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. Act 411 PRESENTACION  Folios: 9 !
SUPERIMTEMNDEMNCIA olios: 98 | ‘

_—

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
Patente de Invencion D Patente de Modelo de Utilidad
x | Capitulo . [ ] Capitulo Il
2 Nombre: ALZA CORPORATION IDENTIFICACION
Direccién: 700 Eubanks Drive, Vacaville,
California 95888, Estados Unidos de América. cC D NIT D

SOLICITANTE Nacionalidad o Domicilio: Vacaville,California,

‘ (71) Estados Unidos de América. | C.E. D Otro D
Lugar de Constitucion :  Delaware _
Teléfono: Fax: Ndmero
E-mail
3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION
D’ALEMAN
REPRESENTANTE | 1. cion: Cra. 11 No. 86-53 piso 6 C.C. nr L]
O APODERADO CE D Otro D
(74) Teléfono: 6 181088  Fax: 6350824

Namero 41.654 682 T.P. 20824

E-mail: clarkemodet@clarkemodet.com.co

4 Nombre: VER HOJA ANEXA
INVENTOR (ES) Direccion:
. (72)
| Nacionalidad o domicilio:
5 PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/US2008/073840 Fecha _21 de agosto de 2008
Publicacién Internacional No.__WO 2009/026427 A2 Fecha _26 de febrero de 2009

6 TITULO (54) _COMPOSICIONES DE LIPOSOMAS PARA ADMINISTRACION IN VIVO DE
COMPUESTOS DE ACIDO BORONICO.

| 7 Clasificacién Internacional (51) AB1K 9/127
" §. Prioridad |_(33) Pais de Origen (32) _Fecha (31) Numero de Solicitud
\ Estados Unidos de América 21 de agosto de 2007 60/957,045

Sl X NOD

9 Comprobante de pago No. _10-5.948 // 10-7.042 [ 10-11,048 // 10-11.049 // 10-2,109
Fecha _ 29/01/40 /1 29/m14/A0 1 ARG /1 AQ2/A0 /1 G7/01/10

W
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ANEXOS

D Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

A 5 G O Y

Poderes si fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen

Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.
De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico
Arte final 12 X 12 .

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros * Notificaciones de los inventores.

-t
=3

FIGURA CARACTERISTICA

12

Solicito la concesion de la patente

NOMBRE: _DILIA MA

FIRMA: L vl
C.C.4 .654.882%{ £.p(20824

P-2468




SUPERINTENDEMCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID

NIT @ B00174089-2

SUPLRINTENDENCIA DE INDUSIRIAY COMERCIO

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O — &£.998
FECHA + ENERD 29 DE 2010

ARG RAAUARYARM

174--0000

Fecha: 2010 02 23 15.’33.36 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Ira. 11 PATENTE!YI

Eve: 378 FASENACIONALI

Aci. 411 PRESENTACION Folios: 98

Rt CONSIGNACTON #4s18

DEFGSITANTE TIFD FAGO EANCO CUENTA

Ho. FAGD FECHA PGO Vr. FRED

CLARKE HODET Y €O. COLOMBCOMSIGNACION — BANCH DE EDBOTA 042734387

thxte C 0 N C E P

LLITI0670  2B701/2010 £6,%1%,000,00

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO

1 G0005-01-0% OTRDS SERVICIOS DE FROFIEDAD I 5% OTROS SERVCIOG ADHINISTRATIVOS 300, 000,00
) TOTAL : $ 500,000.00

SON:  BUINIENTOS MIL PESOS

RESPONSABLE :

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENWTE Neo.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PAGD SOLO PODRA SER UTILIZADA

COMD FARTE DE LA CANCELACIOM DE UNA TARIFA VIGENTE Y ND FODRA GER

SUSTITUIDA POR NINGUN RECIRD.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID

NIT : B00176089-2

SUPERIMI LNDENCIA DE INDU

CERTIFICACION DE EXCEDEMTE : 10 — 7,042 |
FECHA : ENEKD 29 DE 2010 \“\l“\l!!!l! (1‘!!1‘1‘!!!!!\!!\‘!;“(’)“!!%‘

Act. 411 PRESENTACION

ikt CONSTIENACTION 12

SIRIAY COMLRCIO

50 DIR.NULVASCR
ASENACIONAL!

DEPOSITANTE TIFD FAGD RANCOD CUENTA No. FAGD FECHA PR Vr. FAGO
CLARKE MODET Y CO. COLOMERECIDD DE CAJA 7006 29/01/2010 12,105,000,00
septe C O N CE F T O ®hind
CANT. RENTISTICG CONCEPTH TOTAL EONEE;;g
{ 50005-61-09 OTRDS SERVICIOS DE PROFIEDAD I 5% OTROS SERVCIDS ADHINISTRATIVOS 200,000,00

TOTAL @ $ 200,000,00

50N:  DOSCIENTOS MIL PESDS

RESPONSABLE :

RECIRD DE CAJA APLICARD AL EXPEDIENTE Mo,

ESTA CERTIFICACION DE CXCEDEMTE DE PAGD 5000 PODRA SER UTILIZADA
COND FARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGENTE Y MO FODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGUM RECIBO.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

NIT + 800174089-2

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O - 11.048
FECHA : FEBRERD 10 DE 2010

SURERI ERDLNCIA DL INDUS T RIA Y COMLRCIO

0-0 21174--

}-e(‘h’l 20’10-022 16:33:36 De") "O”O DH MULVASCR

Tra. 11 PATENTEIVI

Lve: ",78 FASLEMNACIONALI

Act 411 PRESENTACION Folios: 98

f3fgy CONSIGNACDICON

CLARKE MODET V £O. COLOMECONGIGNATION  LANCO DE ROGUTA 9062754387

i

175684132 1070272010 63,215,000.00

ey OO0 N CE P T O thng
CANT. RENTISTICO CONCEPTE TOTAL CONCEPTOD
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD I 9% OTROS SERVCIDS ADMINISTRATIVOS 20,000,00

SON:  VEINTE MIL PESOS

RESPONSABLE :

RECILD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIERTE No.

ESTA CERTIFICACION DE EXCELENTE DE PABO 30LU FODRA SER UTILIZADA
CORD PARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGENTE Y NO PODRA SER
SUSTITUIDA POR WINGUN RECIBO.

TOTAL $ 20,000.00



CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID

NIT ¢

049

11,

800176089-2

SUPLRINTENDENCIA DE |

MNCEANARRIRNN

NDUSITRIA Y COMERCIO

FECHA : FERRERO 10 DE LOiU
No. 10-021174- -600
Fecha: 2010-02-23 15:33:36 D@p. 2020 DII 2 NULVASCRK
Tra. 11 PATENTLIYH Lve: 378 FASENACIOMNALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 98
krixy CONSIGNACION 3rix
DEFGSITANTE ‘ TIFO FAGD BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PGO Vr. PAGD
CLARKE MODET Y CO. COLOMRCONSTGNACION FAHCO DE BDBOTA 042754357 175634132 1040272010 48,215,000.00
g2y C O N C E P T O toigx
CANT. RENTISTICO CONCEFTO TOTAL CONCERTO

{ 50003-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD I

5ON:

VEINTE MIL PES0S

%9 OTROS SERVCIDS ADMINISTRATIVOS

T07AL

RESPONSABLE : Lfi;

RECIBG DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE

DE PAGD SOLD PODRA SLR UTILIZADA

COMD PARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGENTE Y NO PODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGUN RECIBO.

20,000,00
: $ 20,000,0¢



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

NIT @ BOD17A089-7

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O ~—~ Z2.10% SUPERINTENDENCIA BE lNDUEilT‘iiliiiﬁiRClo
FECHA : ENERQ 7 DE 2010
T

3336 L 20 DIR.NULVASCR
-ha: 2010-02-23 15:33:36  Dep. 2020
!l‘?aih’?"\ ? PATENTEIYN Eve: 378 FASLENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 98

gty CONSIGHWACTOR #x¥ig

CLARKE MODET Y CO. COLOMERECIBO DE CAJA 1709 06/01/7010 24,500.000.00

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCERTE
i 50005-01-09 OTRDS SERVICINR DE PROPIEDAD I 99 QTROS BERVCILS ADMIMISTRATIVOS 100.000.06
TOTAL $ 100.000.00

S0N:  CIEN NMIL PESDS

REGPONSABLE ¢

RF™°70 DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PAGD G0L0 FODRA SER UTILIZADA
COWO PARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGENTE Y NO PODRA SER
SUSTITUIDA POR NINBUN RECIEO.
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-7 APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOERE 1961)

2. THI5 PUBLIC DOCUMENT

'NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

.  BEARS THE SEAL/STAMP OF:

N
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"
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=

HAYNES, NOTARY

CERTIFIED

5. AT TRENTON, NEW JERSEY

8. NO: A367051
9. SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

COLOMBIA

Carrera 11 11°95-53 Pizo € Bogota Colombia Tel: (37 1) 5131033 Tz (57 1) 6350824-Email: infx@slakemcdat.com.co

PODER

Yo (novoteos), abajs Grmant{(3)

en mi (nmzatrs) cardeter ds roprezantante(s) legoles de ALZA
CORPORATION

una 96ziedad erganizada y exictents dz acnerdo con la layes de
DELAWARE_
en acinal uunplummlu de oy olyjelo aos
ubanks Drive, Vacaville 04 2

por el preyzats inctrumento confizis (conferiuws) poder eapecinl a faver dz
DILLA MAPIA FODRIGUES DYALEMAN, con Cidula d2 Ciudadanh
o, 4LE54.582 d= Bogotl, y ip. 20824 y CLAUTIA LUCTA CARO
FAMIFEZ, con Cédula de Ciudadania Mo, 40.017.374 do Tunja, y tp.
36448, con domdciliz sn Bogots, Columbis, pora quz actwands Gn oy orden
en nombrs del (ds la) ciocgante le (Ly) repe2aenten antz cualquier entidad,
autoridad /o pacony, cipecialmante ante lae del onden Adminicteativo,
Comienciose  Administrative, Judicial, Tribunaley de Asbiramento y/o
enalquier otro en lo rafaraads a loo siguiade asvntad:

1) Selicitar, tramitar, obicasr /o registrar cuolquisra ds 1as cdalidadzs ds
Propicdad Tuducigial, alz coms: patentes de invencidn, mod:dos de
utilidad; disfios inductrialz, vanedada: vegelal=y maszas, lemaz, nombrz:
y encaflas comerciales y denominacionies d: origen; asi come sns ranovacic-
nes, prorrogas, trensfaencias, cambios dz aombre y/o domicilia, contsatas y
liceniiaz,

2) Solicitar, tramiiar, oblener y/o registrar derechod de antor, en cualquiera
de cus presentaciones aci como fa grotescion de cecretos indnstrialer y
know-hiow.

3) Solicitar, tramitar, oblenzr Yo regictrar regiztrer cnitario?, 1.\311'-11'3-:.3 NS
licencias ds funcionimiento; aci <omd oue renovociones o prémogas,
transfarancia:, caabios de nembre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ej. car accionz: d3 oposicidn, obuervacidn, reclamos, rezonsidaracion,
repasicion, apelacidn, cencelacivn administrativa o jndicial, nulidad,
protezciin al concumidor, coacecion de licenciaz, proteczidn dz ceurstes
whutiales y dauds accicn y resuros selacionados con derechos
devivados d2 loa ammboc amriba indicados y en contra de la competencis
decleal, acciones derivadae de by obtencion o eiplotacidn de licanciar,
aczionzs de mdemnizaciin’ de peyjuicioc. Tambin fadrd(n) intervenir en
jnicios civiler, csmerzialzs, penales, contenciors-admini-trativos, tutelas y
de liclz; en acciones o juicior piomovidos por ¢l (Ia) mandanie o o
eonten 21 (2lla) .

5) Resgd tear aombr 2 Jz duminio aantz la eatidad comy ssnte

6) En ol gjarcicio de eciz mandato loo mandatarics arriba moncionado:
qucdon facultadee para: conciliar, cancelar, tramdigir, comprometzr en
drbitros, desiatir, recibir y tomar poszidn de la cosa abjsto de litigio y
renunciar o dsaictiv a derschios conc:didos o en curno ds concesién, admitir
103 hashos dal prooeso.

7) Ratificar o 1 la agencia oficica.

) A mises f'muho (Daultamas) a o3 1asicionados apederados para
razibir notift 0 y designy apoderades judisiilsy o cxtrajudiciales,
ouctimir &l prezonte poder y revocar las sustitacionsa que hicieren.

Dado y Armcdo an

alos diay de

POWER OF ATTORNLEY

T (we), the undefaigned
legal repraantative(s) of ALZA CORPORATION

an organization exzizting wnder the laws of DELAWARE

and in prevat @eution of it bucinees adtivity, domiciled 700 Eubanks
Drive, Vacavillz CA 95688 U3A do hereby grant POWER OF
ATTCIHEY to DILLA MATIA BODPIGUET D ALEN AL, idadification card
o, 41654882 of Bogota, and tp. 20324 and  ZLAUDIA LUCIA ZATWO
FAVAPEZ, tp. 36443, ldC1lI.|ll"aLlun card tlo. 40.017.374 of Tunja, rcoidisig in
Bogotd, Colombia, to cct in the ordar of their sppoiniment in bizhalf of grantor
befors any cutity, antbority antor naingal or juridical pason, cpaciclly belore
ihose Adinnistrative, Adminisirative-Contentions, Yulicisl, arbitration couris,
and/ar any oiher, in all moattar: conceming the following:

1) To apgly, proceos, obinin and/or registcr any of the medalities of Inductrial
Propaviy, such ag: Poteats of Invention, Uiility Modaly;, Dacigne, plant varicties;
Maits, Skogans, Trade Hatiz: and emblang and Jpp.,llahum of Qrigin; a2 well as
their r.;mwal_,, accignenty, cliaige? of unae andor dosied?, agcsimit and
licances.

) To apply, procs:, obia
protzziiun of indusivial zezrets or Inow-how.

3) To apply, prozea, obian andlor resgicter canilay rogication:, operating
anthorizatioins anVer licwnes; a3 well ag their rencwals o azsighincnts, changes
of namg and/or domicils, agrezmeants and licznscs.

4) Ta bring actions of eppascition, obrervaticns, <laima, re 'on_udartmn appeal ar
lezal ranedies, cancillations, nullity, protection o the o, sroaling of
licsnser, protestion of trads seads and olle actions relat=d with nghis derived
from the abave- mention>d mattero and againt the unfair comg :tilon, actions
reuling from the oblaming or iploilation of licancen, meovering damaged
acttonz. They can aleo itervens oi pariicipate in Civil, Comuazecial, Critinal or
Conimticu-Administrative  Trialy; ths aclions for writ mandsmua, police
actions; in actions, Iatv:nits or litigation: ineiiintzd by ez grantor or again-t hira.
3) To registr domain names beforz ths eompestont entity.

) To the zlect of thi: mandais the above-named prozy are empowered (o
conciliaie, ozl cetile, submit to arbitration, withdrow and io reseiva and tale
faaceenion of the litigation relaied objet and waive or renouncs the righte granted
or in process of granting, admit the Licts of the caze.

Ty To raiify or nol the officionz aganey.

3) I (we) haeby appoint e afore mentioi:d atlorsy: with powes to raosive
notifizations and to deignats judicial and exirjudicial aliomey:, cobatitule thiz
FPeowse of Aomay and to ravelzs such custitutions.

inn and/or s2gicier copyrighta of any kind ac well as

Grented and zigasd at VEW ERUIISWICE, LI UZ,

on tlus 4TH

dayof

-
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CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuande cl selicitante es SOCIEDAD)
(Praderzo otoepz doc e Bl Salvzday, Bricds: Unicdss, Méxiso y Venezusla)
Alos diae dzsl mee de do
, el Hataria qua anacribe DATE e que

(nombrs de 1a parsona que fimia a1 poder)

mayor de edad y doradciliado

firmé da su pufio

y letra el decoments que antecede.
2. Csnocz al (2 1) oforgantz y que acte (1) ezid legchete capacitada
para 2l otorgamicito.
3. Bl otorgante  ha fimaada ol referido  dacunmento  en cu cardeler
de
d: 12 paroona jurfdica ALZA CORPORATION

4. L3 citada peraona juridica con 2zde zn 700 Eubanks Driva,
Vacavills A 956388 US4

. e3ld lepalmanic comtimids, que e actualments cxisicicia
legal y que el acto para el enal seha otorgads eilepnla estd compren-
dido oatre los que constimyzn su objeto cocial.

3. El viorpanis dene efectivaments Ja represeniacion que oatenia, que esta
e logftiia y queedtd faculade para olorgar :te poder.

6. I3 anteriore cenlificaciones ds los pontos 3, 4y 3, me constan porque
he tenids a b vista les documentos auiénticos.

AMANDA LIf HAYMES
NOTARY PUBLICGF NEW JETCE

oM R ESIR S VT

NOTA: A comtinuwacivi de lo antevior, ol Connul de Celombia ddbc
antxaticar [a fisma del Yataris Pablico.

CERTIFICAj)O NOTARIAL (Cuande el  solicitante es
INDIVIDUO)

Alos dfas del mes de de
» el Pistario qus succrib: DA FE de que:

1

(nombie de la persona que firma el poda)

mayor dz edad y domicilizdo en

firm$ en su presencia
of documents que amteseds, conoze al olorgants y que ene 2 legalim-
t: capacitade para el slorgamients.

Maotatio Pablico
NOTA: A roniinmnacion de lo antaior, o Consul ds Columbia dabe
antcaticar la firma 21 Hoetorio Pablics.

Para todos los demss paises el Scfior Consul de Colombia o ante quicn
¢ oorgue, debe expedir una coriificacion dejando constancia 1) de la
existencia legal dé la cociedad, 2) de que esta gjerce actualmenie su
objeta social, y 3) de que la persena o personas que etergan el poder
ectim fucultadas para hacerlo, dejando

constancia asf misiae de que iuve a la vista las pruebas que acrediien
tales circunstancias. -

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBIA
O POR APOSTILLA

NOTARIAL CERTIFICATE
1 When the applicani is a CORPORATION)
Fowens of adomay gamed in: Bl Satvador, Mewizn, 11.5.A, and Venemmela)
Thic dayof Jeami PR |
thz widanigned otary CEFTITIES (at:
1. JOSFPH S EENTOFFIO
(ums Sf the paon who signs the power of atiomcy)

iled in_{ TEW BEYN ISWICE, 10 T2A e his hand on

of Iz321 age and domi:
the foregoiig document.
2. The gantor it 15 him peroonally known and that hig/zhs has legal copacity to
zmete the docna.
3. The qranior has  exeowmed  the  foragoing dsmment in his smpacity
of ASCISTAUT SECPETARY .
of the juridical perzon - ALZA CORPORATION

4. The mentioned juridizal peraon with place of 700 Eubank:s Driva,
Vacaville CA Q5608 USA, i July organizad, lias actual lepal exictenss
and thae the purpios: for which the power of altornay s winnted are withbi tie
scope of ils corporate purpases,

3 The gvamior has in fact (he referred quality asd that hivher repiezentation
ic tenal ond dhat helshe s ampawered fo prant shic power of atiomsy.

&, I have bazsd ihe above cenifications 2, 4 and 3, on e authentic docuaent
which tor such purpoce were mehibited to me.

A1 S

Netary Fullic

MOTA: Then thz Colombisn Conul musi lsgalize the sipnanrs of the Motory
Fablic.

NOTARIAL CERTIFICATE | When (lic applicant is an INDIVIDUALS)

On this day of
the vndenigned Tlotary CELTIFIES that:

1.

(nam of the pareon wh cigns the Power of Aioricy)

of legal age and domiciled at

cigned in hiz presonce the  foregoing
dozumeid, the grantor i3 {o him pecanally known and da he/chie hae 1234l
capacity to zzeznte the docmient.

Motary Public
HOTA: Then the Colondsian Zonzul muct 1:galize the Hgaturs of the Yotary
Public.

Tor all ether countrics the Colombian Consul or beforc who it is aranted
must issue a certification stating 1) the legal exisience of the corporation, 2)
that the corporate purpoces are actually being accomplished , 3) that the
person or persons who grant this Power of Atterncy are empowered to do
it. The Consul will cortify alse thai the documems evidencing (hose
circumsiances were exhibited to him.

LEGALIZATION EY THE COLOMBIAN CONSUL OF BY
APOSTILLE.

/O



Traduccidn oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e ¢ intérprete oficial segin
l%dmwuNuOMQileHuwdshMM%JdJWMKMJhﬂMMUmMMMIJ
APOSTILLA Mo. A-367051 dz 24 de junic de 2009 expedida en Estados Unidos de
América (Nueva Jersey) correspondiente a un documents de poder y wna cartificacion
notarial en inghés con su correspandiente traduceidn al espariol (razén por la cual no se hace
su traduccidn), otorgade a la sociedad ALZA CORPORATION, domiciliada en
Vacaville, California, Estado: Unidos de América.

Documznts de podsr firmado el 4 de junio de 2009 por Joseph
Fentoffic, Secretario Azistente.

Selle notarial: Amanda Lin Haynesz, Notario Paklico de Nusva

Jerzey, comisidn termina el 10/28/2013.
APOSTILLA
(Convencién Jde 1la Haya de & dz cotubre de 12¢1)
1. Paiz: Estados Unidos de ERmérica

pablice ha sido firmado por AMANDA LIN

2, Este doocumasnto

HAYNES
2. Actnando en su calidad de Notario Poblics de Nusva Jerzey

Lleva 2l zello/estampilla e AMANDA LIN HAYNES, notario

o

CERTIFICADO
. En Trenton, Nueva Jersey
€. E1 24 de junis de 20092
7. Por F. David Pouzszzau, Tesorers de Nueva(Jersey
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COMPOSICIONES DE LIPOSOMAS PARA ADMINISTRACION /N VIVO DE

COMPUESTOS DE ACIDO BORONICO

CAMPO TECNICO

El tema descrito en la presente se relaciona con una formulacién de
liposomas que tiene un compuesto de écidé borénico atrapado. Mas
particularmente, el tema se relaciona con liposomas preparados a partir
componentes que mejoran la carga y la retencién de un compuesto de acido

borénico peptidico dentro de los liposomas.

ANTECEDENTE

Los liposomas, o vesiculas de hicapa lipidica, son vesiculas
esféricas que comprenden bicapas lipidicas ordenadas concéntricamente que
encapsulan una fase acuosa. Los liposomas sirven como medio de suministro de
agentes de diagnodstico y terapéuticos contenidos en la fase acuosa o en las
bicapas lipidicas. El suministro de farmacos en una forma de liposomas atrapados
puede proporcionar una diversidad de ventajas, dependiendo del farmaco, incluso,
por ejemplo, una disminucién en toxicidad del farmaco, farmacocinética alterada o
solubilidad mejorada del férmaco.-Los liposomas, cuando se formulan para que
incluyan un recubrimiento superficial de cadenas de polimeros hidréfilos, por
efemplo, el llamado STEALTH® o liposomas de larga circulacién, ofrecen la
ventaja adicional de un ciclo de vida largo, debido, en parte, a la eliminacién

reducida de los liposomas mediante el sistema de fagocitos mononucleares. Con

1y
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frecuencia, es necesario un ciclo de vida extendido para que los liposomas lleguen
a la regién o célula objeto deseada desde el sitio de la inyeccion.

Idealmente, estos liposomas pueden estar preparados para incluir
un compuesto terapéutico o de diagnéstico (i) con una alta eficiencia de carga,
(i) a una alta concentracion de compuesto atrapado y (i) en una forma estable,

es decir, con poca fuga de compuesto durante el almacenamiento.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los siguientes aspectos y modalidades de la presente descritos e
ilustrados a continuacion tienen como objetivo ejemplificar e ilustrar, no limitar
el alcance.

En un aspecto, se proporciona una formulacién de liposomas
compuesta de un fosfolipido que tiene dos cadenas de acilos que tiene entre
20 y 22 atomos de carbono en cada cadena y un compuesto de acido boronico
atrapado en los liposomas. El compuesto de acido borénico tiene la forma de
un complejo con meglumina.

En una modalidad, el fosfolipido es un fosfolipido asimétrico. En
otra modalidad, el fosfolipido es un fosfolipido simétrico.

En una modalidad, el fosfolipido tiene 20 atomos de carbono.

En otra modalidad diferente, el fosfolipido es un fosfolipido saturado.

En otra modalidad, el fosfolipido se selecciona de un grupo que

consiste de fosfatidilcolina, fosfatidietanolamina, acido fosfatidico y fosfatidilinositol.

/9
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En una modalidad preferida, el fosfolipido es 1,2-araquidoil-sn-
glicerol-3-fosfocolina (DAPC) o 1,2-dibehenoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (DBPC).

En otra modalidad, los liposomas incluyen, ademas, un fosfolipido
unido en forma covalente a un polimero hidréfilo. Un ejemplo de polimero
hidréfilo es el polietilenglicol.

En otra modalidad diferente, el fosfolipido unido en forma covalente
a un polimero hidréfilo es distearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol.

En una modalidad, €l compuesto de acido borénico es un
compuesto de acido borénico peptidico. En otra modalidad, el compuesto de
acido borénico es bortezomiba.

La formulacion, en otra modalidad, comprende liposomas que
comprenden ademas acido acético atrapado.

En otro aspecto, se proporciona un método para preparar
liposomas que tienen un compuesto de acido borénico atrapado. El método
comprende suministrar liposomas que comprenden un fosfolipido que tiene dos
cadenas de acilo, cada una tiene entre 20 y 22 atomos de carbono, los
liposomas tienen megiumina atrapada en ellos y la incubacioén de los liposomas
en la presencia de un compuesto de acido borénico a una temperatura inferior a
la temperatura de la fase de transicién del fosfolipido. La incubacién es efectiva y
logra una ahsorcion del compuesto de acido bordnico en los liposomas.

En una modalidad, los liposomas comprenden fosfolipido
seleccionados de un grupo que consiste de fosfatidilcolina, fosfatidietanolamina,

acido fosfatidico y fosfatidilinositol.
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En otra modalidad, la incubacién es efectiva y logra una absorcién
del compuesto de acido borénico en los liposomas mayor al 90 %.

En otro aspecto diferente, se proporciona una megjora en un método
de preparacion de una composicion de liposomas compuesta de liposomas
compuestos de un fosfolipido que tiene dos cadenas de acilo que tiene entre 20 y
22 atomos de carbono en cada cadena y un compuesto de acido borénico
atrapado en los liposomas. La mejora comprende la carga del compuesto de acido
bordnico en los liposomas mediante la incubacién de liposomas y el compuesto de
acido borénico a una temperatura inferior a la temperatura de la fase de transicién.

En una modalidad, la mejora comprende ademas la formacién, antes
de dicha incubacién, de liposomas que comprenden meglumina atrapada en ellos.

En otra modalidad de la mejora, el fosfolipido es 1,2-araquidoil-sn-
glicerol-3-fosfocolina (DAPC) y la carga se realiza a una temperatura de entre
aproximadamente 25-50 °C.

En otra modalidad, el fosfolipido es 1,2-dibehenoil-sn-glicerol-3-
fosfocolina (DBPC) y esa carga se realiza a una temperatura de
aproximadamente 25-50 °C.

Ademas de los aspectos y modalidades de ejemplo descritos
anteriormente, otros aspectos y modalidades resultaran evidentes por referencia

a los esquemas y mediante el estudio de las siguientes descripciones.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-1H muestran las estructuras de compuestos de
acido borénico peptidico;

La Figura 2 ilustra la carga de un acido borénico peptidico en un
liposoma contra un gradiente de pH superior interior/inferior exterior para Ia
formacion dentro del liposoma de un compuesto de éster boronato con un poliol;

Las figuras 3A-3C muestras las estructuras de los polioles, como el
sorbitol (Figura 3A), acido alfaglucoeptdnico (también conocido como
glucoheptonato o gluceptato; Figura 3B) y meglumina (Figura 3C);

La Figura 4A muestra la absorbancia a 270 nm por fracciones de
columna para los liposomas (HSPC/CHOL/MPEG-DSPE 50:45:5 mol/mol) que
contienen meglumina atrapada incubada en la presencia de bortezomiba a 65 °C
durante 30 minutos (diamantes), 60 minutos (cuadrados) 0 120 minutos (triangulos);
el pico en el numero de fraccién 10 corresponde al farmaco no atrapado;

La Figura 4B muestra la ahsorbancia a 270 nm para fracciones de
columna para los liposomas (HSPC/CHOL/mPEG-DSPE 50:45:5 mol/mol) que
contienen meglumina atrapada incubada en la presencia de bortezomiba a 20-
25 °C; el pico en &l numero de fraccion 4 corresponde al farmaco no atrapado;

La Figura 5 muestra la absorbancia a 270 nm para fracciones de
columna con filtracién de gel para los liposomas ¢que contienen meglumina
atrapada incubada en la presencia de bortezomiba a 20-25 °C; el pico entre los
nameros de fraccidn 14 y 18 corresponden al farmaco con liposomas atrapados

y las fracciones 35-50 corresponden a las fracciones de farmaco no atrapado;

aa
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La Figura 6 muestra la concentracion, en ng/ml, de bortezomiba en el
plasma de ratas como una funcién de tiempo, en horas, posterior a la
administraciéon de bortezomiba atrapado en liposomas compuestos de
HSPC/colesterol/mPEG-DSPE (50:45:5 mol/mol), con meglumina/acido acético
como el agente formador de complejos, en donde el bortezomiba se administré en
dosis de 0,53 mg/ml (triangulos), 1,04 mg/ml (cuadrados) y 2,13 mg/ml (triangulos);

La Figura 7 muestra la concentraciéon, en pg/ml, de bortezomiba
en sangre in vitro como funcién del tiempo de incubacién, en horas, para los
liposomas compuestos de lipidos de esfingomielina del huevo/colesterol
(circulos), esfingomielina del huevo/colesterol/mMPEG-DSPE (triangulos) o
esfingomielina (diamantes),

Las figuras 8A-8B muestran la concentracion, en pg/mi, de
bortezomiba en sangre in vitro como funcién de tiempo de incubacién, en horas,
a 17 °C (Figura 8A) o a 37 °C (Figura 8B) para liposomas compuestos de
HSPC/mPEG-DSPE (95/5, triangulos) o 1,2-diaraquidoil-sn-glicerol-3-fosfocolina
(C20:0 PCYmPEG-DSPE (95/5, diamantes);

La Figura 9 muestra la concentracion, en mg/ml, de bortezomiba en
plasma como funcion de tiempo, en horas, posterior a la administracion intravenosa
a ratas de liposomas compuestos de C20:0PC/mPEG-DSPE (95/5, cuadrados), 1,2-
dibehenoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (C22:0PC/mMPEG-DSPE (95/5, triangulos)), 1,2-
dilignoceroil-sn-glicerol-3-fosfocolina (C24:0PC/mPEG-DSPE (95/5, triangulos y

cuadrados)) o posterior a la administracion de farmacos libres (diamantes);
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La Figura 10A muestra el porcentaje de encapsulacion de
bortezomibha en liposomas compuestos de C22:0PC/mPEG-DSPE (95/5) como
una funcién de tiempo, en semanas, cuando se almacena a 5 °C (diamantes) o
a 25 °C (cuadrados);

La Figura 10B muestra el porcentaje de encapsulacion de
bortezomiba en liposomas compuestos de C22:0PC/mPEG-DSPE (95/5,
diamantes, cuadrados) o de C24:0PC/mPEG-DSPE (95/5, triangulos, circulos),
como una funcion de tiempo, en semanas, cuando se almacena a 4 °C
(diamantes, triangulos) o a 25 °C (cuadrados, circulos);

Las figuras 11A-11C muestran la concentracién de bortezomiba, en
ng/ml, como una funcion de tiempo, en horas, posterior a la administracion a
ratas via intravenosa, la concentracion de farmaco en plasma (Figura 11A),
sangre (Figura 11B) y el tumor (Figura 11C) para el farmaco en forma libre
(diamantes) o atrapado en liposomas (C22:0 PC/mPEG 95:5) (cuadrados);

La Figura 12 muestra la concentracion de bortezomiba, en ng/ml,
como una funcién de tiempo, en horas, posterior a la administracién a ratas via
intravenosa en una forma de liposomas atrapados (C22:0 PC/mPEG 95:5)
(circulos solidos) o en una forma libre (circulos abiertos); y

La Figura 13 muestra €l porcentaje de bortezomiba restante en
plasma como una funcién de tiempo, en horas, después de la administracion de
las formulaciones 4 y 5 (Ejemplo ) en ratas normales.

La Figura 14 muestra el tamaiio del tumor de ratas que tienen

tumores CWR22 de xenoinjertos, como una funcién de tiempo, en dias, en ratas
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[.  Definiciones

“Poaliol” se refiere a un compuesto que tiene mas de un grupo de
hidroxilos (-OH) por molécula. El término incluye compuestos monomeéricos y
poliméricos que contienen grupos de hidréxilos alcohélicos, tales como
azucares, glicerina, poliéteres, glicoles, poliésteres, polialcoholes,
carbohidratos, catecoles, copolimeros de alcohol vinilico y amina vinilica.

“Compuesto de acido béronico peptidico” se refiere a un

compuesto de la forma

O R, ., OH
R TN Ny > 0H
H ¢ R

en donde R', R y R? se seleccionan independientemente de porciones que pueden
ser iguales o diferentes entre siy nes de 1 a 8, preferentemente de 1 a 4.

Un “polimero hidréfilo” se refiere a un polimero que tiene una
cantidad de solubilidad en agua a temperatura ambiente. Los ejemplos de
polimeros hidréfilos incluyen polivinilpirrolidona, polivinilmetileter,
polimetoloxazolina, polietiloxazolina, polihidroxipropiloxazolina,
polihidroxipropilmetacrilamida, pelimetacrilamida, polidimetil acrilamida,
polihidroxipropil metacrilato, polihidroxietil acrilato, hidroximetilcelulosa,

hidroxietilcelulosa, polictileneglicol, poliaspartamida y secuencias de péptidos
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hidréfilos. Los polimeros pueden emplearse como homopolimeros o como
copolimeros aleatorios o en bloque. La cadena de polimeros hidréfilos es
polietileneglicol (PEG), preferentemente, como cadena de PEG que tiene un
peso molecular entre 500 y 10.000 daltones, mas preferentemente, entre 750 y
10.000 daltones y atin mas preferentemente, entre 750 y 5000.

“Gradiente de pH superior interior / inferior exterior” se refiere a un
gradiente de pH transmembrana entre el interior de los liposomas (pH superior) y
el medio externo (pH inferior) en el cual se suspenden los liposomas.
Generalmente, el pH interior del liposoma es al menos 1 unidad de pH mayor
que el pH del medio externo y preferentemente, de 2 a 4 unidades mayor.

“Liposoma atrapado’ intenta referirse a un compuesto que se
secuestra en el compartimiento acuoso central de los liposomas, en el espacio

acuoso entre las bicapas lipidicas del liposoma o dentro de la bicapa en si.

II. Formulacién de liposomas

En un aspecto, se proporciona una composicién de liposomas que
tiene un compuesto de acido borénico peptidico. Los liposomas incluyen
componentes que mejoran la carga y la retencién del compuesto en los
liposomas. La composicién de los liposomas y el método de preparacion se

describen en esta seccién.
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A. Componentes de los liposomas

La formulacién de liposomas esta compuesta por liposomas que
contienen un compuesto de acido borénico peptidico. Los compuestos de acido
borénico peptidico son péptidos que contienen un acido a-aminoborénico en el
terminal acidico o C, al final de la secuencia de péptidos. En general, los

compuestos de acido borénico peptidico son de la forma:

H OH
o

en donde R', R? y R? se seleccionan independientemente de porciones que
pueden ser iguales o diferentes entre siy n es de 1 a 8, preferentemente de 1 a
4. También se tienen en cuenta los compuestos que tienen residuos de acido
aspartico o acido glutamico con un acido borénico como cadena lateral.
Preferentamente, R, R? y R se seleccionan independientemente
de hidrégeno, alquilo, alcoxi, arilo, ariloxi, aralquilo, aralcoxi, cicloalquilo o
heterociclo; o cualquiera de los compuestos R', R? y R® puede formar un anillo
heterociclico con un atomo de nitrégeno adyacente en el esqueleto peptidico. El
alquilo, incluso los componentes del alquilo de alcoxi, aralquilo y aralcoxi, es
preferentemente, de 1 a 10 atomos de carbono, mas preferentemente, de 1 a 6
atomos de carbono y pueden ser lineales o ramificados. El arilo, incluso el

componente del arilo de ariloxi, aralquilo y aralcoxi es, preferentemente,

¥
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mononuclear o binuclear (es decir, dos anillos fundidos), mas preferentemente,
mononuclear, tal como bencilo, benciloxi o fenilo. El arilo también incluye
heteroarilo, es decir, un anillo aromatico que tiene uno o dos atomos de
nitrégeno, oxigeno o azufre en el anillo, tal como furilo, pirrol, piridina, pirazina o
indol. El cicloalquilo tiene, preferentemente, de 3 a 6 4&tomos de carbono.
Heterociclo se refiere a un anillo no aromatico que tiene uno o mas atomos de
nitrégeno, oxigeno o azufre en el anillo, preferentemente, con 5 a 7 miembros
que tienen de 3 a 6 atomos de carbono. Estos heterociclos incluyen, por
ejemplo, pirrolidina, piperidina, piperazinavy morfolina. Se puede combinar el
cicloalquilo o el heterociclo con alquilo; por ejemplo ciclohexilmetilo.

Cualquiera de los grupos anteriores (excepto el hidrégeno) puede
sustituirse por uno mas sustituyentes seleccionados de: halégeno, preferentemente,
fldor o cloro; hidroxi; alquilo inferior; alcoxi inferior, tal como metoxi o etoxi; ceto;
aldehido; acido carboxilico, éster, amida, carbonato o carbamato; acido suifénico o
éster; ciano; amino primario, secundario o terciario; nitro; amidino; y tio o alquiltio.
Preferentemente, el grupo incluye como méaximo dos de dichos sustituyentes.

Los compuestos de acido borénico peptidico se muestran en las
figuras 1A-1H. Los ejemplos especificos de R, R? y R* mostrados en las figuras 1A-
H incluyen n-butilo, isobutilo y neopentilo (alquilo); fenilo o pirazilo (arilo); 4-((t-
butoxicarbonilo)amino)butilo, 3-(nitroamidino)propilo y (1-ciclopentilo-9-ciano)nonilo
(alquilo sustituido); naftilometilo y bencilo (aralquilo); benciloxi (aralcoxi); y pirrolidina

(R? forma un anillo heterociclica con un atomo de nitrégeno adyacente).

29
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En general, el compuesto de acido bordnico peptidico puede ser un
monopéptido, dipéptido, tripéptido o un compuesto peptidico de orden superior.
Otros ejemplos de compuesto de acido horénicos peptidicos se describen en las
patentes de los Estados Unidos nim. 6.083.903, 6.297.217 y 6.617.317, que se
incorporan a la presente como referencia.

El compuesto de acido borénico peptidico se carga en los
liposomas para formar una formulacién de liposomas en donde el compuesto de
acido bordnico peptidico se atrapa en el liposoma en la forma de un éster
boronato peptidico, de acuerdo con el procedimiento ilustrado en la Figura 2. La
Figura 2 muestra un liposoma 10 que tiene una membrana de bicapa lipidica
representada por una linea recta tinica 12. Se comprendera que en los
liposomas de laminas mdltiples, la membrana de la bicapa lipidica esta
compuesta de bicapas lipidicas muiltiples con espacios acuosos intervinientes. El
liposoma 10 esta suspendido en un medio externo 14, en donde el pH del medio
externo es aproximadamente 7,0, generalmente, entre aproximadamente 5,5 y
8,0, mas generalmente, entre 6,0 y 7,0. El liposoma 10 tiene un compartimiento
acuoso interno 16 definido por la membrana de la bicapa lipidica. Dentro del
compartimiento acuoso interno esta atrapado un poliol 18. El poliol es
preferentemente una porciéon que tiene una funcionalidad de cis 1,2- 0 1,3- diol y
en una modalidad preferida, el poliol es meglumina. El pH del compartimiento
acuoso interno es, preferentemente, mayor que aproximadamente 8,0, mas

preferentemente, mayor que 9 y atin mas preferentemente, mayor que 10.
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También hay un compuesto de acido horénico peptidico atrapado en
el liposoma, representado en la Figura 2 por el bortezomiba. El bortezomiba
también se muestra en €l medio acuoso externo, antes de que pase a través de la
membrana de la bicapa lipidica. En el medic acuoso externo, el compuesto queda
mayormente sin cambios debido a que el pH es significativamente inferior a pKa =
9,7 (calculado mediante ACD/version para laboratorio 6,0) para el grupo borénico.
En su estado neutro, el compuesto es libremente permeable a través de la bicapa
lipidica, porque los compuestos son algo lipofilicos (registro P = 2,45 + 1,06,
calculado mediante ACD/versidn para laboratorio 6,0). La formacién de un éster
boronato cambia el equilibrio para causar que el compuesto adicional penetre
desde el medio externo a través de la bicapa lipidica, llevando a la acumulacién del
compuesto en el liposoma. En otra modalidad, el pH inferior en el medio de
suspension externa y el pH algo superior en el interior del liposoma, comhinado con
el poliol en el interior del liposoma induce a la acumulacién de farmaco en el
compartimiento interno acuoso del liposoma. Una vez dentro del liposoma, el
compuesto reacciona con el poliol para formar un éster boronato. El éster boronato
es basicamente incapaz de cruzar la bicapa del liposoma, asi que, el compuesto del
farmaco, en la forma de un éster de boronato, se acumula dentro del liposoma. La
estabilidad del complejo de éster borénico aumenta cuando aumenta el pH.

La concentracidn de poliol dentro de los liposomas es,
preferentemente, una concentracion tal que la concentracién de grupos
cargados, por ejemplo, grupos de hidroxilos, es significativamente mayor que la

concentracion del compuesto de acido borénico. En una composicién que tiene
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una concentracion de farmaco final de 25 mM (concentracién de farmaco
interna a 0,2 mg/ml de la concentracion de farmaco total), por ejemplo, la
concentracion de compuesto interno de los grupos de carga de polimeros
generalmente sera al menos de este tamafo, preferentemente, tendra varias
veces el tamano de la concentracién del farmaco.

El poliol esta presente en una concentracién interna élta/externa
baja; es decir, hay gradiente de concentracion de poliol a través de la
membrana de la bicapa lipidica del liposoma. Si el agente que atrapa el poliol
esta presente en cantidades significativas en la fase a granel externa, el poliol
reacciona con el compuesto de acido borénico peptidico en el medio externo,
disminuyendo la acumulacién del compuesto dentro del liposoma. Asi,
preferentemente, los liposomas se preparan, como se describe a continuacion,
para que la composicién esté sustancialmente libre de agentes que atrapen el
poliol en la fase a granel (fuera de la fase acuosa).

En los estudios de respaldo descritos en la presente, el ejemplo de

la bortezomiba compuesta se cargé en los liposomas como un agente de captura

(también conocido como agente formador de complejos), sorbitol, gluceptato o

meglumina. Las estructuras de estos compuestos se muestran en las figuras 3A-

3C, respectivamente. Como se establece en los Ejemplo 1-3, los liposomas se
prepararon usando uno de estos agentes formadores de complejos en el
amortiguador de hidratacion. Después de extraer cualquier agente formador de
complejos no atrapado mediante dialisis, se cargd bortezomiba en los liposomas

mediante incubacién de liposomas con una solucién de farmacos a diversas
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temperaturas durante diversos tiempos. No se cargd ningan farmaco detectable
en los liposomas cuando estaba presente sorbitol o gluceptato en los liposomas
como reactivo formador de complejos y se realizé la carga a 60-65 °C. Se
observo un resultado similar cuando se usdé meglumina como el agente formador
de complejos y se realizd la carga a 65 °C. Esto se ilustré6 mediante los datos
presentados en la Figura 4A, que muestra la absorbancia a 270 nm para las
fracciones de columna G10 de desalinizacion para liposomas que contienen
meglumina atrapada incubados en la presencia de bortezomiba a 65 °C durante
30 minutos (circulos), 60 minutos (cuadrados) o 120 minutos (triangulos). El pico
en el numero de fraccién 10 corresponde al farmaco no atrapado. Sin embargo,
como se ve en la Figura 4B, cuando la incubacién se realiza a una temperatura
ambiente de aproximadamente 20-25 °C, se carga bortezomiba y se retiene en
los liposomas, como se evidencia mediante el pico en el nimero de fraccion 4.

En otro estudio, descrito en el Ejemplo 4, se cargé bortezomiba en
los liposomas contra un gradiente de iones establecido por la presencia de
meglumina y acido acético dentro de los liposomas. La adicion de acido acético
al medio de hidratacién interna causa una alta eficiencia de encapsulacién de
hortezomiba, como se ve en la Figura 5. En la Figura 5, el pico entre los
numeros de fraccién 14-18 corresponden al farmaco con liposomas atrapados y
muestra que aproximadamente el 95 % del total del farmaco se atrapé en los
liposomas mediante carga remota.

Los liposomas que tienen bortezomiba atrapado mediante la carga

contra un gradiente de meglumina/acido acético se prepararon para que tengan



10

17

concentraciones de farmaco de 0,5 mg/ml, 1,0 mg/mly 2,1 mg/ml, seguin se
describe en el Ejemplo 5. Las tres formulaciones se inyectaron a ratas con una
dosis de farmaco de 1,6 mg/kg y la concentracién de plasma sanguineo de
bortezomiba se determind como una funcion de tiempo. La Figura 6 muestra la
concentracién, en ng/ml, de bortezomiba en &l plasma sanguineo de ratas como
una funcion de tiempo, en horas, posterior a la administracién de bortezomiba
atrapada en liposomas en concentraciones de farmaco de 0,53 mg/mi
(tridngulos), 1,04 mg/mi (cuadrados) y 2,13 mg/ml (triangulos). Después de la
administracion in vivo, el farmaco se fugé rapidamente de los liposomas y a las
tres horas, la concentracion de farmaco fue aproximadamente igual a la
esperada para la administracién in vivo de bortezomiba libre.

Se realizaron otros estudios para llegar a una composicion de
liposomas con retencién in vivo mejorada del compuesto de acido bordnico. Como
se describié en el Ejemplo 6, los liposomas se prepararon a partir de diferentes
composiciones de lipidos y se probaron en un ensayo de liberacién in vitro usando
sangre de rata. Los liposomas que tenian una bicapa lipidica compuesta de
esfingomielina de huevo/colesterol (95/5), esfingomielina de
huevo/colesterol/mPEG-DSPE (50/45/5), o esfingomielina de huévo se prepararon
y se cargaron con bortozemiba (Ejemplo 6A). Se analizé la liberacién del farmaco
de los liposomas usando un ensayo de liberacién in vitro con sangre de rata.
Como se ve en la Figura 7, el farmaco se liberd rapido de los liposomas
compuestos de esfingomielina de huevo/colesterol (circulos), esfingomielina de

huevo/colesterol/mPEG-DSPE (triangulos) y esfingomielina de huevo (diamantes).
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Se prepararon liposomas que tenian una bicapa lipidica compuesta
por fosfocolina de fosfolipidos, la fosfocolina tenia longitudes de cadenas de acilo
de 18, 20, 22 6 24 atomos de carbono (Ejemplo 6B). Las figuras 8A-8B muestran
la liberacidn de bortezomiba de liposomas compuestos por fosfocolina de soya
hidrogenada (C18:0; HSPC)/colestero/mPEG-DSPE (50:45:5, triangulos) o de
1,2-diaraquidoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (20:0PC)YmPEG-DSPE (95/5, diamantes)
a 17 °C (Figura 8A) o a 37 °C (Figura 8B). Los datos en las figuras 8A-8B
muestran que los liposomas preparados con el lipido C20:0PC retuvo el farmaco
notablemente mejor cuando se incubd en sangre durante periodos mas largos de
tiempo, en relaciéon a los liposomas preparados para el lipido C18:0PC.

Los liposomas preparados de acuerdo al Ejemplo 6B se
administraron via inyeccion intravenosa inyeccién a ratas. Las muestras de
sangre se tomaron durante periodos de cuatro horas posteriores a la inyeccion
y se analizaron en busca de concentracién de bortezomiba. La Figura 9
muestra la concentracion, en pg/mi, del farmaco posterior a la administracién
de liposomas compuestos de 20:0PC/mMPEG-DSPE (95/5, formulacion nim. 4,
cuadrados), C22:0PC/mPEG-DSPE (95/5, formulacién nam. 6, triangulos),
C24:0PC/mPEG-DSPE (95/5, formulacién num. 7 y 8, circulos abiertos y
cerrados, respectivamente). Un grupo de control de animales recibi6é una
inyeccién intravenosa de bortezomiba en forma libre (diamantes). El ciclo de
vida en la circulacién sanguinea de la bortezomiba disminuy6
significativamente, en relacion con el ciclo de vida en la circulaciéon sanguinea

del farmaco libre, cuando el farmaco se atrapé en liposomas teniendo una
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bicapa compuesta de fosfolipidos de fosfocolina. En particular, los liposomas
que incluyeron C22:0PC como componentes primarios de la bicapa
proporcionaron un tiempo en la circulacién sanguinea largo, un poco mejor que
el proporcionado por los liposomas con un lipido C24:0PC.

Las figuras 10A-10B muestran la retencién de bortezomiba
atrapada en liposomas compuestos de C22:0PC/mPEG-DSPE (95/5) o de
C24:0PC/mPEG-DSPE (95/5). Mas especificamente, la Figura 10A muestra el
porcentaje de encapsulacion de bortezomiba en liposomas compuestos de
C22:0PC/mPEG-DSPE (95/5), como una funcién de tiempo, en semanas,
cuando se almacena a 5 °C (diamantes) o a 25 °C (cuadrados). A § °C, la
formulacion fue estable durante al menos tres meses, con practicamente
ninguna cantidad mensurable de pérdida de farmaco. Cuando se almacené a
25 °C, el farmaco comenzé a fugarse de los lippsomas después de
aproximadamente 2 semanas de almacenamiento.

La Figura 10B muestra el porcentaje de encapsulacion de
bortezomiba en liposomas compuestos de C22:0PC/mPEG-DSPE (95/5,
diamantes, cuadrados) o de C24:0PC/mPEG-DSPE (95/5, triangulos, circulos),
como una funcién de tiempo, en semanas, cuando se almacena a 4 °C
(diamantes, triangulos) o a 25 °C (cuadrados, circulos). Los liposomas
compuestos de fosfocolina con una longitud de cadena de C22:0 ofrecieron una
mejor retencion de farmacos en ambas temperaturas que los liposomas que

compuestos de fosfocolina con una longitud de cadena de C24:0.
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En consecuencia, en una modalidad, se contemplan liposomas
compuestos de un fosfolipido que tiene 20, 21 6 22 atomos de carbono. El lipido
puede ser un lipido asimétrico, en donde las dos cadenas de acilo tienen una
diferente longitud de cadena de carbono o un lipido simétrico, en donde las dos
cadenas de acilo tienen la misma cantidad de atomos de carbono. En
modalidades en donde el lipido es asimétrico, se considera que el fosfolipido
tiene 20, 21 6 22 atomos de carbono, cuando uno de las dos cadenas de acilo
tiene 20, 21 6 22 atomos de carbono. En una modalidad preferida, la cadena
opuesta tiene una cantidad de atomos de carbono que difiere en menos de 4,
mas preferentemente, menos de 2 atomos de carbono.

Los fosfolipidos son conocidos en la materia por ser lipidos que
forman vesiculas, a medida que forman esponténeamente'vesiculas de bicapas
en agua, con la porcién hidréfoba (cadena de acilo) en contacto con el interior, la
region hidréfoba de la membrana de la bicapa y la porcidn del grupo principal
orientada hacia el exterior, la superficie polar de la bicapa. Existe una variedad
de lipidos que forman vesiculas sintéticas y lipidos que forman vesiculas que
ocurren naturalmente, incluso los fosfolipidos, como fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico, fosfatidilinositol, en donde generalmente
hay dos cadenas de hidrocarburos entre aproximadamente 14 y 22 atomos de
carbono a lo largo y tienen grados variados de insaturacion.

El lipido que forma vesiculas atraviesa por una transicién desde una
fase cristalina liquida a una fase mas fluida en cierta transicion de fase, o

transmembrana, que depende de la estructura del lipido. En una modalidad, los
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liposomas se forman de un lipido que tiene cierta transmembrana y se carga el
farmaco en los liposomas contra un gradiente de iones mediante la incubacién de
liposomas en la presencia de farmacos a temperatura inferior a la T, de ese lipido,
que generalmente es el componente lipidico primario en la bicapa lipidica. Este
método de preparacion se establece generalmente a continuacién y se ilustra
mediante la formulacién de liposomas preparada segun se describe en los Ejemplos
3-6, en donde la carga remota de bortezomiba se logra a temperatura ambiente.

La carga remota del compuesto de acido borénico, en una
modalidad, se realiza mediante el uso de liposomas preformados que contienen
meglumina. La meglumina es un compuesto de amina secundario y forma un
éster boronato con sus funcionalidades de diol con el compuesto de acido
bordnico. Los multiples dioles cis vicinales en meglumina reaccionan con el
compuesto de acido bordnico después de que se difunde a través de la
membrana de la bicapa lipidica de los liposomas, para formar un éster de
boronato, atrapando asi el compuesto de acido borénico en el liposoma.

En una modalidad, el proceso es impulsado por €l pH, en donde un
pH inferior (por ejemplo, pH 6-7) en la parte exterior del liposoma y un pH algb
superior (pH 8,5-10,5) en el interior del liposoma, combinados con la presencia de
poliol, induce a la acumulacién y carga del compuesto. En esta modalidad, la
composicidn se prepara mediante la formulacion de liposomas que tienen un
gradiente superior interior/inferior exterior de un poliol. Una solucién acuosa del
poliol, seleccionada como se describié anteriormente, se prepara a una

concentracion deseada que se determina segun se describié anteriormente. Se
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prefiere que la solucion de poliol tenga una viscosidad adecuada para la hidratacion
del lipido. El pH de la solucién de poliol acuosa es, preferentemente, mayor que
aproximadamente 8,0 cuando se emplea un reactivo de amortiguacion para generar
el pH interno alto. El pH de la solucién de hidratacién que contiene el acido acético
(u otros acidos débilzs permeables a la membrana) generalmente es neutro y en
este caso el pH interno alto se genera durante el proceso de dialisis o diafiltracion.

Se usa la solucién de poliol acuoso para la hidratacién de una
pelicula de lipidos seca, preparada a partir de la mezcla deseada de lipidos que
forman vesiculas, lipidos que no forman vesiculas (tal como, colesterol,
impureza, etc.), lipopolimero, tal como mMPEG-DSPE y cualquier otro
componente de la bicapa lipidica. Se prepara una pelicula de lipidos seca
mediante la disolucidn de los lipidos seleccionados en un solvente adecuado,
generalmente un solvente organico volatil; se evapora el solvente y se deja secar
la pelicula. La pelicula de lipidos se hidrata con una solucién que contiene el
poliol, ajustada a un pH deseado para formar los liposomas.

Después de la formacion de los liposomas, se los puede
dimensionar para obtener una poblacién de liposomas que tenga un rango de
tamafio sustancialmente homogéneo, generalmente entre aproximadamente
0,01 a 0,5 micrones, mas preferentemente, entre 0,03-0,40 micrones y aun mas
preferentemente, entre 0,08-0,2 micrones. Un método efectivo de
dimensionamiento para vesiculas de evaporacién de fase inversa (REV, por sus
siglas en inglés) y vesiculas multilaterales (mlIV, por sus siglas en inglés)

involucra la extrusién de una suspensidn acuosa de los liposomas a través de
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una serie de membranas de policarbonatos que tienen un tamano de poros
uniformes seleccionado en €l rango de 0,8 a 0,05 micrones, generalmente, 0,8,
0,4,0,2,0,1, 0,08 y/o 0,05 micrones. El tamafo de los poros de la membrana
corresponde aproximadamente a los tamaiios promedio de los liposomas
producidos por extrusion a través de esa membrana, particularmente en donde
la preparacién se extrude dos o mas veces a través de la misma membrana. Los
métodos de homogeneizaciéon también son Gtiles para disminuir el tamanio de los
liposomas a tamaiios de 100 nm o menos (Martin, F.J., in Specialized Drug
Delivery Systems — Manufacturing and Production Technology, P. Tyle, Ed.,
Marcel Dekker, New York, pag. 267-316 (1990)). ‘

Después del dimensionamiento, se retira el poliol en fase a granel
sin encapsular mediante una técnica adecuada, tal como dialisis, diafiltracion,
centrifugacién, cromatografia de exclusion de tamafio o intercambio de iones,
para lograr una suspension de liposomas gue tiene una concentracion alta de
poliol en el interior y preferentemente, poco o nada de poliol en el exterior.
Ademas, después de la formacion de liposomas, se ajusta la fase externa de los
liposomas mediante valoracién, dialisis o similares a un pH menor que 7,0.

El compuesto de acido borénico que se atrapara se agrega luego a
la dispersidn de liposomas para una carga activa en los liposomas. La cantidad
de compuesto de acido bordnico agregado puede determinarse mediante la
cantidad total de farmaco a encapsular, asumiendo que una eficiencia de
encapsulacién del 100 %, por ejemplo, en donde todo el compuesto agregado es

cargado eventualmente en los liposomas en la forma de éster boronato.
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La mezcla del compuesto y la dispersion del liposoma se incuban,
preferentemente, a una temperatura inferior a la temperatura de la transicién de
fase del componente primario del lipido en la mezcla lipidica que forma la bicapa
lipidica. Se busca la captacién del compuesto a una concentracién del compuesto
en los liposomas que es varias veces la del compuesto en el medio masivo y con
frecuencia se evidencia por la formacién de precipitado en los liposomas. Esto
ultimo se puede confirmar, por gjemplo, mediante técnicas de microscopia
estandar de electrones o difraccion de rayos X. En los lipidos de transicion de fase
alta con una Ty, de 55 °C, por ejemplo, se puede hacer la incubacién a una
temperatura que varia entre 20 y 45 °C. El tiempo de incubacién puede variar de
unos pocos minutos a decenas de minutos, a horas 0 menos y hasta 12 horas o
mas, seguin la temperatura de incubacion y la fuerza del reactivo formador de
complejos dentro del liposoma. El tiempo de carga del farmaco también depende
en parte de la forma del farmaco que se agrega al liposoma para la carga. Por
gjemplo, se requiere menos tiempo cuando se agrega un farmaco solubilizado.

Al final de la etapa de incubacion, la suspensién se puede seguir
tratando para quitar compuestos libres (no encapsulados), p. ej., mediante
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente para eliminar el polimero
libre de la dispersion inicial del liposoma que contiene poliol atrapado.

Los liposomas pueden incluir opcionalmente un lipido formador de
vesiculas ligado covalentemente a un polimero hidrofilico. Tal como se describid,
por ejemplo en la patente de EE. UU. nim. 5.013.556, que incluye a dicho lipido

derivado-polimero en la composicion del liposoma se forma un revestimiento de
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superficie de cadenas de polimeros hidrofilicos alrededor del liposoma. El
revestimiento de superficie de cadenas de polimeros hidrofilicos es eficaz para
aumentar la vida util de circulacion de la sangre in vivo de los liposomas, si se
los compara con liposomas que carecen de dicho revestimiento. Los lipidos
derivados de polimeros compuestos de metoxi(polietilenglicol) (mMPEG) y una
fosfatidiletanolamina (p. ej., dimiristoil fosfatidiletanolamina, dipalmitoil
fosfatidiletanolamina, distearoil fosfatidiletanolamina (DSPE), o dioleoil
fosfatidiletanolamina) se pueden obtener en Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
AL) en varios pesos moleculares de mPEG (350, 550, 750, 1000, 2000, 3000,
5000 Daltones). Los lipopolimeros de ceramida de mPEG también pueden
adquirirse en Avanti Polar Lipids, Inc. La preparacion de conjugados de lipido-
polimero también se describe en la literatura, véase patentes de EE. UU. nims.
5.631.018, 6.586.001 y 5.013.556; Zalipsky, S. y otros., Bioconjugate Chem.
8:111 (1997); Zalipsky, S. et al., Meth. Enzymol. 387:50 (2004). Estos
lipopolimeros se pueden preparar como materiales bien definidos, homogéneos
y de gran pureza, con minima dispersidad de peso molecular (Zalipsky, S. et al.,
Bioconjugate Chem. 8:111 (1997); Wong, J. y ofros., Science 275:820 (1997)). El
lipopolimero también puede ser un lipapolimero “neutral”, como un conjugado de
polimero-distearoil, segun se describe en la patente de los EE. UU. nim.
6.586.001, incorporada como referencia en la presente.

Cuando un conjugado de lipido-polimero se incluye en los

liposomas, por lo general entre 1y 20 moles por ciento del conjugado de lipido-
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polimero se incorporan a la mezcla lipidica total (véase, por ejemplo, patente
de EE. UU. num. 5.013.556).

Los liposomas ademas pueden incluir un lipopolimero modificado para
incluir un ligando, que forma un conjugado de lipido-polimero-ligando, también
denominado en la presente como ‘conjugado de lipopolimero-ligando’. El ligando
puede ser una molécula terapéutica, tal como un farmaco, o una molécula biolégica
que tenga actividad in vivo, una molécula diagnéstica, como un agente de contraste
o una molécula biolégica, o una molécula seleccionada que tenga afinidad
aglutinante’ para un par aglutinante, preferentemente un par aglutinante sobre la
superficie de una célula. Un ligando preferido tiene afinidad aglutinante para la
superficie de una célula y facilita el ingreso del liposoma en el citoplasma de una
célula mediante la internalizacién. Un ligando presente en liposomas que incluyen a
dicho Iipopolimerd-ligando se orienta hacia el exterior desde la superficie del
liposoma y por eso esta disponible para la interaccién con su receptor cognado.

Son conocidos los métodos para unir ligandos a lipopolimeros, en
donde el polimero se puede funcionalizar para la posterior reaccién con un ligando
seleccionado. Patente de EE. UU ndm. 6.180.134; Zalipsky, S. y otros, FEBS Lett.
353:71 (1994); Zalipsky, S. y ofros, Bioconjugate Chem. 4:296 (1993); Zalipsky, S.
y ofros, J. Control. Rel. 39:183 (1998); Zalipsky, S. et al., Bioconjugate Chem.
8(2):111 (1997); Zalipsky, S. y ofros., Math. Enzymol. 387:50 (2004)). También se
pueden obtener comercialmente conjugados de polimero-lipido funcionalizados,
tales como los conjugados de PEG-lipido de extremo funcionalizado (Avanti Polar

Lipids, Inc.). El enlace entre el ligando y el polimero puede ser un enlace
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covalente estable o un enlace desprendible que se parte en respuesta a un
estimulo, como un cambio de pH o la presencia de un agente reductor.

El ligando puede ser una molécula que tiene afinidad aglutinante
para un receptor celular o para un patégeno que circula en la sangre. El ligando
también puede ser una molécula terapéutica o diagnéstica, en particular
moléculas que al ser administradas libremente tienen una vida util corta de
circulacién de la sangre. En una modalidad, el ligando es un ligando biolégico y
preferentemente, es uno con afinidad aglutinante para un receptor celular. Los
ligandos bioldgicos ilustrativos son moléculas con afinidad aglutinante a los
receptores para CD4, folato, insulina, LDL, vitaminas, transferrina,
asialoglicoproteina, selectinas, como selectinas E, Ly P, Flk-1,2, FGF, EGF,
integrinas, en particular, integrinas osf31 ayBs, uf1 aPs, cvfPe, HER2 y otras. Los
ligandos preferidos incluyen proteinas y péptidos, que a su vez incluyen
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, tales como F(ab’);, F(ab)-, Fab’, Fab,
Fv (fragmentos consistentes de las regiones variables de las cadenas pesadas y
livianas) y scFv (moléculas de polipéptidos de cadena simple en las que las
regiones variables livianas y pesadas se conectan por un péptido conector) y

similares. El ligando también puede ser una pequefia molécula peptidomimética.

Se apreciara que un receptor de superficie celular, o un fragmento de éste puede

servir como ligando. Otros ligandos de destino con caracter ilustrativo incluyen,
sin limitarse a, moléculas de vitamina (p. &j., biotina, folato, cianocobalamina),

oligopéptidos y oligosacaridos. Otros ligandos ilustrativos se presentan en las
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patentes de EE. UU. nims. 6.214.388; 6.316.024; 6.056.973; y 6.043.094, que
se incorporan en la presente como referencia.

Las formulaciones de liposomas que incluyen un conjugado de
destino lipido-polimero-ligando se pueden preparar con distintos enfoques. Un
enfoque supone la preparacion de vesiculas lipidicas gue incluyen un derivado
de lipido-polimero de extremo funcionalizado; es decir, un conjugado de lipido-
polimero en donde el extremo libre del polimero es reactivo o “activado”
(véase, p. e]., las patentes de los EE. UU. nims. 6.326.353 y 6.122.762). Tal
conjugado activado se incluye en la composicidn del liposoma y los extremos
activados del polimero reaccionan con un ligando de destino después de la
formacion del liposoma. En otro enfoque, €l conjugado de lipido-polimero-
ligando se incluye en la composicién lipidica en el momento de la formacion del
liposoma (véase, p. ., las patentes de los EE. UU. nims. 6.224.903 y
5.620.689). En otro enfoque, una solucién micelar de conjugado de lipido-
polimero-ligando se incuba con una suspensién de liposomas y el conjugado
de lipido-polimero-ligando se inserta en los liposomas preformados (véase, p.

gj., las patentes de EE. UU. nims. 6.056.973 y 6.316.024).

ill. Métodos de uso

Las formulaciones de liposomas que tienen un compuesto de péptido
de Acido borénico atrapado en forma de éster boronato se usan para el tratamiento
de pacientes con tumores. Los compuestos de acido borénico pertenecen a la clase

de farmacos que se llaman inhibidores de la proteasoma. Los inhibidores de la
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proteasoma inducen la apoptosis de las células por su capacidad de inhibir la
actividad celular de la proteasoma. Mas especificamente, en las células eucaridticas
la ruta de la ubiquitina-proteasoma es central para la degradacion de proteinas
intracelulares. Las proteinas se destinan iniciaimente a la proteolisis mediante la
unién de una cadena de poliubiquitina y luege se degradan rapidamente en
pequenos péptidos mediante la proteasoma y se libera y se recicla la ubiquitina.

Las formulaciones de liposomas preparadas segun se describe en
la presente se administraron in vivo a ratones. Segun se describe en el Ejemplo
7, los liposomas compuestos de 22:0PC/mPEG-DSPE (95/5) y que contienen
bortezomiba atrapado se prepararon y administraron intravenosamente a ratones
que tenian tumores. A un grupo de control de ratones se los trat6é con
bortezomiba que se vende bajo el nombre comercial VELCADE®, que es una
mezcla de bortezomiba en manitol. Las Figuras 11A a 11C muestran la
concentracién, en ng/ml, de bortezomiba en plasma (Figura 11A), sangre (Figura
11B) y tumor (Figura 11C) para el farmaco en forma libre (diama»ntes) o atrapado
en liposomas (cuadrados). La concentracion de bortezomiba en plasma, sangre
y tumor fue mayor en todos los momentos al administrarlo en forma de
compuesto atrapado en liposomas, que cuando se lo administré como farmaco
libre. Este estudio muestra la acumulacién del farmaco mejorado en un tumor,
proporcionado por la formulacién de liposomas.

Los parametros farmacocinéticos se resumen en la Tabla 1.

/4
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Tabla 1

Tejids  [Fommulacién de|  Gpax Aoy | Tos (@) | Vss-obs™ | SL-oha” | Clppy=dosis/

kiortezemiba (nghml) | (kirsng/mi) (mil/hr/kg) | (milfhrikg) AUCaun

(mi/hr/kg)

Plasmia |Atrapads en 730 455 0,35 14,300 1630

liposoma

Farmasza libra 22,500 £9.800 27 42,7 13,2
Sangre  |Atrapado en 1250 370 213
entera  |liposomas

Farmaco libre 10.300 37.200 21,8
Tumor  |Atrapads 2n 462 5530

liposomas

Farmaco libre 574 12.300

*Se estimaron Vss y CL usando T1/2a por faze,

El area de plasma bajo la curva para el bortezomiba atrapado en
liposomas fue 132 veces mayor que &l AUC para la forma libre del farmaco; la
media vida del plasma para el bortezomiba atrapado en liposomas fue 8 veces
mayor que la vida media del plasma para la forma libre del farmaco; la sangre
entera Cnax y €l AUC para el bortezomiba atrapado en liposomas fueron 6,2
veces y 10 veces mayores, respectivamente, que el Cra; ¥y el AUC para la
forma libre del farmaco; el Cmax y €l AUC en el tumor para el bortezomiba
atrapado en liposomas fueron 1,5 veces y 1,9 veces mayores,
respectivamente, que €l Crax y AUC para la forma libre del farmaco.

En otro estudio, el bortezomiba atrapado en liposomas se administro
a ratones y se determinaron los parametros farmacocinéticos. Los liposomas se
componian de 22:0PC/mPEG-DSPE y se prepararon segun se describe en el
Ejemplo 7. Los perfiles farmacocinéticos de plasma del bortezomiba atrapado en

liposomas (circulos cerrados) y del bortezomiba libre (circulos abiertos) se muestran

“enla Figura 12 y los parametros farmacocinéticos se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2
Formulasian del Conc.alos & min. | AUZE o 24 rors) Vss CL-oks*
biortezamiba (ng/ml) (hreng/ml) (mb) (ml/hr)
Farmasa libre 4233 +£33 65 271 370 £33
Atrapado en liposomas 14.067 £ 513 29138 1,563 1,55

En consecuencia, en una modalidad, una formulacién de
liposomas que comprende un compuesto de péptido de acido borénico se usa
para el tratamiento del cancer y mas particularmente para el tratamiento de un
tumor en un paciente con cancer.

El mieloma multiple es un tumor maligno incurable que se
diagnostica en aproximadamente 15.000 personas en Estados Unidos cada aiio
(Richardson, P.G. y otros, Cancer Control. 10(5):361 (2003)). Es un tumor maligno
hematolégico caracterizado, por lo general, por la acumulacion de células de
plasma clonal en sitios multiples de la médula ésea. La mayoria de los pacientes
responde al tratamiento inicial con quimioterapia y radiacién, aunque la mayoria a
menudo sufre una recaida debido a la proliferacion de células de tumores
resistentes. En una modalidad, la invencién proporciona un método para tratar el
mieloma multiple al administrar una formulacién de liposomas que comprende un
compuesto de péptido de acido borénico atrapado en forma de éster boronato.

La formulacién del liposoma también es eficaz para el tratamiento
del cancer de mama, al ayudar a superar algunas de las principales rutas por las
que las células cancerigenas resisten la accion de la quimioterapia. Por ejfemplo,
la sefializacién mediante NF-kB, un regulador de apoptosis y la ruta de la

proteina quinasa activada por mitégeno p44/42 puede ser anti-apoptotico. Como
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los inhibidores de la proteasoma hloguean estas rutas, los compuestos se
pueden activar. Asi, la invencién proporciona un método para tratar a un sujeto
con cancer de mama, al administrar liposomas que comprenden un compuesto
de péptido de acido borénico. Ademas, como se ha demostrado que los agentes
quimioterapéuticos como taxanos y antraciclinas activan una o ambas rutas, el
uso de un inhibidor de la proteasoma en combinacidn con agentes
quimioterapéuticos convencionales mejora la actividad antitumoral de los
farmacos, como paclitaxel y doxorrubicina. Asi, en otra modalidad, la invencion
proporciona un método de tratamiento en donde un agente quimioterapéutico, en
forma libre o atrapado en liposomas, se administra en combinacién con un
compuesto de péptido de acido bordnico atrapado en liposomas.

Las dosis y el régimen de dosificacion de la formulacion de
liposomas dependeran del cancer que se trate, la etapa del cancer, el tamaiio del
tumor y la salud del paciente y otros factores facilmente aparentes para una
persona que presta atencién médica. Ademas, los estudios clinicos con el
inhibidor bortezomiba de la proteosoma, Pyz-phe-boroleu (PS-341), proporcionan
una amplia orientacion sobre dosificaciones adecuadas y regimenes de
dosificaciones. Por ejemplo, en la aplicacién intravenosa que se hace una o dos
veces a la semana, la dosis maxima tolerada en pacientes con tumores soélidos
fue de 1,3 mg/m2 (Orlowski, R.Z. y otros, Breast Cancer Res. 5:1-7 (2003)). En
otro estudio, el bortezomib:a administrado como holo intravenoso en los dias 1, 4,
8y 11 de un ciclo de 3 semanas sugirié una dosis maxima tolerada de 1,56 mg/m2

(Vorhees, P.M. y otros, Clinical Cancer Res. 9:6316 (2003)).

v7
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La formulacion de liposomas se administra, por lo general,
parenteralmente, con administracion intravenosa preferida y administracion
subcutanea como alternativa preferida. Se apreciara que la formulacién pueda
incluir los excipientes necesarios o farmacéuticamente deseables para facilitar
el suministro.

En los métodos de tratamiento descritos anteriormente, un inhibidor
preferido de la proteosoma es la bortezomiha, Pyz-phe-boroleu; Pyz: 2, 5-acido

piracincarboxilico; PS-341), con la siguiente estructura:
<V Be
‘\4,4/\[‘/“\_/[‘1\” ~on
: N |
o] S : OH

Se ha demostrado que bortezomiba tiene actividad contra una
variedad de tejidos cancerosos, que incluyen mamas, ovarios, prostata,
pulmones y contra varios tumores, como los tumores pancreaticos, linfomas y
melanomas. (Teicher, B.A. y otros, Clin Cancer Res., 5(9):2638-45 (1999),
Adams, J., Semin. Oncol., 28(6):A13-14 (2001); Orlowski, R.Z.; Dees, E.C,,
Breast Cancer Res 5(1):1-7 (2002); Frankel y ofros, Clin. Cancer Res. 6(9):3719-

28 (2000); y Shah, S.A. y otros., J Cell Biochem, 82(1):110-22 (2001)).

SO
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IV. Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran aun mas la invencién descrita en la

presente y de ninguna manera pretenden ser limitantes.

Ejemplo 1

Carqga de bortezomiba en liposomas usando sorbitol como reactivo formador de

complejos

Una mezcla de fosfatidilcolina (HSPC) de soya hidrogenada,
colesterol y polietileno glicol-distearoilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE, peso
molecular de PEG 2000 Da, Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL) en una
proporcién molar de 50:45:5 se disolvid en etanol. El lipido se hidrat6 luego con
un regulador de hidratacién de 400 mM de sorbitol y 100 mM de regulador de
tris, pH 8,5. La suspension lipidica hidratada final contenia 10 % (w/v) de etanol.
La dispersion de lipidos se extrudié bajo presién a través de dos membranas
apiladas Nucleopore (Pleasanton, CA), con un tamaiio de poro de 0,2 um.

El regulador externo se cambié mediante dialisis por un regulador
de 150 mM NaCl/100 mM de hidroxietilpiperazina sddica-etano sulfonato
(HEPES) a un pH 7,0.

La bortezomiba en polvo se agregé a la suspensién de liposomas a
una concentracién de 3,4 mg/mi y la mezcla se incubé a 65 °C agitandola varias
veces, entre 10 minutos y 7 horas.

Después del periodo de incubacién, se inspeccionaron los

liposomas para determinar la extension del bortezomiba atrapado mediante

S/
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cromatografia en gel en Sefarosa CL-4B (Pharmacia, Piscataway, NJ). No quedd

atrapada una cantidad detectable del farmaco en los liposomas.

Ejemplo 2

5 Carga de bortezomiba en liposomas usando gluceptato como reactivo formador

de complejos

Los liposomas se prepararon seglin se describe en el Ejemplo 1,
excepto el regulador de hidratacion compuesto de 300 mM de gluceptato y
200 mM de tris, pH 8,5.
10 La bortezomiba se agregé a la suspensién de liposomas en una
relacién de 2,5 mg/ml de bortezomiha/20 mM de lipidos y la mezcla se incubd a
65 °C agitandola varias veces, entre 30 minutos y 2 horas.
Después del periodo de incubacién, se hizo un ensayo con los
liposomas para determinar la extension del bortezomiba atrapado.
15  Aproximadamente 0,15 mg/ml del farmaco se cargé en los liposomas, una

eficacia de encapsulacién de aproximadamente 7 %.

Ejemplo 3

Carga de bortezomiba en liposomas usando meglumina como reactivo formador

20 de complejos

Los liposomas se prepararon seglin se describe en el Ejemplo 1,
excepto que el regulador de hidratacion se componia de 300 mM de meglumina

y 100 mM de tris, pH 8,5.
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Se agreg6 bortezomiba a la suspension de liposomas en una
relacién de 2,5 mg/ml de bortezomiba/20 mM de lipido y la mezcla se incubo
agitandola varias veces durante 30 minutos, 60 minutos y 120 minutos (a 65 °C)
o durante 3 dias a temperatura ambiente.

Después de la incubacion, los liposomas se inspeccionaron para
determinar la extensién de bortezomiba atrapada. hortezomiba. Los resultados
se muestran en las Figuras 4A y 4B. No se detectd carga del farmaco cuando se
hizo la incubacién a 65 °C (Figura 4A). Los liposomas incubados a temperatura
ambiente con el farmaco registraron aproximadamente 0,3 mg/mi de farmaco

atrapado, una eficacia de encapsulacién de aproximadamente 16 % (Figura 4B).

Ejemplo 4

Carga de bortezomiba en liposomas que contienen meglumina y acido acético

Los liposomas se prepararon segun se describe en el Ejemplo 1,
excepto que el regulador delhidratacién se componia de 300 mM de meglumina
y 300 mM de acido acético pH 7. La bortezomiba en polvo se agregé a la
suspension de liposomas en concentraciones finales de 1,88 mg/mi de
bortezomiba en aproximadamente 100 mM de lipido (concentracién de lipido en
la extrusion, no determinada antes de la carga del farmaco) y la mezcla se
incubé a temperatura ambiente (22 a 25 °C), con agitacién suave durante toda la
noche (aproximadamente 16 horas).

Después de la incubacién, los liposomas se inspeccionaron para

determinar la extension del bortezomiha atrapado. Los resultados se muestran

33
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en la Figura 5, en donde se logra una eficacia de encapsulacién de

aproximadamente 95 %.

Ejemplo 5

5 Caracterizacion farmacocinética de liposomas que contienen bortezomiba

Se prepararon tres formulaciones de liposomas segun se describe en el Ejemplo 4,
excepto que las concentraciones del componente se ajustaron para proporcionar

las proporciones molares farmaco/lipido que se exponen en la siguiente tabla.

Formulacidn Bateria de Progsarciin Carissntracion izl Eficacia d=
nam. carga/Fegulador de rmolar farmaco (mg/ml) | sncapsulaciin (%)
hidrataciin farmacoipido
1 Msglumina/acide acétizo B5 0525 D3 %
2 Meglumina/acida acético 33 1,041 93 %
3 Mzgluminalacido acétizo 13 2,132 99 %
10 Se trataron tres grupos de ratones (n=9) con inyecciones

intravenosas con formulacién de liposomas niim. 1, 2 6 3. Se extrajeron
muestras de sangre de tres ratones en cada grupo a los 5 minutos, 3 horas y 24
horas pbsteriores a la inyeccion. La sangre se analizé para comprobar la
concentracioén de bortezomiba. Los resultados se muestran en la Figura 6.

15

Ejemplo 6

Caracterizacion de liposomas con varias composiciones lipidicas

A. Formulaciones de liposomas de la esfingomiglina del huevo

Los liposomas se prepararon segun se describe en &l Ejemplo 1,

20  excepto que las mezclas lipidicas de esfingomielina y colesterol del huevo

3y
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(55:45), esfingomielina/colesterol/mPEG-DSPE del huevo (50:45:5) o
esfingomielina del huevo en si se hidrataron con un regulador de hidratacion de
300 mM de meglumina y 300 mM de acido acético, pH 7,0. La concentracion
lipidica post hidratacién fue de aproximadamente 100 mM.

El regulador externo de cada suspension de liposomas se cambio
por un regulador de dialisis de 150 mM NaCl/100 mM HEPES a pH 7,0.

El bortezomiba en polvo se agregd a cada suspension de liposomas
a una concentracién de bortezomiba de 1 mg/ml. La carga del farmaco se hizo por
incubacion a 20-25 °C, con agitacion durante toda la noche (10 a 12 horas).

Después de la incubacian, se inspeccionaron los liposomas para
determinar la extensién del bortezomiba atrapado. Se logré una eficacia de
encapsulacion de al menos 99 % para las tres formulaciones. El tamafio de la
particula del liposoma, determinado por dispersién de luz dinamica a 90°, fue de
179 nm (esfingomielina/colesterol/mPEG-DSPE del huevo), 266 nm
(esfingomielina/colesterol del huevo) y 139 nm (esfingomielina del huevo). La
concentracion del farmaco de cada formulacion fue de aproximadamente 0,9 mg/ml.

Las composiciones de liposomas se agregaron a sangre entera de
ratas en una suspension de lipasomas/relacion de sangre de 5/95 viv. La
concentracion del farmaco en la sangre fue de 5,5 pg/ml. Las mezclas de
sangre/liposomas se incubaron a 37 "C y se tomaron muestras después de 1 hora,
3 horas, 6 horas y 24 horas, centrifugadas a 5000 rpm y se analizé el sobrenadante

para detemiinar la concentracion de hortezomiba usando LC-MS. Los resultados se
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muestran en la Figura 7. Los resultados indicaron que el bortezomiba encapsulado

filtraba liposomas facilmente al incubarlo con sangre entera.

B. Formulaciones de liposomas de fosfatidilcolina

5 Los liposomas se prepararon usando lipidos de fosfatidilcolina que
tienen 20, 22 6 24 atomos de carbono en cada cadena acilo. La siguiente tabla
proporciona algunos detalles sobre los lipidos, e incluye el lipido C18 (HSPC) a

efectos comparativos.

Abreviatura Jel Nembre del lipido Peso molecular | Transicidn de fase
lipido (Daltones) (Tm, °C)
15:0P2 (HSPD) | 1, Z-distearsil-sn-glicero-3-foglaeclina Ta0,1 55
20:0FC 1, 2-diaraquidail-sn-glicero-3-sfacoling 246,27 (5]
22:0PC 1, 2-dibehenail-sn-glicers-3-fasfacaling onz,:s7 75
24:0PC 1,2-dilignocerail-zn-gliczro-2-fasfacolina 953,48 20

10 Se prepararon las formulaciones de liposomas que tienen las

siguientes composiciones lipidicas.

Fearmulaciin| Composicion [Bateria de carga/Regulador)  Tanafio de Potencia a2 |  Eficacia de
nam. lipidica di hidlratacién partizula de carga| formulaciin | encapsulacisn
(nm) (myg/iml) (%)

4 O OPS/ImPES- 200 mM de meglumina 14 042 94 %
DSFE (95/5) 200 mM obs acids asético

1] 2 OFC/MPES- 300 mM de mieglumina 208 0,478 £1%
LEPE (95/5) Y300 M de acids acésticn

G L20PC/PEG- Moo miM de meglumina 104 0,43 99 %
DSFE (95/5) 400 M e acido asdtico

7 4 OPC/PES- OO miM Jde meglurmina 113 0,50 25,5 %
DSPE (95/%) 400 mM de acida acetico

8 QA:OPC/MPES- 00 mM Je megluming 106 0,50 6%
CEPE (25/5) P00 mM de dcida acético

Se agreg6 el bortezomiba en polvo a las formulaciones nims. 4y 5y

se usé la solucion solubilizada de bortezomiba en 100 mM HEPES y 50 mM NaCl,

3%
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pH 6,5 para cargar las formulaciones nums. 6 a 8. Se incubé la mezcla a 20-25 °C,
agitandola durante tres dias (formulacién nim. 4), durante tres dias a 20-25 °C mas
una hora a 50 °C (formulacién num. 5), durante 30 minutos a 45 °C (formulacién
num. 6), durante 30 minutos horas a 50 °C (formulaciones nims. 7 y 8).

Se agregaron 16,5 L de formulacién de liposomas nim. 2
(Ejemplo 5) y 20 pL de formulacién de liposomas nim. 4 a 950 L de sangre
entera de ratas, junto con 30 pL o 33,5 uL, respectivamente, de regulador
(100 mM HEPES, 150 mM NaCI, pH 7). Como control, se agregaron 3,5 mg/mli
de bortezomiba libre a 950 pL de sangre entera de ratas, junto con 45 pL del
regulador. Las mezclas se incubaron a 17 °C 0 a 37 °C y se tomaron muestras
en varios momentos durante 24 horas, se centrifugaron a 5000 rpm y se analizé
el sobrenadante para determinar la concentracién de bortezomiba, usando LC-
MS. Los resultados se muestran en las Figuras 8A y 8B.

Se administraron intravenosamente a ratones las formulaciones
nams. 4, 6, 7 y 8. Se tomaron muestras de sangre a los 5 minutos, 30 minutos,
1 hora, 2 horas y 4 horas después de la inyeccion. Se analizé el plasma en
sangre para determinar la concentracién de bortezomiba. Los resultados se
muestran en la Figura 9.

En un estudio separado, se evaluaron en ratas normales los
farmacocinéticos de las formulaciones nims. 4 y 5. La concentracién del farmaco
en plasma se determiné con un ensayo LC-MS y los resultados se presentaron en
la Figura 13. Se hizo la primera recoleccion a los 5 minutos de la inyeccién de la

formulacion. Los resultados indican que las formulaciones de liposomas

52
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preparados con 20:0PC y 22:0PC tienen perfiles PK similares. Este resultado es
significativo porque las formulaciones de liposomas preparadas con cadenas de
20 carbono acilo son preferibles a los que se preparan con cadenas de 22
carbono acilo debido a la menor degradacién del farmaco y el lipido, si hien el uso
de lipidos de la cadena de 20 carbono acilo en las formulaciones de liposomas no
afecta negativamente el perfil PK. Asi, habia una temperatura de procesamiento
menor y las formulaciones de liposomas preparadas con un menor numero de
carbonos en las cadenas de acilo son mas faciles de extrapolar.

En otro estudio, se evalué la eficacia antitumoral de las
formulaciones 4 y 5 y un bortezomiba liposomal similar a la formulacién 4, pero
con un DS unido al PEG en lugar del DSPE en ratones SCID con tumores
CWR22 xenoinjerto. La dosis del farmaco era 0,6 mg/kg (n=10) y se
administraron cuatro dosis intravenosas en forma semanal. Se midié el tamano
del tumor y los resultados se muestran en la Figura 14. La eficacia de las tres
formulaciones liposomales (formulacién nam. 4, triangulos invertidos;
formulacion num. 5, circulos; formulacion con 22:0 PC/mPEG-DS, diamantes)
fue significativamente mejor que el bortezomiba libre (VELCADE, triangulos). No

habia diferencia estadistica entre las tres formulaciones liposomales.

Ejemplo 7

Actividacl in vivo de bortezomiba atrapado en liposomas

Una mezcla de C22:0PC y mPEG-DSPE (proporcién molar de 95/5)

se disolvié en etanol. La solucién de lipidos se hidraté a 80-85 °C durante 30



15

42

minutos, agitandola con un regulador de hidratacion de 400 mM de meglumina y
400 mM de acido acético, en forma neutral para formar liposomas. La dispersién
lipidica se extrudié bajo presion mediante dos membranas Nucleopore apiladas
(Pleasanton, CA) con tamaiios reducidos de hasta 0,1 pm.

El regulador externo de la suspensién de liposomas se cambid
mediante dialisis por un regulador de 150 mM NaCl/100 mM de sulfonato de
sodio hidroxietilpiperazina-etano (HEPES) a un pH 7,0.

Se agreg6 una solucién de bortezomiba en 100 mM HEPES y 50 mM
NaCl, pH 6,5 a la suspension de liposomas a una relécién de 0,61 mg/ml de
bortezomiba/50 mM de lipido y la mezcla se incubd a 45 °C, agitandola durante 30
minutos. La eficacia de encapsulacion se determind en aproximadamente 95 7. La
potencia final del farmaco después de Ia filtracion estéril era de 0,498 mg/mly la
concentracion de lipidos, seguin se determiné en un ensayo con fésforo, era de
52 mM. El tamaiio de la particula del liposoma después de la carga del farmaco,
determinado por la dispersién de la luz dinamica a 90°, era de 117 nm.

Se agruparon ratones macho SCID con tumores CWR22 en forma
aleatoria en dos grupos de prueba para tratarlos con bortezomiba administrado
intravenosamente o bortezomiba atrapado en liposomas, en una dosis de
0,8 mg/kg. Se tomaron muestras de sangre y tumor en distintos momentos. Las
concentraciones de bortezomiba en sangre, plasma y tejidos tumorales se
determiné por LC-MS. Los resultados se muestran en las Figuras 11A a 11C.

Mientras que anteriormente se analizé un cierto niimero de aspectos

y modalidades ilustrativos, las personas con experiencia en la técnica reconoceran

\}/
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de liposomas que comprende liposomas con
un fosfolipido que tiene dos cadenas de acilo que tienen entre 20 y 22 dtomos de
carbono en cada cadena; un compuesto de acido borénico atrapado en los
liposomas; el compuesto se presenta en la forma de un complejo con meglumina.

2. Laformulacion de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el
fosfolipido es un fosfolipido asimétrico o un fosfolipido simétrico.

3. Laformulacion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
el fosfolipido tiene 20 atomos de carbono en al menos una de dichas cadenas
de acilo.

4. La formulacion de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
fosfolipido es un fosfolipido saturado.

5. La formulacién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el
fosfolipido se selecciona entre fosfatidilcolina, fosfatidietanolamina, acido
fosfatidico y fosfatidilinositol.

6. La formulacién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el
fosfolipido es 1,2-araquidoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DAPC).

7. Laformulacién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
fosfolipido es 1,2-dibehenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DBPC).

8. La formulacion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
los liposomas incluyen ademas un fosfolipido unido covalentemente a un

polimero hidrofilico.

6/
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9. Laformulacién de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el
polimero hidrofilico es polietilenglicol.

10. La formulacién de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el
fosfolipido covalentemente unido a un polimero hidrofilico es
distearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol.

11. La formulacion de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
compuesto de acido borénico es un compuesto péptido de acido bordnico.

12. Laformulacién de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde
el compuesto de acido borénico es bortezomiba.

13. La formulacién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
los liposomas ademas comprenden acido acético atrapado.

14. Un método para preparar liposomas con un compuesto de
acido borénico atrapado; el método comprende:

proporcionar liposomas que comprenden un fosfolipido con dos
cadenas de acilo, cada una tiene entre 20 a 22 atomos de carbono; las
liposomas tienen meglumina atrapada en ¢llos;

incubar los liposomas en presencia de un compuesto de acido
borénico a una temperatura menor que la temperatura de transicion de fase del
fosfolipido;

en donde la incubacién es eficaz para lograr la captacion del
compuesto de acido bordnico en los liposomas.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el

proporcionar comprende proporcionar liposomas que comprenden un
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fosfolipido seleccionado de fosfatidilcolina, fosfatidietanolamina, acido
fosfatidico y fosfatidilinositol.

16. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 14, en donde el
proporcionar comprende proporcionar liposomas que comprenden un fosfolipido
seleccionado de 1,2-araquidoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DAPC) y 1,2-dibehenaoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DBPC).

17. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la
incubacién comprende la incubacién en presencia de un compuesto de péptido
de acido bordnico.

18. EI método de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde el
compuesto péptido de acido borénico es bortezomiba.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el
proporcionar comprende proporcionar liposomas que ademas comprenden un
fosfolipido unido covalentemente a un polimero hidrofilico.

20. El método de la reivindicacion 19, en donde el proporcionar
comprende proporcionar liposomas que tienen polimero hidrofilico de
polietilenglicol unido a un fosfolipido.

21. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde la
incubacién es eficaz para lograr la captacion de mas del 90 % del compuesto de

acido borénico en los liposomas.
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Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

Special categories of cited docurments -

*A* document defining the general state of tho an which Is not
considered to be of particular relevance

'E* earlier document bul published on or after the International
filing date

*L* docuiment which may throw doubts on prionty claira(s) or
whichi is clted 1o aatablist the publication daie of another
citation or other epacial rezzon (as specilizd)

‘0" docurent iefeiing 1o an oral disclosure, use. exhtbiion or
olher raeans

‘P document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published afler the international fillng date
or priority date and nol in conflict with the application but
clted 1o understand the principle or theory underlying the
invention

X' decument of padicular refevance; the claimed inveition
ca2nnol be concidarad novel or caninot be consideiad to
involve an inventive step when Ihé document is taken akone

'Y document of paricular relevanca: the claimed invantlon
cannot bz conzidared ta invalve an Inventive 3lep when the
dacumanl is combined with ona or Mole olher such docu~
ments. such combination being obvious 1o a person skilled
inthe an.

document member of the same patent tamily

%

Date of the aclual completion of the inlernational search

30 July 2009

Date of mailing of the international search repon

N5/08/2009

Name and mailing address of the ISA/
European Palent Office, P.8. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 MV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340--2040.
Fax: (+31-70) 340-3016

Authotized officar

van de Wetering, P

Form PCTASAZ10 (sacand shan: }HAprii 20083

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International appdisation No

PCT/US2008/072840
C{Cantinu aticn), DISCUMENTS SONSIDERED 1D BE RELEVANT
Category* | Chation of docusint, with indication, wheie approfriate, of tha relavant passages Relavant to claim No.
Y CP 1 466 916 & (TRIGEN LTD [Gel 1,11.12,
13 October 2004 (2004-10-13) 14,1718
Fage 22, paragraph 166 - page 23,
paragraph 171
page 3%, paragiraph 291 - page 36,
paragraph 302
page £7, Tine 46 - page £3, line 11
example 22
Y WO 01/25121 A (CELATGR TECHNOLOGIES INC 1-10,
[CAJ; MAYER LAWRENCE D [CAT; o5 SANTOS 14-14,
NANCY) 1% November 2001 (Z001-11-15) 19,20
pags 1, lines 4,5, 24-26
page 2, Tine 15 - page 4, line 20
examples 3,4
claims
Y Ef 0 661 044 A (VESTAR INC [us} 1,5,
5 July 1995 (1925-07-05) 13-15,21
example 3
column 7, lines 5(-55
Form PTISAR G {continuation ¢f second sheet) (ApHl 22053
page 2 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intoeinett sv on patent famity memibers

International opplizstizn Mo

PCT, UZ2008,'07 3840
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 200605272 A 18-05-200% AR 051759 Al 07-02-2007
A 2008204330 Al 1&-05-2006
Al 2005204281 Al 18-05~2006
ER PINE17061 A 30-09-2008
ER PINS1766R A 14-10-2008
CA 45£Gi4u Al 18-05-2006
CA Zh3A3R4 AL 8-05-2006
CN 10109404? A 26-12-2007
CN 101094649 A 26-12-2007
EP 1807052 Al 18-07-2007
EP 1807053 Al 18-07-2007
JP 2008519040 T 05-06-2008
JP 2009519041 T NE~06-2008
FR 200700235642 A 27-08~20067
FR 20070025644 A 27 ~0E8~2007
NI °0ﬂ7001 ‘0 A 15-05-2008
WO ZQ0E052734 Al 18-08-2006
uy 29191 Al 31-01-2006
ZA 200705017 A 25-09-2008
EP 14FF016 A 13-10-2004 AT 24599 7 15-06-2000
AT acdﬁll T 16-06-2006
AT 376551 T 15-11-2007
Al 328 Al 29-023-2004
Al 3 Al 29~03-2004
Al Al 29-03~-2004
BR 0314450 A 26-07-2005
CA 2R2ET28 AL 18-G3~2004
CA 2538792 Al 1&-03-2004
CA 2536010 Al 18-02-2004
CN 1681517 A 12-10-2005
CN 1684793 A 19-10-2005
DE £0304956 T2 25-01-2007
DE £0305113 T2 07-12-2006
DE 60317039 T2 31-07-2008
DY, 1400245 T2 28~05-2006
D¥ | 396270 T3 25-03-2006
Ep 1400245 Al 24-03-2004
EP 1396269 Al 10-02-2004
EP 1396270 Al 10-03-2004
EpP 1466917 Al 13-10-2004
EP 1561466 A2 10-03-2005
EP 1695711 A2 30-02-2006
EpP 169571° A2 30-03-2006
S 2264515 T? 01-01-2007
£ES 22(’924 3 16-12-2006
WO 2004022070 Al 12-03-2004
WO 2004022071 A1 18-03~-2004
WO 2004022072 Al 18-03~2004
HK 1063154 Al 14-07-2006
IL 167294 A 02-11-2008
P 2006509034 T 16~02-2006
JP 2006503903 T 02-02-2006
JP 2006511593 T 06-04-2006
FR 20050057294 A 16-06-2005
KR 20050057298 A 16-06-2005
MX  PAQOSD0Z2GGEL A 19-08-2005
MX PADSO0ZEG2 A 20-09-2005

Foim POTASARIO (patent family annex} (Apnt 2005)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Infermation on patent famnily maiibers

Inteinatianal application Mo

PCT/US200%/07 3340

Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

EP 1466916 A NZ 29333 ) 23-02-2007
NZ 539334 A 30-11-2007
PT 1296270 E 31-08-2006
<1 1206270 T1 31-10-2006
) 1400245 T1 31-10-2006

WO 012513] A 15-11-2001 AU 310601 A 20-11-2001

EF 0RG1044 A 05-07-109%  g¢ 2072054 13 01-12-1995

Fam PFOTASAZ (0 (paten {amily annex) (April 2005)
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PATENT COOPERATION TR EATY

Fromm the INTERMATITMAL SEARCHING AUTHORITY PCT
To:

NOTIFICATION OF TRAMSMITTAL OF
JOHNSOUN & JOHRSON

THE INTERNATIDNAL SEARCH REPORT AND
T HE WRITTEN ORINBIN OF THE INTERMATICHAL

Attn. Johnson, Philip §.

one Jehasen & Johnsen Pl i T A R BEARCHING AUTHORITY, OF THE CECLARATION
R T A |
Mzw Bounewvick, INJd  0&893: Ty W {va /_‘kf,.-»"&"

ETATS-UNIS D' AMERIGUE 5 ‘é; et

o TION (FCT Rule 44.1) /f

Date of malling
{day/monttiyear)

05/08/2009

Anplicant’s or agent's file referencs
2L7-5292_PCT FOR FURTHER ACTION BET paragraphs 1 sna 4 below

International application Mo.

Internationat flling date
I . day/month/)
PCT/USZ005/073840 (dayimanthiyear)

21/08/2008

Appiicant

ALZA CORPORATION

1. The applizant I3 harshy notiilzd thiat the Intarnational szarch report and the witten oplnion of the Inernational 3
Authority have baan astablished and arg trangmilied harawith.
Filing of amendmients and statament under Article 19:
The applicant 1z entitlzd, i¥ he 20 wishaz, to amend the claims of the Inisrnational Application (seée Rula 48):

When?  The time limit for iling such amendmanis is normally two morths irom the date of transmitial of ihe
International Search Report.

carching

Whare? Dirsclly o the Internaional Bureau of WIPQ, 39 chemin das Colombelies
1211 Genava 20, Switarland, Fagcimil tHo.: (41-22) 323.62.70

For more detailesd instructions, sez the notes on the accorpanying shaet.

2. D The applicant is herzby notified that no international zearch raport will be astablished and that the daclaration undar
Article 17(2)(2) to that affect and the written opinicn of the lnizrmational Searching Auihorily are ranzmilted herewitn.
3. D With reqard to the protest againsi paymenl of (an) additional fz&(s) undar Rulg 40.2, the applicant is notified that:
the protest together with the dacision thereon has bezn ranzsmited o the Intarnational Bureau together with the
applicant’s request to forward the te:te of bith the prote st and the declsion theraon 16 the designated Offices.

I___] no decizion hag been made yet on the protest; the applicant will be notilied as soon as a dacision I3 made,
4. Reminders

Shorlly afier the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the

Internalionat Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international
application. or of the oriority claim, must ieach the thiernational Bureau as providad in Rules 900Lis. | and 9007s.3, respactively,
before the completion of the technical preparations for international publication.

The applicant may submil comments an an informal bagis on tha weitien opinion ol the International Searching Aullorliy to the
International Bureau. The International Bureau will send a copy ot such cornmerts to all designated Oifices unless an

internationat praliminary examination report haz bzen o is o be established. Thess cormments would alse bie made available to
the public but not before the expiration ot 30 months irom the priority date.

Within 12 manths from the priodity date. but only in respect of eomie dzsignatzd Ofiices, a dzmand for international preliminary
examination must bs fled if e applicant wishes i postpone the eniry into he nadonal phase untll 30 mokiths oM the priorty
date (in come Offices evan later); otharwiss, the applicant most, within 20 months from the priority date, periorm the prescribed
acts for entry into the national phase before those designatad Offices.

in recpect of other dezignated Offices, the tim= Hmit of W monthe (o laier) will apply even if no demand s fiked within 19
months.
See the Annex to Form PCT/IE/201 and, for details abaut the applicaiie time limi.s, Office

by Office, z2e ihe PCT Applicant's
Guide, Volume Il, Nalional Chapters and the WIPO Internet site.

Name and mailing address of the intemational Searching Authority | Authorized officer
European Patent Office, P.B. 5218 Patentlaan 2 .
NL~2280 HV Rijswijk Joé&lle Gerber
V) 76l (:31-70) 240-2040, Tx. 31 651 2po ni,
Fax: (+31-70) 340-3016 )

Form PCT/ISA/220 (October 2005) {See notes on accompanying sheet)




NOTES TO FORM PCT/ISA/220

Thase Motes are intendad to give the basic Inztuciions concarning tha filing of amendiments urdar articls 19, Tha
MHotas are based on the 1eauireriants of ihs Patent Cooperation Treaty, tha Regulations and the Adricistrative Instrustions
undar that Treaiy. In casa of discrepancy bat s floies and those requirzmsnts, Ihe Iaiter are applicatle. For more
datailed informaiion, 22¢ alzo the PCT Applic, Givide, & pulicailon of WIPQ,

In thase Motes, "Article”, *Pule", and "Saciion” refer o the provisions of the PCT, the PCT Requlations and the PCT
Adrinistrative Insiructions, respeciively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

Tha applicani has, sfter having received the international zearch fepodl &nd the writizn opinion of the Intzrmational
Searching Auihority, ong PPty to i nizrnalionzl application. It should iowsver be smphazized
thei, zinc2 all parts of the intzrmadional applization (Clzing Jescription and dizwinge) may bs amendsd duiing ihe
international preliviaary Wination pr i3 usually no need 6 § mendmentz of the claling under Articla 19
“Cept wharg, 3.4, & apphicant w A 10 b publizhad ior the purpo:es of provizional Protection or has another
880N for smending the clalms betors nternational publicaion. Fuithermors, it ehould be erphizzized that provisional
protacilan is avallable i 2ome States anly (352 PCT Applicant's Gulds, Volma A, Aninases &1 and B2).

The altention of the applicant fs drawn to the fact that amendments 1o the clairis wrdsr Articts 19 are ot allowed whaie
the: Internationa! Searching Auihiority has declarad, undsr Articla 17(2), that nd intermational sesch rport wouhd be
setablishzd (2ea FCT Applicant's Guide, Volume I/A, paragraph 236).

What parts of the international application may be amended?
Under Article 19, only ths claims may be amended.

During ths Intzrnainnal phaze, the claims may 3180 be amiendzd (or further amanded) undaer Atizls 24 bsfors tha

Intrnational Frliminary Examining Aasthority. The descripiion and drawings may only i amanclad under
Adicls 34 baiore ihe International Examiting Authiority.

Upon entry into tha national phage, all partz ot the intarnational applicailan may be amended under Article 23or,

where applicalile, Article 41,

When? Within 2 rionths from tha datz

whirthavar tirme limit expirzs 1atar, it zhould be N3, Nowzval
been rxcaived anime If thay ar2 raceived by ihe Internato
limit but betors the cormpletion of the ischnical Preparationg for Intermational publication (Rule 346.1).

Wherz not to fil: the amendments

The amendments may only be filed wiih the International Bureau and not with the racelving Olfice or the
Intarnational Searching Authority (Fule 46.2).

Wher2 a demand for international preliminary g<armination has bean/is filed, see betlow.

How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the taxt of one

or more of the claims as filed.

A replacement shaat musi be submitted for cach shaet of the claims which, on account of an amendment or

amendments, difiers rom ihe sheet originally fileg.

All the claims appearing on a replacemant sheet must be nurabered in Arabic nurnerals. Where aclaim is

cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claime are renumbered, they riust be

fenumbered consecutively (Section 205(b)).

The amendments must ke marda in the language in which the internaticnal application is ts be published.

What documents mustmay accompany the amendinents?
Letter (Seation 206(h)):
The emendrivents miust be submitted wiih a leiter.

The letter will not be pubslished with ine international application and the amendad clairs. It should not be
confused with the "Statement undar Article i9(1)" (see below, under "Statement undes Articla 19(1)").

The letter must be in EnJlish or French, at the choice of thz applizant. However, il the language of the
internaticnat apgdication is English, the lelter must be in English; if the language of the internatinnal application

is French, the letter must be in French.

- af ransmitial of the international search repore of 16 months frorm the priority date,
, that the amandments will be considarsd ag having
21 Bureaw atier the expiration o tha applicable thne

Notes to Form PCT/ISA/220 (tirst sheel) (October 2005)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The letter mustindicate the diffsrences betwaen thz claimz as filed and the claima az amended. it muat, in
particular, indicate, in connection with each claim appearing in the internailonat application (it being understond
that identical indicaions concerning several claims may be grouped),whether

(i) the claimis unchanged;

(#)  the claim is cancellsd:

(i) the claim Is new;

(iv) the claim replaces one or riors clairis as filed;

(v} the claim is the result of the division of a claiim as filed.

The follzwing examples illusirate the mannar in which amendments must ho explained in the
aseompanying letter:

1. [Where originally there wars 48 clalms and aiter amendizot of 2orE olaims there
"Clz

ars 51):
5 10 16 replaced by amendsd claims baarng the

& numbers;

o 29, 31, 32, 24,

26 unchangad; new clalms 49 to 51 added.”

2. [Whars originally tharz were 15 claime and after amendment of all clains there aie 11):
"ClaEims 1 to 15 replaced by amended claims 1o 91.*
2. [Where ariginally there were 14 afaim: znd the amendrients consist in cancelling some claims and in adding
new claimsj:
“Claims 1t0 6 and 14 unchanged; laims 7 0 12 cancelted: new claims 15, 16 and 17 added.” or
"Clalms 7 1o 13 cancellad; naw claims 15, 16 and 17 added; all other claimis unchanged.”

4. [Where variouz kinds of amzndments aie made):
“Claims 1-10 unchanged; claimz 11 to 13, 18 and 19 cancalled; claimz 12, 15 and 18 raplaced by amended
claim 14; claim 17 subdivided Into amendsd clzims 18, 16 and 17; new claime 20 and 21 added

"Statement under article 15{1)" (Rule 46.4)

The smendmants may be accomnznied by a statemant explaining the amendments and indicating any impact
that sucih arendrients might have on the description and the drawings (which cannct be amended under Articls 19(1)).

The statement wilt be published with the intzrmationg) application and the amendsd claims.
It mut he in the language in which the intetnational application is ta be publiched,
Iltmuzt be biiaf, not exceeding 500 words if in Englizh or if ranslated into Enghish.

It should not ba confused with and does not replacs the latiar indicating the diferences beiween the claim: as filed
and 23 angndad. Wmust &3 filed on a 2 aparste shest and must bs ideniied as such by a haading, preferably by
uging the words “Statemeni under Article 19(1)."

It may not contain any disparaqing comments on the intarnztional search report or the relevance of cilations
contained in that report. Relferenca (o ciiaions, relevant 10 a given ciain, contained i ths intzrnztional 22arch
report may L made only in connection with an armgndment of that claim.

Cansequence if a demand far Internatisnal Frefiminary examination has already been filed

If, at the time of filing any amendments and any accompanying statement, under Ariicle 19, a demand for
internationat preliminary examination has already been suuriiited, the applicant must preferably, at tihe time of
filing the amendments (and any staterment ) with the International Bureau, also file wilh the Iniernational
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments (and of any statement) and, where required, a
translation of such amendments for the procedure befoie that Authorlty (see Rules 55.3(a) and 62.2, first
eentence). For turther inforrmation, see the Motes to the demand form (FCTAPEA/MO1)

it a demand for international preliminary examination s mads, the wriiten opinion of the International Ssarching
Authorhy will, except in certain cases whers the International Freliminary Exarmining Autiority did not act as
International Szarching Aathonty and whars 1t nas notilied tha Insmatonal Burgau under Rule 861 tis(h), be
congidesed io be & writien opinion of ihe international Prafiminary Examining Authority. If £ demand is made, the
applicant may submit 1o ihe Internationat Prelimingry Examinlng Aulthirity 2 reply to the wriilen opinlon togather,
where appropriate. with amendsnis baiore tha @xpiration of 3 imonths from the dats of matling of Form
PCTASA220 or betars the expiration of 22 months irom the priority date, whichever expitas kaler (Ruls 43075, 1(c)).

Consziuence with regord to translation of the international application for entry into the nationzl phase

The applicant's attention is drawn to the fact that. upon entry into the national phase, 2 tranglation of the claims as

amended under Article 19 may have to be furnished to the designaied/elacied Offices, instead of, or in addition to,
the translation of the claims as filed.

For furlher detalls on the requirements of each designatedfelzcted Office, sz the FCT Applicani's Guide,
Volume I

Notes to Form PCT/ISA/220 (second sheet) (October 2005)



PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

HOTIFICATION OF THE FECOREDING
OF A CHAMGE

(FCT Rale 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422

PCT/US2008/073840

From the INTEPMATIONAL BUPEAU

To:

JOHNSON, Philip 3.

Jdohnson & Johnson

Qne Johnson & Johnsan Plaza

Hew Brunswick, Hew Jersey 08933-0002
ETATS-UNIS DAMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
21 Movember 2008 (21.11.2008)

Applicant's or agent's fils rxferzines

ALZ-5292-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

International applicaticn Mo,

PCT/LIS2008/075240

Intzrnailonal fling date (daymonihfear)

21 August 2005 (21.08.2008)

1. The followng indications appeared on record concerning:

B the applicant Dg the inventor

[ the comunon represcntative

[ the agend

Marae and Addrzes

ZHANG, Yuanpeng

21837 Monte Court
Cuperting, California 95014
United States of America

Siabe of Maionality Statz of Derdence

us us

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The Intemaiional Burcaw herzvy aoitfizs the applicant that the following change lias bzen recorded concerming:

O ihe address

[ e perssn [ ths naws

ihie nalionalii the residence
ihe nationaliiy the residenc

Hawe and Address

ZHANG, Tuanpeny

21337 Maonte Court
Cupertind, California 95014
United States of America

Staic of Hanonahty Statz of Pendence
CA us
Telephone No.

Facsimile No.

E-miatl address
O HNotificaiions by e-inail avihorized

3. TFurther ebeervations, If neecezzary:

4. A copy of ihis notificaiuon has tzen szl o

ihe recaiving Offe:

die Inizmaiional Searching Authority

the International Preliminary Examining Auilority

LR

O ihe designaied Offices concermsd
[ ihe elented Offices comcernad

[] other

The Inizeaaional Barzau of WIPQ
34, chemin des Colombettzs
1211 Genzva 20, Switzerland

anQ o

Faccimilz Yo, 41 22 338 &9 03

Aniloiized officer

Devillard Marie-José
e-mail pt04.pet@wipo.int
Telephone 1o, 41 22 338 74 04

.:I ]
T/TAT O St abomt)

PUveTE AL b 2 A TA TR S RN VXA TN



PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

HOTIFICATION OF THE RECORDITIG
OF A CHAMGE

(PCT Fule 926is.1 and
Administrative Instruciions, Section 422)

PCT/US2008/Q73840

From the INTEPMATIONAL BUREATT

To:

JOHMSON, Philip S.

Johnson & Johnson

Qne Johnsan & Johnsan Plaza

Mew Brunswick, New Jersey 08933-0002
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
21 Maovember 2002 (21.11.2008)

Applicait's or agent's file reference

ALZ-5292-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

Inteenational application Mo.

PCT/US2008/073840

hiterational filing dot: (day/monihfpear)
21 August 2008 (21.08.2003)

1. The following mdicatione appeared on record concerning;
£=3 £=~4

X the applicant B the inventor

[ the agent

(O ihe comumon répreseniative

Mo and A,

an~
[t

Staiz of HMatwonality Siate of Dendence

Telephione No.

Tacsimile No.

E-matl addiess

3 The International Burean herzby notinzs L applicant hat Gre iollowlng changs has been recorded Concermng:

g the person O s name 3 the add

2so [ thz nationaliiy [ the residence

Mare and Addvess

HUANG, Anthony

12150 Viewsak Drive
Saratoga, CA 95070
United States of America

State of Pendznce
us

State of Hationality

us

Telephone No.

Facsinule No.

E-mail address
0 Hetificatizng by c-mail antherized

. Further ebeervatione, 1f nececcary:

The person identified in Box 2 should be added to the record as applicant for the United Staie: of America anly and

invantor for all designated States,

A copy of thic natifeation has boan sent to:
B il receiving Oflice
B e Interaational Searching Avihariiy
[ ihe Intematicual Preliminary Exzamining Authority

dez

ihe dezignated Offices concerncd
e elected Offices concemead

cihar:

|
a
a

Thz Intzrinaiional Burzau of WIFO
34, chemin d2s Colembettzs
1211 Genava 20, Switzzrland

Faccimile Mo, 441 22 333 59 95

Anthorized officer

Devillard Marie-Joseé
e-mail pt04.pet@wipo.int
Tzlephone . 41 22 338 74 04

o PO TTR06 (Tt 2008y

T UecOHTHO ‘7’5



PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

HOTIFICATION OF THE FECOPDINIG
OF A CHAMNGE

(PCT Faule “24is.1 and
Adminisirative Ingiructions, Seciion 422)

PCT/US2008/073540

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

JOHMEON, Philip S.

Johnson & Jahnson

Qne Johnson & Johnsan Plaza

Hew Brunswick, NHew Jersey 089233-0002
ETATS-UNI3 D'AMERIQUE

Date of mailing (day/conth/vear)
21 November 2008 (21.11.2008)

Applicants or agsit's fils rzfrence

ALZ-5262-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/IS2002/073840

Laternational filing dats (dy/maonihiyear)
21 August 2008 (21.08.2003

1. The following mdications appearad on record concerming:

B ihe applicant B the inventor

[ thz ageni

[0 the common rzprecentaiive

Mame and Addreze

Siate of atonality State of Dendence

Telephone No.

Facsinle No.

E-mail address

2. The Intermaiional Bureau hereby noldiz: he applicanl that Ure following changs has been recordzd concerming:

DY the persan ] the nam:

O thz addreee

[ ihz nationality [0 the residence

Hame aivd Addizzz

LUO, Bing

44549 Mesquite Court
Fremont, CA 94539
United States of America

Stais of Hahonahiy Staic of Pzadence

us us

Teleplione No.

Facsinule No.

E-mail address

O Hotifications by e-miail suthorized

3. Further ohezrvations, if neceszary:
The parson identified in Bos 2 should be added to the record a3 applicant for the United States of America cnly and

inventor for all designated Statzs.

4. A copy ol tus nobifization has been seal o
B  ihe rzcaiving Office
g ihe Iniernaiional S&earching Authorily
[0 ihe Inieriational Prelirainary Examining Authority

[0 ihe designated Offices concemed
[0 ihs electzd Offices ronczrmd

[0 other

Thz Intzimaiional Furzau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

.

Faccimile 1Tc. -+41 22 358 €9 95

Authorizzd officer

Devillard Marie-José
e-mail pt04.pet@wipo.int
Telephone 1o, +41 22 332 74 04
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PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

MOTIFICATION OF THE PECORDING
OF A CHANGE

(FCT Pulz 92%iz.1 and
Administrative Insuructions, Seciion 422)

PCT/UZ2008/072840

From the INTERHATIONAL BEUREAU

To: .

JOHMSON, Philip S.

Johnson & Johnson

One Johnsan & Johnson Plaza

MNew Brunswick, Hew Jersey 08033-0002
ETAT3-UHIZ D'AMERIQUE

Date of mailing (dayinonih/year)

21 Hovember 2008 (21.11.2008)

Applicant’s or ag:nt's filz refrencs

ALZ-5292-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

Interinational application Me.

PCT/US2003/072540

Iuternational filivg date (ay/menihyzar)

21 August 2008 (21.08.2008)

1. The fcllowang wdications appeared on record concermiing;

B8 e applicant D4 ihe iavankor

[ the agent

L] the commeon representative

Mome and Addrass

State of MMat znality Staiz of Penidence

Telephoiie No.

Facsimile No.

E-mail address

B the percon [ th: name

2. The Iniemnational Burzan hereby notifizs the apphcant that the lollovwang chiange has bzen recorded concerning:

[ the addrees

[ the naticnality [ the rezidencs

Tamc and Address

WANG, Jinkang

39 Inverness Drive

San Francisco, CA 94132
United Slales of America

il

Siaic of Habhonahty Staic of Pandence

us us

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

0O Notificaticns by <-mail anthorized

Led)

Further obzervations, if nscersary:

inventor for all designated States,

The person identified in Box 2 should be added fo the record ag applicant for the United States of America only and

4. A copy of this notilication has tzen s2al to!
B the receiving Office
D ik Inizmalicnal Szarching Auiharity
[0 e higmational Preliminary Examining Authority

[} ihe desigaated Offices concemnad
[0 ihe clecied Offices conczmed

O ofher

The Intemaiional Pureaun of WIPQ
34, chemin des Colambeattes
1211 Geneva 20, Switzerland

Faccimile I1o. +41 22 358 89 23

Authorized officer
Devillard Marie-José

e-mail pt04.pet@wipo.int
Telephons Mo, +41 22 332 74 04
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

HOTIFICATION COMNCERNING
SUBMISSION OF TPAMNSMITTAL
OF PPIORITY DOCUMERT

(PCT Administrative Insiructions, Section 411)

From the TITEPMNATIONAL BEUPEAU

PCT/US2008/073840

Date of mailing (day/month/year)
23 September 2008 (23.09.2003)

To:

JOHMSOM, Philip

Johnsan & Johnson

Cne Johnson & Johnsan Plazs

New Brunswick, New Jersey 08933-0002
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Applicant's or agent's fils reforence

ALZ-5252-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

International application Mo.

PCT/U32003/073840

Iuternationzl filing datz (day/monthfyzar)

21 August 2008 (21.08.2008)

Intamational publication dat: (Haymondiy 2ar)
Not yet published

Priority dats (daylacndhiArzar)

21 August 2007 (21.08.2007)

Applicant
ALZA SORPIFEATION et al

1. By mean: of thiz Form, which replaca: any prz zviouzly izzeed noiification conceming submisziza of taasmiital of priority
deowments, the applicani i3 hereby noitfizd of ihe date of raczipi by the Inicraaiional Buceaa of ihs priority documzni(c) rzlaiing 6
all earlier ’1111;]1' ation(z) whore pricrity is claimed. Unlect otherwics indicated by ihe lstizee 0", in the righi-hand column or by an
acterisk appearing next o a date of reccipt, the priority decuraent conczmed was subimitied o trancrailizd te the Tntermational Pureau
in compliance with Rule 17.1(a) or (b).

2. (If applizabls) The letiers “NR™ appzaring in the right-hand colmnn densie a priovity document which, ¢ dote ing «
1his Form, had not yet been received by ihe Inicrnation: Al Burcan vader Tule 17.1(a) or (b). Where, under Pule 17. l(a) the
pricrity decoment muct be cubinitizd by the applicant to the receiving Offic: or the Inizmaiional Burzau, bui ihe applicant fails to
subauil dic priovity decwnent within the applicabls time limic wnder hat Pulz, the atiention of the :‘upplimn( is directed iv Fule
17.1() vhich provides that ne dezignatzd Office may disregard the priority olaim concernzd before giving the applicmit an
opportunity, upon enlry inic the naiional phace, (5 funich the priodiy document wiikin a time liit vdch iz reazonable wader the
circumstanees.

3. (@f applicalldAn asterisk (*) sppeaing et 16 & daie of reczipt, in the nght-hand column, dencles a priority document submiticd
or {ransmitted to the Iniernational Burcan but not in compliance with Rule 17.1¢a) or (b) (ih2 priorily decuinent was recsived
after the tims limit preceribad in Pule 17.3(3) or the request o prepars and ranctait the priority document waz subanibtzd 1o the
recziving Office afler ihz applicabls iime limii wodar Pule 17.1(b)). Even though the priorty decwment waz nol fumiched in
coraplizies with Tale 17.1(2) or (b), the International Burcan will neverihiclezs iz 4 copy of the dernment o the designaisd
Offze, for their concideration. In ease such a copy 12 not accepied by ihe dzzignaizd Oifice as the priority decuinant, Fulz 17.1(c)
provider that ne designatad Office may dizregard the pricriy claim concemned befors giving ihe applicant an opg- »1luml L Wt Cntry
into tie national pln.-, to furnish the priodiy decomeni within 3 ibne limii which iz reazonablz under (he circumstancas,

Prioniv daie P [”f;‘;”‘.][ﬂy[ ol ]"gim‘.ﬂl Office
PC raceivitie O C

annlicail

1 August 2007 (2.03.2007) GORIET MG TES

The Inizmaional Buean of WIPO Anthorized officer
34, cheimin des Colombettes . C .
1271 Genera 20, Sviizerlond Athina Nickitas-Etienne

e-mail PT04.PCT@WIPO.INT

Telephons 1o, -+41 22 338 74 04

Facsimile IIU 4] 32 3 3823270
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PATENTE DE INVENCION D

MODELO DE UTILIDAD | |

l-ohos 98

Art 33 Decision 486/00

Indica

Datos de identificacidn del so

L]

Descripoisn de la invencidn

Dibujos de ser 2stos pertinentes

N

[]

Completa

cidn que s& solicita una patente.

licitante o 2 13 persona que pregenta la solicitud

Comprobante de pago de las tazas establecidaz (D= ser el caso formats de dsscuenta)

Incompleta

[]

PATENTE DE INVENCION PCT ,ZﬁIIODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacién que

Copia de la salicitud en espa
reivindicatorio, resurmen)

Dibwjos de ser estos partinentes

BES EL\

Comprobante de pago de las

Completa

s solicita una PCT

1ol tal como fus prezentada inicialments (2

asas establecidas (de ser el caso formats de descuanta)

apdituly descriptiva,

Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ |

(Art. 119 Decision 486/00)

[]
[]

]
[]

Indicacién que s& solicita Disen
Datos de identifica
Representacidn grafica y fotografica
disefio

Completa D

o industrial

cidn del solicitante o de la perzana que presenta la s

Comprobante de pago de las tasas establas

Slicitud

a del Dizeho industrial o muestra dzl material que incorpara @l

cidas

Incomplata D

ESQUEMA DE TRAZADO [ |

(Art. 92 Decision 486/00)

D Indizacian que se salicita un esquerma Je trazado
[:, Datos de identificacidn del sclicitante o de la persona que presanta 1a solicitud R
D Representacian Jrafica de un esquermna de trazado
[__—l Comprobants de pago de las tazas establecidas
Completa D Incormpleta D
™

1
BID.ENR (9(109.11 .m"



g7

‘I 8

i

Industria y Comercio
SUFERINTENDENSCIEA

Bogota,
2020

Doctor (a)

RODEIGURZ DT LLEMAN DILIA MARPTIA
Apoderado (a) y/o Representants da
A7 CORDPOPATION

FEFTERENCIA Fadicacidn MNo. 10 21174
golicitud internacional POT/US2008/073340
i ic fase nacicnal 21/03/2010
Tramite 11
Evento 373
Actuwacidn 430

Oficio No. 0 O 5 0 4 9

Como resuliade del exanen dz forma, realizade con fundamento en el articuloc 22 de=
la Decisién 286 d: la Comisién ds la Comunidad RAndina, articulo 27 Jdsl
ién &n Macewvia de Patences (PCT), wegla £1 his dz2l Peglaments y Civoular
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iculo 26 literal k) de la Decizidn la Comdsiinm dz 1

} documentos otor ranjero, 23tos
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srticulo 2% de la Decizifén 426, == le

Ams

En ocwaplimiento d= 1o Jdispussts P
requicre para  oque  dern

T, 2omp
ento &l

zu prelacid

notificacidn del prazente ofic
i

Mocdifiqueze <)l pregenbs of

i .
intey Azl titulo primero de la Cireular Unica No.10 d2 2001,

requerimisnco fus notificads pow fijacién =n lizta de

adpall

Al contescer favor indique :l nlmnzro 27-00 pisos 2, &, 7 y 10 PRY: 5370000
de rvadicacidn consignado zn &l rdculo 20 Mo, 26 - &5 ing.2, Tzl §£%0070
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