion (mencs de 1 minuto) del liofilizado es sumamente preferida.

Finalmente, se desed la formulacién en una forma de dosificacion iioﬁlizada
con aceptable estabilidad, que pudiera ser facitmente liofilizada en secadores por

congelamiento de produccién.



Los estudios de estabilidad acuosa llevados a cabo durante las
investigaciones de preformulacion indicaron que IL-2(N88R) se agrega facilmente
en el estado liquido, y la agregacion era dependiente del pH. Se condujeron dos
estudios de estabilidad de preformulacién: un perfil de pH de IL-2(N88BR) y
estabilidad en presencia de diferentes excipientes de buffer. Los objetivos de
estos estudios fueron identificar un rango de pH adecuado para IL-2 (N88R) y un
excipiente de buffer adecuado para la estabilidad acuosa (reducido potencial de
agregacién). Al generar el perfil de pH, las soluciones de IL-2 se prepararon con
diferentes condiciones de pH y se almacenaron bajo condiciones de temperatura
aceleradas (40°C). Las muestras se analizaron a difereﬁtes intervalos de tiempo y
se calcularon los indices de agregacién. Como se muestra en la Figura 1, el rango
de pH dptimo para los bajos indices de agregacién se identificaron entre pH 5,0 y
6,5. Histidina, acetato y citrato se identificaron como agentes de buffer
farmacaéuticos para IL-2(N88R) en este rango de pH, y se evaluaron a una
concentracion de 20 mM en scluciones de IL-2(N88R) qﬁe contenian 1 mg/mi IL-
2(N88R) y 150 mM (0,9 % en peso) NaCl. Estas muestras se calentaron desde
25°C a 95°C a 1°C por minuto, y la precipitacion se monitoreé por
espectrofotometria de UV a 350 nm. Como se muestra en la figura 2, para nuestra
sorpresa, histidina estabilizd significativamente 1L-2(N88R) sobre los otros
excipientes de buffer a pH 5,5, como se indica por un incremento en la
temperatura de comienzo de precipitacién. Las temperaturas de comienzo en
presencia de citrato, acetato e histidine fueron 62°C, 64°C y 70°C,
respectivamente. Los estudios como éstos demostraron que histidina se podria
usar no sélo como un agente de buffer, sino también como un estabilizante para
IL-2 bajo condiciones acuosas.

Para el desamollo de una forma de dosificacion liofilizada, se investigaron

ofros excipientes que son utilizados por aquéllos experios en el arte. Estos



. incluyeron agentes de magnitud y crioprotectores tales como glicina, sacarosa y
manitol. Ademas se evaluaron dos surfactantes como estabilizantes para IL-
2(N88R), debido a que la agregacion fue uno de los mecanismos de inestabilidad
para la molécula durante los estudios de estabilidad acuosa. Los resultados de
estos estudios se resumen en los ejemplos a continuacion. Demuestran que para
nuestra sorpresa, histidina tiene selectivos efectos estabilizantes sobre IL-2 sobre

otros excipientes, tales como citrato, por ejemplo.

EJEMPLO 1
La estabilidad de IL-2(N88R) liquida a diferentes pH fue examinada a 40°C.
Los resultados demostraron que el indice de precipitacion de IL-2(N88R) fue
menor entre pH 5,0 y 6,5 (Figura 1). Por lo tanto, el pH 5,5 fue elegido como el pH
de formulacién 6ptimo en estado liquido y para la preparacion de formulaciones

liofilizadas.

EJEMPLO 2

Examinamos el efecto potencial de diferentes agentes buffer sobre la
estabilidad de IL-2(N88R). Los agentes buffer que examinamos incluyeron citrato,
acetato e histidina. Estos agentes buffer se usaron a 20 mM en soluciones de IL-2
(N88R) que contenlan 1 mg/ml IL-2(N88R) y 150 mM (0,9 % en peso) NaCl. Estas
muestras de estabilidad se calentaron desde 25°C a 95°C a 1°C por minuto,
mientras que se monitoreaban por espectrofotometria de UV/VIS. Histidina
estabilizé significativamente IL-2(N88R}), incrementando la temperatura de
precipitacién y disminuyendo el indice de precipitacién comparado con acetato y
citrato (Figura 2). La Tabla 1 muestra las temperaturas de precipitacion de
comienzo de IL-2(N88R), en presencia de estos tres agentes buffer. La

temperatura de precipitacion de comienzo fue arbitrariamente definida como la




temperatura a la cual la densidad dptica a 350 nm (ODaso) alcanza un cierto nivel
(0.2 y 1,0 en el caso de ODsx). La temperatura de precipitacién de IL-2(N88R) en
presencia de histidina fue varios grados mas afta que aquéllas en presencia de los
otros dos agentes buffer. Este ejemplo demostré que histidina puede ser un
estabilizante especifico ademas de ser usado como un agente buffer para IL-
2(N88R) en el estado liquido.

Tabla 1: Temperatura de Precipitacion (ODasp = 0,2 y OD3sp = 1,0) de IL-2(N88R)
en Diferentes Buffers

Agentes Buffer Temperatura de | Temperatura de
Precipitacién, °C (cuando | Precipitacion, °C (cuando
ODa1sp =0,2) ODasp = 1,0)
Citrato 62°C 64°C '
Acetato 64°C 66°C
Histidina 70°C 76°C
EJEMPLO 3

En un esfuerzo para evaluar adicionalmente el efecto estabilizante de
histidina, se prepard iL-2(N88R) liofilizada a partir de diferentes formulaciones
acuosas (ver Tabla 2). La mayoria de las formulaciones contenia glicina 2 % en
peso como un agente de magnitud y sacarosa 1 % en paso como un estabilizante.
Se usd manitol a 5 % en peso en una formulacién como un comparador para
Proleuk:n'®, un oroducto comercializado de 1L-2. Dos surfactantes, Tween 80 y
Pluronic F68, ambos a 0,1 % en peso, se evaluaron para la prevencion de la
adsorcién de superficie proteica y agregacién. Todas las formulaciones contenian

o bien msudina o citrato como un agente buffer, con un pH ajustado a 5,5. Se
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incluyd citrato para distinguir el efecto estabilizante de histidina del de citrato a pH
5,5. Estas formulaciones liofilizadas se almacenaron a 40°C y se analizaron por
una cantidad de métodos analiticos que incluyeron espectrofotometria UV/VIS,
SEC-HPLC y RP-HPLC.

La Tabla 3 muestra la estabilided de IL-2(N88R) en una cantidad de
formulaciones como se evalia por espectirofotometria UVAVIS para agregacion,
cantidad de agregados solubles por HPLC de exclusién de tamafio (SEC-HPLC) y
porcentaje de recuperacién de la proteina por HPLC de fase inversa (RP-HPLC).
Las muestras se analizaron luego de la liofilizacidn y se almacenaron & una
temperatura de almacenamiento acelerado de 40°C durante cuatro meses. El
proceso de liofilizacién no cambid el indice de agregacion neto de IL-2(N88R) del
estado de preliofilizacién, sugiriendo que [L-2(N88R) tolerd el proceso de
liofilizacién con respecto a la agregacidn de proteina/precipitacién. Luego del
almacenamiento a 40°C durante cuatro meses, se observé un incremento
significativo en el Indice de agregacion neto para la formulacion que contenla
citrato (B), Pluronic F-68 (D) o manitol (E). Estos resultados indicaron que la
inclusion ya sea de citrato o manitol, Tween-80 o Pluronic F-88 no ofrecié ninguna
proteccion de agregacion de IL-2(N88R) en el estado sdlido durante el
almacenamiento. Las formulaciones A y F no mostraron un cambio significativo en
el indice de agregacion, sugiriendo que la inciusion de histidina, glicina y sacarosa
con 1 6 5 mg/ml IL-2(N88R) dio como resultado un producto estable.

Sin embargo, se hallaron cantidades significativas de agregados solubles
en la formulacidn que contenia Tween-80, aln antes de la liofilizacion (Table 3),
indicando que Tween-80 promueve la formacion de agregados de IL-2(N88R)
soludbles, si bien la formacion de agregados insolubles puede inhibirse. Debido a
que Pluronic F-68 (formulacién D) ademés causé significativa formacién de

agregacos solubles, los surfactantes pueden no ser compatibles con IL-2(N88R).
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Sélo las formulaciones que contenian glicina 2 %, sacarosa 1 % e histidina 20 mM
(0,31 % en peso) (A, F) no mostraron ninguna formacién detectable de agregados
solubles luego del aimacenamiento de la formulacion liofilizada a 40°C durante
cualro meses, sugiriendo nuevamenfe que IL-2(N88R)} fue estabiliza&a por
histidina.

La recuperacion total de IL-2(N88R) soluble luego de la liofilizacion y
almacenamiento se determiné por RP-HPLC (Tabla 3). La recuperacion de IL-
2(N88R) luego de la liofilizacion fue mayor de aproximadamente 96 % para todas
las formulaciones, excepto para la formuiacién que contenia manitol. Luego del
almacenamiento de estas formulaciones a 40°C durante cuatro meses,
aproximadamente 92 % de [L-2({N88R) fue recuperada en las formulaciones A y F
que contenian glicina 2 %, sacarosa 1 % e histidina 20 mM (0,31 % en peaso), que
contenlan 1 y 5 mg/ml IL-2(N88R). Estos datos (més del 80 % de recuperacién de
IL-2(N88R) para las formulaciones ‘A y F) sugieren nuevamente que histidina
estabiliza IL-2(N88R), mientras que los surfactantes desestabilizan la proteina.

Tabla 2: Composicion de la Formulacion de IL-2(N88R) Liofilizada

Formulacién ID A B C D E F
IL-2(N88R), mg/mi 1 1 1 1 1 5
Glicina, % en peso (p/p) 2 2 2 2 0 2
Sacarosa, % en peso (p/p) 1 1 1 1 0 1
Manitol, % en peso (p/p) 0 0 0 0 5 0
Citrato de sodio, % en peso (p/p) |0 0.6 V] 0 0 0
Histidina, % en peso (p/p) 0,31 |0 0,31 0,31 0,31 10,31
Tween 80, % en peso (v/p) 0 0 0.1 0 0 0
Pluronic F68, % en peso (p/p) 0 0 0 0.1 0 0
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pH

55

55

5,5

55

55

55

Tabla 3: Estabilidad de IL-2(N88R) durante Liofilizacién y Almacenamiento de la

Formulacién Liofilizada a 40°C durante 4 meses.

Formulaciéon ID A B c D E F
Indice de Agregacién (%)

Antes de Liofilizacion 44 |52 15 47 58 1,6
Después de Liofilizacion 52 {51 0,7 1.5 3,8 1,6
4 meses a 40°C 29 (139 (24 143 20,8 33
Agregados Solubles (%) por

SEC-HPLC

Antes de Liofilizacién ND* |ND |44% (ND ND NA®
Después de Liofilizacion ND |ND 72% {ND ND NA
4 meses a 40°C ND {42% |329% [159% [12,2% |NA
Recuperacién (%) por RP-HPLC

Antes de Liofilizacién 100 [100 [100 [100 [100 |100
Después de Liofilizacién 96,5 957 |964 99,4 91,7 97,8
4 meses a 40°C 925 {828 (719 84,3 74,1 §1,7

* ND = no deteclable
P NA = no disponible

EJEMPLO 4
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Se liofilizd también IL-2 de tipo silvestre a partir de una formulacidén acuosa
de [a misma composicién que la formulacién A. La informacién de estabilidad para

la IL-2 de tipo silvestre a 40°C fue comparable con la de IL-2(N88R) (Tabla 4).

Tabla 4: Estabilidad de Formulacion de IL-2(N88R) de tipo silvestre durante

Liofilizacién y Almacenamiento de la Formulacion Liofilizada

Condiciones Indice de|Agregados Recuperacion (%)
Agregacion (%) Solubles (%)

Antes del4,2 ND* 100

Liofilizacion

Despues de|5,1 ND 93,6

Liofilizacion

4 mesesad0°C- |43 ND 93,0

® ND = no detectable

DISCUSION

IL-2 humana tiene 133 aminoacidos que forman seis estructuras helicales
(A-F). Cuatro de estas hélices forman o que se denomina un motivo de racimo de
tetra-hélice. Ef enlace de disulfuro intramolecular entre cys* y cys'® se ubica en
las arillas extendidas entre las hélices. La cys'® libre o ubica er ta hélice F que
incorpora los aminoacidos 117-133.

La sorpresa de hallar que histidina es un estabilizante especfico de H.-2
sugiere que histidina puede interactuar con IL-2 en una manera especifica que
produce la estabilizacién de la molécula tanto en el estado acuoso como
liofilizado. Uno de los mecanismos principailes de la inestabilidad de IL-2 es la

agregacion que resuita de la formacion de oligomeros debido a reacciones de



14

y2e

_ intercambio de tiol-disutfura. En consecuencia, se puede formar la hipdtesis de
que histidina puede de hecho inhibir o reducir las reacciones de intercambio de
tiol-disulfuro en IL-2. Debido a que IL-2 de tipo silvestre, IL-2(N88R) y
posiblemente otras moléculas variantes de IL-2 tienen un enlace de disulfuro y

2% el grupo libre -SH en Cys'®® podria reaccionar

una cisteina libre (Cys
facilmente con el enlace de disulfuro por medio del recorrido de intercambio de
tiol/disulfuro, produciendo asi los sucesos de agregacién/precipitacion.

El m-ecanismo de intercambio de tiol/disulfuro ha sido descripto
racientemente por Bulaj y otros (lonization-reactivity relationships for cysteine
thiols in polypeptides. Biochemistry 1998 Junio 23; 37(25): 8965-72). En estudios
de péptidos y proteinas modelos, el Indice de reacciéon ha demostrado ser
sensible a las fuerzas electrostaticas, asf como también a la estructura secundaria
de las proteinas. La distribucién electrénica alrededor de un dtomo de azufre en
un tiol puede ser influida por la presencia de cargas cercanas y efectos inductores
entre enlaces que pueden alterar el pK, del tiol. Por ejemplo, la incrementada
reactividad de los tioles en el intercambio de tiol/disulfuro puede atribuirse a la
disminucion de su pK, debido a la presencia ya sea de cargas positivas cercanas
o contribuciones dipolares peptidicas de una estructura alfa-helical cercana.
Como contraste, las cargas negativas cerca del grupo tiol pueden elevar el pK, del
tiol y conducir a menores Indices de reaccion de tiol/disulfuro. Este mecanismo
propuesto ademés es sostenido por otros estudios, donde la estabitizacién de los
iones de tiolato attamente reactivos por residuos positivamente cargados vecinos
ha sido demostrada para fosfatasa de tirosina proteica (Zhang y Dixon, 1993
Active site labeling of the Yersinia protein tyrosine phosphatase: the determination
of the pKa of the active site cysteine and the function of the conserved histidine
402. Biochemistry 1993 Sep. 14; 32(36): 9340-5) e isomerasa de disulfuro
proteica (Kortemme y otros, Electrostatic interactions in the active site of the N-
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terminal thioredoxin-like domain of protein disulfide isomerasa. Biochemistry 1996
Nov. 19; 35(46); 14503-11).

En base a estas propiedades de la reaccidn de intercambio de tiol/disulfuro,
se puede predecir un mecanismo de astabilizacidn donde histidina cumple o bien
una funcion cinética o termodinamica en la estabilizacién de IL-2(N88R). Hay
cinco residuos de acido glutdmico {57, 60, 61, 62 y 106) cerca del puente de
disulfuro Cys®-Cys'®. El enlace especifico de histidina a estos residuos
negativamente cargados podria conducir a una barrera cinética para la reaccidén
de intercambio de tiol/disulfuro, o el enlace de histidina cerca del puente de
disulfuro podria estabilizar de manera termodinamica la molécula de IL-2 en una
conformacion que es menos propensa a reacciones de agregacion. Ademas, las
interacciones idnicas His-Glu también pueden crear impedimento estérico, que
reduciria adicionalmente el paso determinante del indice en el intercambio de
tiol/disulfuro, que es la formacion de un estado de transicidn intermediario entre
los tres atomos de azufre participantes. La capacidad de acceso de histidina a los
residuos de acido glutamico es muy probable, debido a que el enlace de disulfuro
esta ubicado en una anilla extendida sobre la superficie de la proteina.

Dados los ejemplos anteriores, se espera que aquéllos expertos en el arte
consideren variaciones de la invencién que se describe en la presente. En
consecuencia, se tiene la intencion de que los ejemplos anteriores sean
interpretados sdlo como ilustrativos, y de que la invencidn que aqui se describe

sea solo limitada por las siguienies reivindicaciones.
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REIVINDICACIONE

Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de la
presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se

declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1, Una composicion farmacéutica estable que comprende interleuquina-2
humana o una variante de la misma estabilizada con histidina.

2. La pre:paracién de la reivindicacién 1 en forma liofilizada, que puede ser
faciimente reconstituida en agua.

3. La preparacion de la reivindicacion 1 en forma acuosa, que tiene un pH que
varia desde apro'ximadalﬁa_ntq_ 5,0 a aproximadamente 6,5.

4 La prepar;cibn de la reivindicacion 1, que incluye glicina.

5 La preparacién de la reivindicacién 1, que incluye sacarosa.

6. La preparacidn de la reivindicacién 1, que incluye glicina y sacarosa.

7 La preparacion de la reivindicacion 1, donde la IL-2 es una muteina.

8 La preparacion de la reivindicacién 7, donde la IL-2 es una muteina que
tiene una sustitucion de aminoacido simple, N88R.

9. Una composicion liofilizada, estable, que con la reconstitucidn acuosa,

comprende lo siguiente:

IL-2 " 0,1-5 mg/ml
Histidina 0,08-1,6 % en peso
NaCl 0-0,9 % en peso
Sacarosa 1-10 % en peso
Glicina 0-3 % en peso, a un

pH de 5a86.,5.
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10. La preparacion de la reivindicacién 9, donde la IL-2 es una muteina que

tiene una sustitucién de aminoécido simple, N88R.
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RESUMEN

Una preparacion farmacéutica estable que comprende interleuquina-2
Humana o una variante de la misma y una cantidad estabilizante de histidina. Una
formulacién preferida incluye glicina y sacarosa y una variante de ll-2 que ﬁene
una mutacion simple, N88R. La formulacion preferida es en forma liofilizada, que
con la reconstitucion con un diluyente acuoso, produce una solucién que tiene un

pH que varia desde aproximadamente 5,0 a 6,5.
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«SANASADOS

‘. EDIFICIO $i9Ki - . .

CANERA & N* 12-35 -

SOGOTA, b - COLOMBIA

.
For patents, utility models.. indystrial designs,
trademarks, commrcial Rames, trade emblems,

-

Pmn ta,mddosdeulﬂndnd,duﬁa

: Q:if'l‘nc lve de

marcas de fibrica, nombres
comerciales, ensefias, lemas comerciales.
FIEPFIESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND 414%
POWER OF ATTORNEY 8921
I {(was), the undersigned/Ye (nosotros), abajo firmado (s)
Bayer Corporation,
of/domiciliado (s) en 80 _Indiana Corporation
1884 Miles Avenue, Elkhart, IN 46514, U.S.A.
sl i nombramol a EMILIO FERRER.O tpa. 31929, in due compliance with the terma of paragraph 1lst. of article 543
a;N LO PERDOMO, tpe. 831: LUZ CLEMENCIA E PAEZ, of the Comnmdnl Codm)lgﬁg lppo n ILIO FERRERO,
GERMAN CAVELIER, tpa, 832, domiciliados en la 31929 LUZ CLEMENCIA
Corrars ¢ 72-38, Bﬁo otd, Colombia, en obedecimiento a lo lﬁ'md. 23555 and CER mvmm tpn.
dispueste an ol 1° del Articulo m del Cédigo de domiclled at 41 N» 72,35, bﬁ" Colombia, the first as
Comm:lo, el prql.mro como principal y los demis como principal and thé others as alternales, In the order of thelr

suplantes, en su orden, comw nils (nuestros) entantes en
industrial con faculted para

nombrar apoderados, judiclales o

oa los asuntos de
recibir notificaclonss y
diciales. Bl nante suplente reemplezard al
1 en caso de luuncln o impedimento tempors] o
aquél La misma regia se aplicark cuando el
segundo represantante suplente haya de reemplazar al primero,
o el tercero al segundo. En casos, @l representante
zlcnel pal, o el primero, 0 suplente, en su caso, 0 ambos,
lararin su intenclén.. de-no ejercer la representacién
mediante declaracién “autenticsda por Notario "Piblico en
Colomble, o por Notario u_otro nario Pdblico, o Céneul
de Colombla, en el extranjsrd; ;? 8l se tratare de Impedlmmto,
con el certificndo respectivo. Si'al d- los nombrados faltare
definliivaments, el sigulente tod . Cuando cesare la
ausencia o’ impedimento- del rapresen! prlnc:r.l, o da su
primero o segundo suplantes, cn 1] cuo, n ejercer la
represeniacidn, en su orden, iino iy otros segin el caso,
ssumiéndola por el solo hecho de ejerceria, cesando en ese
momento el ejercicio de Ia re tactén por el primero,
usundoohmu'lupllnh ensucaso. .

Ademis, conflerg (mferinm)‘ podor a los a oa arriba
nombrados, obtengr I n Jde mi (nuestra)

propieded {ndustrial y' contra la competencia desleal, & cuyo
efa:tn aitorizo (unocy u los dichos npoderl.dos pam que me
(nos) representen ante cm,l ulera entidades o pemonas,
ejerzan- o no jurisdiceldn; te :mnte lu ol orden
administrativo, contenci ministrativo y judicial, asf como
los tribunales de ubltnml:o, on todo_lo concernlents a los
llgulcnlu asuntos: a) Obtenclén de les de InvenciSn,
modelos de utllidad y disefios ind ; el registro de marcas
de fibrics, uoltctlvu, defensives, de serviclo, lamas cnm-:dlhl,
nombres comerclales, ennllu, vu'hdldu vegetulos dy
denominaciones de or ; su renovaciSn, traspaso, camblo
nombre o domiclio, cuncelaclén voluntiaria; y el e “cgnm de
llunclu de uso de esos derechos; b) Lu

petencla deslea), proteccidn del consumidor, o !clonu u

olnervnclonn, uncelzeldn ndm.lnhtnﬁn Y]
medidas cnuteinres, concesién de licencias, la tuteln, I
proteceidn de secretos lndullrluhl y en general los julcios
civilas, penales, administrativos o contenclosc-adminlstrativos
relacionndos con estos derechos; acclones y procesos, 1‘“
promovamos © s¢ nos promusvan. Y para que en todos
asunios arriba detstninados, puedan sustitulr este mandato,
transiglr, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
c;lml:' ar, recibir, nnuncl-.r y mtificar los actos de agentes
oficioscs.

Given and signed this/Dado y firmado hoy
l6th day of June,

nulidad,”

1999

irtment, as our representatives for all industrial rt
II'IPIP!;I'I with faculty to _receive notifications and lop:;;:ln’l
attorneys In and of Court. The first alternate shall replace
the principal in case of his absence or of tmn poral ar definitive
impediment. The same rule will = g‘p ; wlnn the second
alternate representative is to replace the first one, or whan the
third ia to re the first or second alternates In thelr turn, or
both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates In thelr tum, or
boh of them, shall ltlte their Intentlon not to act as
represantatives through a declaration given before a Netary
Public in Colombia, or before a Ni or another Publle Ofticlal
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
lpp riate certificate shall suffice. If any of the appoinicea
be definitely abeent, the following alternate shall take
hlu place. When the absence or Impediment of the princlpai
represantative, or of the first or second alternate in their tum
ceasas, the representation can be taken again In their saquence,
by the principal, the firet or second alternate depending on c'se,
and the mere fact or Its exercise will suffice. The exercise of the
represeniation by the first, second or third aliernales In their
turn shall end at such time. . “

In addition, we grant a Powaer of Atto In favor of the
above-named attorneys-at-law so that t'l:lo? may oblain the

protection of my (our) industriat against ‘the
unfair wmpﬂlﬂo{l, for which E nrlul'lwrl:l the qd:l
attornays to ma (us) l.ll suthorities or

with or without lurhdldlon, speclall 'J those administ tlJ-,
adminisirative contentious and judical, ss well s

Arbitration Court, in all matters conclmln the followln l)
Obtalnment of pntmu, utlllty models and Industrial designs
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, -commerdial. n-mu. trade amblems, vagetdl
vnrletlu and denomlmll 5 % al, esslgnment,
Illllon. nnd the

I‘rﬂl tlon ﬁ' *""' j ﬂ r hh, b) Actions of
r comp oI~ Eona or positions or
obumllonl, - g LAY pellation, rmlllll,.yl
infringement, R §# Raction for t
mandamus, tiaatiiit pigkihd in general the
civll, pe h‘\'- iihg to those rights;
actions lnd - phinst me (us). And
2\1! In all UepfRtete 3t “blhi.f lt'luwer of
ttorney, : : o case,
desist, ‘o "rﬁ"ﬂ_,‘ IakE iy acts dorz by,
represents ‘ I Ita puwuro ntlnrmy

]

in/en

Elkhart, Indiana, U.StA.

A ele— 7

Signature Melvyn A. Silver

Firma

Assistant Becretary

CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)

TRADUCCIDN Na:&.glkz
MARIA BFLVIRA MARTELD
Teaductore & Interprate Oficiad
inglda ~ Espaflel ~ Inglds
des. No. 2879 Min. lecu



CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

Alos fbdinadelmesde__ Tipin  de19_ 99
ante m{, Notario Publico de o, £IK 4 a0t

comparecié(eron) Emmlmnh "
»

8 quien(es) doy fe de conocar y mae consta utp.gdoﬂ‘{-a"
romnn(.) firmante(s) del documento que pnudo, ¥ quien{es)
lene(n) capacidad Jegal para otorgario.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy, / de Jums m‘*
comparecid(eron) ante mi Vig) "

- /,... £

r
4

a qulen{es) conoxco personalments y que ﬂrm.ntn) te documn
to en representacién de la Soel«hd; compalfifa

denominada

Cartlfico:

1. Que he visto los aigulentes documentos:* A,_
paticilos de Constitoc e de [Soyer

 CORPyRTieN , Jiemados &N ﬁ#xbugﬁ.
1 RBRL 1995

2 Que dichos dol:u:mnwl prueban lo glgunnh:

]
% una Socled

fsg
de acusndo 1

13.Quc el objato Al el presenie
eabin mn de la
mlndonlda Socls -l; d

2.4, Que el(los) Sr.(Sren.) mdr_y.a_Ls_lu'J__

eoté(n) autorizado(s) para otorgar of presente Poder.

Notario Puiblico —— Notary Public

NOTARIAL CERTIFICATE (NDIVIDUAI.:)

Ontiis { @day of J‘_n_r : 1999 .

before me, a Notary Public of_ilghm_cwi"_
personally appeared lﬂglu‘m g.Silver

() oW

to me known, and I:nown to me to be the person(s) who
axecuted that foregoing document, and who has(have) legal
capacity to execute it.

izert 4
) My Crv sz pr EIJIZN'.’.OOI
o P ETAPR .'If

NOTARIA‘L CERTIFICATE (COR

On this 1999

16 thisyof June
before me

e'lvgn A, Silver

wluo(m) I know personally and who{m) signed this documont as
repreaentative(s) of the Corponﬂ.on/Comp-ny

named Bayer Corporation

1Certify:

1. That I have seen the following documents:*
Articles of Incorporation of Bayer

Corporation executed in Pittsburgh, PA,
on April 1, 1995.

2. That the above documents duly prove the following:

21.That_Bayer Corporation
is a CorporationX®R0otig3)y legally constituted and in exdstence

1n accordance with the aws of __LNdiana, U.S.A.

2.2. That the domicile of sald Corporation/Company is s
1884 Miles Avenue, Elkhart, IN 46514

23. That the purpose of purposes .!or which the nt Power
of Altomey nted ::uu comprised within the corporation
rposes sat !l‘r..u‘th in the :hnﬂer of the mantloned

orpurallchCumplny
24. That Mr(Meaers.) __Melvyn A. Silver

ist¥e) authorized to grant the present Power of Attorney.

. ) Clty Elkhart
Cludad f / K h AR 'I' State Indiana
o [ndianm ™  16th dyof June 1999
Hoy 16 Jomo 4V 9? , N
Notario Pdblico . Notary Public 3 W .vms ’
ot — Notaty ;:Nom Public, Suute of Indiana’ <
- 3 Elkhart County
; My T~enissicr Sa2p 0372472001 "

*Los ducumanm deben ldcntlﬂcnm con feclu y origen.

L] N --_..-

K J'-" |--|-4
"o LT
[
:

* Docurments must be identified wiil date and oHgli' zoeeedt
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TEL 121023-1188 FAX{3121823-1187
No. J, 65 Chicago, -;nn- o 6 w

El suscrito Cénsul General de Colombia, CERT!FICA que el sefior

fecha allf expresada, las funciones de
¥y que la firma y sello que en el docume
actos oficiales.

El Cénsul no asume responsabilidad alguna por el contenido del documento . ,m_ggg___wﬁg/a

A ELVIRA MARTELO
DERECHOS DE TIMBRE Y DERECHOS CONSULARES Miraducrom s Imepree CUCS!

(VEINTIDOS DOLARES US$22.00) e b R G, 2879 Min. Jusica
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, > CERTIFICATE OF OFFICE

AUNITED STATES OFAMERICA TRADUCCION Ne. 46,01f00
- = RIAELY s MaRTELO

Trdductara e imarprera Oficial

— Inglds - Espafial -~ |
"= STATE OFINDIANA Res. No 2879 Min Joas
(I Sue Anne Gilroy » Secrotary of State of Indwna, DO HEREBY CERTIFY That,

| ~ceondmg to rocords on file m mry office, MAZY A Lavins

was duly oloctad

or appomted to the offies of Notary Public

and that the term of sesl office ncluded the dats of__Jun8 16, 1999

in end for Elkhart County

that to all het/ker official acts as smd offi-

Justice and

el fall farth and eredit ought to be pven m all Courts of

sot my band snd sffixed the Great Seal of the State of Indiana,
ot Ind be. thus Twenty-first day of

elsowhare, In testimony whereof, I have here uato

June ) 19_99

2 n;tdlmwm
% COMU AOTARI SEXTO Em§
2t QESANTAFE BE GOGOTA. NAGO CONSTAR BGE

) ESTA COP FOTONANCA CONCIIE CONEL OM-
i} GINAL QUE WE TENDO AL viSTA




CERTIFICACION NOTARIAL
Y AUTENTICACTON CONSULAR

L. Hs necesarla la legrlizacién con certificado
. notarial, El Notario Publico debe certificar:

1.1. Que la compaiiia estd legalmente constituida
y actualmente existente.

12.  Sudomidlio.

13. Quee ito del poder estd incluido en
el objeto social de la compaiifa.

14. Que el poderdante estd autorizado para dar
el poder en nambre de la compafifa.

2.  'Los documentos cLue hay que mostrarle al
Notarlo Piblico para probar los puntos anteriores,
deben estar expresados en el Certificado Notarial

con fecha y origen:

21." Respectoa los puntos 1.1, 12 y 1.3 sugerimos
erire 2 lospart!culos de cznsﬁtuuén con

fecha y lugar de otorgamiento; y

22. Para el punio 1.4 sugerimos menclonar la
resolucién de la Junta Directiva o los
estatutos, in los cusles la persona que
otorga el poder estd autorizada para ello.

3. Enseguida el Sefior Cénsul de Colombia
debe autenticar la firma del Notario Piblico.

NOTARIAL CERTIFICATION AND
CONSULAR AUTHENTICATION

1. Notarlal legulizaion is necessary. The

Notary Public must certify:
1.1.  That the company Is legally constituted and
presently existent.

12.  Its place of business.
1.3. That the of the Power-of-Attorney is
i the ac 7

included ctivities of the company.

14. That the Fantor Is empowered to give the
Power of Attorney in the name of the
company he represents.

2. The documents which the Notary Public had

before him to prove the above points must be listed

by him in the Notarial Certificate with dated and
origin:

2.1. In connection with points 1.1,, 12, and 1.3 we

suggest referring to the articles of
incorporation with date and place of
execution.

22. For point 14 we s st to mention the
roll,udl:n of tll\le Bl;:mrtl of Dlnctor; and/or

e ws whereby the person who grants

the P%-wer of Attorney has been nuthgrrized

to give it.
3. Then the Colombian Consul must legalize
the signature of the Notary Public.

NOTA PARA EL SENOR CONSUL COLOMBIANO: Segtin el articulo 259 del C, de P.C. el Sefior Cénsul debe

autenticar la iltima precedente autenticacién.

G Coud w14 BeeTs AR o :Euu%
# DESAVTAFE DE BOGOTA, HAGO CONETAR OLE

% ESTACOP FOTOITATICA COUCIDE CON EL O
i GIUL QUE ME TENDD ALAVTA




TRADUCCION OFICIAL No. 16.01/00 preparada por Marfa Elvira
Martelo, Traductora Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia de Colombia por Resolucién 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espafiol, por el cual BAYER
CORPORATION otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ

CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER). Dado y firmado el 16 de
junio de 1999 en Blkhart, Indiana, Estados Unidos de América.
(Firma ilegible). Melvyn A. Silver, Secretario Asistente. _

CERTIFICADO NOTARIAL (BOCIEDAD) en inglés y espaflol referente a
la existencia legal de BAYER CORPORATION. Dado en la ciudad de
Elkhart, Estado de Indiana, el 16 de junic de 1999. (Firma
ilegible), Notario Pfiblico. (Sellec notarial en tinta) Mary A.

Lavina, Notario Pfiblico, Estado de Indiana, Condado de Elkhart,

Mi comisibn expira el 03/24/2001. J~
B E57ACOMA FOTOSTATICA CTMMCIRZ CONEL
ﬂul_.dllilﬁ"“

NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE INDIANA.

ESTADOS UNIDOS DESAERsChS
CERTIFICACION DE
ESTADO DE IND

Yo, Sue Ann Gilroy, Secretaric de Ejtado de Indiana, POR EL
PRESENTE CERTIFICO: que segin los registros que reposan en mi
oficina, Mary A. Lavins fue debidamente elegida o nombrada para
el cargo de Notario PlGblico en y para el Condado de Elkhart Y

gque el término de dich cargo incluia la fecha 16 de juni de



1999; que a tod s sus act s oficiales como tal se les debe dar
Plena fe y créditoc en las Cortes de Justiclia y fuera de ellas.
En fe de lo cual, he firmado y estampado el Gran Sello del
Estado de Indiana, en Indianapolis, hoy 21 de junio de 1999,
(Firma faceimilar) Sue Ann Gilroy, Secretario de Estado.

Por: Mary (Ilegible), Suplente. (Sello de cblea dorado) Sello

del Estado de Indiana, 1816.

(En espafiol) Certificacién de la firma que antecede expedida p r
el Consulado General de Colombia en Chicago el dfa 6 de julio de
1999, bajo el No. 2165. Firmado por CARLOS ALFONSO NEGRET

MOSQUERA, Coénsul. Pagados impuestqs"de timbre y derechos

re

consulares. (Sello consular en tinta). . -
(Al dorso) Legalizacién de la firma que antecede expedida por el

MINISTERIO DE RELACIONES BXTERIORES bajo el Mo. 105570 del 18 de

« =~

enero, 2000, firmado por el Jefe de Legalizaciones.

o CACUL0 3

IEHII'IAFEIIWI. pAGD Ll
Emmmmmumm!m!tﬂ

Es traduccién fiel y completa : DU AT e e cop:La en esta

oficina para su confrontacién.

COLO 11996-704-001-3 ;ﬂj' o! a0
1 -

ID. 3 '

ENE. 21/00

MARIA ELVIRA Man'rsl.o

‘ aductors ¢ inamprete Oficial
ingléa - Espoficl - ingldd
fea. No. 2879 Min. Justicle’
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

aiT @ 800176089-2

SRERIEUSTRIA T COMERCI0

s
P . Folios:t 2
RECIBO OFICIAL 0E CAJA : 01 - 38,832 ’ Radicacion 3 DIOSOS m: .
FECHA ;W10 20 9F 2001 m;""’,""n‘o‘n%m'. | REOISTR/ AL PRESEATSC
: Bepeaieacias 2020 DIVISEER JE HEWG DEACIOES
1S COSSIBNACION s
DEPUSITAMNIE TIPD PABD  BAMD CUENTA No. PAGD  FECHA PG Ur. PAGD
CAYELIER ABOGADOS CONSIGMACION  BANCO POPULAR 050001305 WIOTIL  0/06/2008  32,B43,880.00
B0 C O N CEP T O 8888
CAMT, REMTISTICO CONCEPTD TOTAL COMCEPTO
§ 50005-01-01 SOLICITURES I TRAXITES DE SOL. DE PATENTE OF IN 356,440.00
T ; $ I%,040.00

BON:  TREBCIENTOS CINCUEKTA Y SEIS HIL SEISCIENTUS CUARERTA PEEICS

RECPOMSABLE :

2@ 1 cas APLICAZO AL EXPEDIENTE %o /

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 350 5220
E-mall: info@sic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogot3, D.C., Colombia

| tnp T4 -0 -00LS
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

—— ——
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SPERTRBUSTRIA ¥ CONERCIO
Radicarion ¢ 01050540 00000000 Foljos: 2

Fachs () 2001-0b-85 163513
Tracite 1 GRPRTENTES D | REGIETRO/ A1l PRESENVAC

Dependonciar 2020 DIVISIOH DE MEEVES CREACIONED

HIT @ 800174089-2

RECIBO OFICIAL DECAJA : O1 - 35,29

% 1 JUNI0 81 DE 2001

Mt COUSIGHACIOR $u18s

DEPOSITARTE TIFD PADD bk il CUERTA No. PRED FECHA PGD Vr. PASD

CAVELIER ABOGABCS CONGIGNACION  JANCO POPULAR  43C-00110-6 050798 11/06/2001 25,0935,840.00

M CcCOREEPT O NN

CANT. RENTIBTICO CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
1 30003-01-01 BOLICITUDEE 82 [INVOCACION DE UMA PRIGRIDAD EN WU 100,000.00
@ TOTAL 1 $ 100,000.00

50H: CIER MIL PESOS

o %/ o 36,2700 5 710

Conmutador 382 0840
RECIBO BE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE Ho. Fax 350 5220
E-mall: Info@slic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombla

Cap 11996-T0) OO -3
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Radicecion @ 1050546 00000000
Fecha (NG): 2001-05-P6 16:52:13

Tranite : 000 PATENTES D

: SUPEXINIENDENCIA
REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENT RPERTHNETRIA Y CIMERCTS

Folios; 3¢

1 RERISTROY 41t PRESENTAC

. Bependeacia: 2080 Ill;!!ﬂll E s
PATENTE DE INVENCION lfl/ MODELO DE UTILIDAD

indicacién de que se solicita la concesidn de una patente

Datos de identificacion del solicitante o de [a persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

corrproba,n?.Pago de las tasas establecidas

COMPLETA[A] - INCOMPLETA

DISERO INDUSTRIAL| |

Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial.

Datos de identificacion del soficitante o de la persona que presenta la solicitud.

Representacion grafica y fotografica del Diseflo Industrial o muestra del
material que incorpora el diseflo .
Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

.ESQUEMA DE TRAZADO | ]

“

Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de trazado.

Datos de identificacion del soficitante o de la persona qie presenta la soficitud.

Representacion grifica del esquemsa de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLET. INCOMPLETA

Firma sable

Fecha:

[1]

Sl dend Sl R

o
i

[]

et bl gl Spmd

voapreea 13 Neo 2701 Pisa 2 mezanue-
onmutador. 362 06 40

s, if) 52 29 e.mail: info@dsic .y
RegetAD €. Colomben



2020
Bogot4, D.C.

Doctor
Emilio Ferrero
(apoderado de la sociedad solicitante)

REFERENCIA: Radicacién No. 0150548
Trémite 002
Evento 001
Actuaclén 430
Oficio No. 2198
Folios 001

Como resultado dal axamen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decislén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Dabe allegar copia dal documento en que consta ia cesién del derecho a la patente otorgado por el
inventor al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000)

En cumpiimiento del articuio 38 de ia Decisidn 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para qua dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacion
del presents oficio, complate los requisitos anteriormente enunclados. En caso de no dar
cumplimiento al presents requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perdera su
prelaclén. y

Notifiquess el presente oficlo conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del 15 de enero del 2001.

. . 2 6 JUL, 200
El antsrior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de feche

2020271202022



