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SUPERINTENDEMCIA DL INDUSTRIA Y COMERCIO

B . ' 021190- -00000- -
Industria y Comercio Fecha: omo m 2318:41:29  Dep. *o ODlR MULVASCR

- Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENA
SUPERPINTEMNDEMCIA Ac.. 411 PRESCHTACION VFolio;]. <'>f EHACIONAL

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE:

. Patente de Invencién

D Patente de Modelo de Utilidad

x | Capitulo . [ ] capitulo Il

2 Nombre: ALZA CORPORATION
Direccién: 700 Eubanks Drive, Vacaville,
California 95688, Estados Unidos de América.
SOLICITANTE Nacionalidad o Domicilio: Vacavill2,California,

(71) Estados Unidos de América.
Lugar de Constitucion : Delaware
Teléfono: Fax:
E-mail

IDENTIFICACION

ce. ] wnT [
ce.[ ] otro[ ]

Nuimero

3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN

Direccion: Cra. 11 No. 86-53 piso 6

REPRESENTANTE
O APODERADO

(74) Teléfono: 6 181088  Fax: 6350824

E-mail: clarkemodet@clarkemodet.com.co

IDENTIFICACION

Cc.C. NIT D
C.E. ‘: Otro D

Namero 41.654.652 T.P. 20524

4 : Nombre: VER HOJA ANEXA

INVENTOR (ES) | Direccion:
(72)

Nacionalidad o domicilio:

PCT (86)

Solicitud Internacional No.- PCT/US2008/073844 Fecha _21 de agosto de 2008
Publicacion Internacional No._ WO 2009/026430 A2 Fecha _26 de febrero de 2009

6 TITULO (54) FORMULACIONES DE LIPOSOMAS DE COMPUESTOS DE ACIDO

BORONICO.

7 Clasificacion Internacional (51) AB61K 9/127

8 Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha

(31) Numero de Solicitud

60/957,049

D Estados Unidos de América 21 de agosto de 2007
SI{X | NO

9 Comprobante de pago No. _10-7.0358 // 10-7,030 // 10-7.040 f/ 10-7,041 /_16-11.046 J/ 10-11,04

Fecha

“O/ A0 2H04/40 [ 29/04/10 1 2901710 [ 102D I 10/a2/10
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D Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

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

S O 5

ANEXOS

Poderes si fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones A

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, 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, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el "‘
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros * Notificaciones de los inventores.

=
-

FIGURA CARACTERiSTICA

12

Solicito la concesion de la patente

NOMBRE: _DILIA M#
FIRMA: '

L~

‘ f
C.C. 41'654.882 \ }20824

P-2469




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

CERTIFICACION DE EXCEDERTE : 10O -— 7.0%8

FECHA : ENERG 29 DE 2010

800176089-2

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LT T

0- -00000-0000

Fecha: 2010-02-23 15:41:
fra. 11 PATENTEIY)

iy CONSIGENACTON fxxix

29 Dap. 2020 DIR.NUEVASCR

S5 lve: 378 FASE
Act. 411 PRESENTACION Folios: QfSLNAC‘ONALI

DEFOSITANTE TIFD FAGO BANCD

CHENTA No. PAGD FEEHA PoO

Vr. FAGO

CLARKE HODET Y CO. COLOMBRECIED DE CRJA

Bk C 0 N C

7006 29/01/2010

E P T O X188

12,105,000,00

CANT. RENTISTICO

CONCEFTD

TOTAL CONCEFTO

1 50003-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROFIEDAD I

50N:  DDSCIENTDS MIL PESDS

RESPONSARL

el

99 OTRES SERVCIOS ADMINISTRATIVOS
TOTAL

"~

RECIRD DE CAJA APLICADD AL EXFEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACION DC EXCEDENTE DE PAGOD SOLO PODRA SER UTILIZADA
COMD FARTE DE LA CANCELACION DE UMA TARIFA VIGENTE Y NO PODRA SER

SUSTITUIDA POR NINGUM RECIBO.

$

200, 000,00
200, 000,00



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT @ 800176089-2

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O — 7 029 L RINT ENDENGIA DE INDUS | RIA Y COMLRCIO

e P

0-0 1190--00000-0090 AseR
' - echa: 2010-02-23 15:41:29 DepzozooqiggijAu
’ ‘ﬁoﬁ—PMEMEwu Lve. 378 FASENACIC
A';. 414 PRESENTACION  Folios: 94

$egr CONSIGNACTON 1058

DEPGSITANTE TIFG FAGO BANCO CUENTA Ho. PAGD FECHR PGB0 Vr. FAGD

.

CLARKE HODET Y CO. COLOMERECIRD DE CAJA 7006 2970172010 12,103,000,00

figge C ONCEPT O tHARE

CANT. RENTISTICO CONCEPTE TGTAL CONCERTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROFIEDAD 1 99 OTROS SERVCIBS ADHINISTRATIVOS 200,000, 00
TOTAL : $ 200, 800,00

SON:  DOSCIENTOS MIL PESOS

RESPONSABLE :; js:
\/

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXFEDIENTE Ho.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE FAGD SOLD FODRA SER UTILIZADA
COMD FARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGEMTE Y ND FODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGLN RECIRO.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID
NIT & 800174089-2

SUPERINVENDLENCIA DE INDUSTRIAY COMLRCIO

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O — 7.040
FECHA 1 ENERD 29 DE 2010
0-021190- -0
Faﬁa.01002231A4Tﬂ) Deq°0%ﬂmpNUtVASCH
Tra. 11 PATENTEIVI Lve: 378 FASLNACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 94

ik CONSIGNACTION tttns

DEPOSITANTE TIPG PAGD BANCO CUENTA No. PAGD FECHA P&O Vr. FAGO

CLARKE MODET Y CO. COLOHERECIEG DE CAJA Tons  29/01/2010 12, 105,000,900

kigk C 0 N CEP T 0 fhin

CANT. RENTISTICO CONCERTO TOTAL CONCEPTO
1 30005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROFIEDAD 1 35 DTRDS SERVYCIOS ADHINISTRATIVOS 200,600.00
TOTAL $ 200,000.00

SON:  DOSCIENTOS MIL PESQS

RESPONSABLE @

RECIRG DE CAJA AFLICADD AL EXPEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDEMTE DE PARD GOLO PODRA SER UTILIZADA
COMO PARTE DE LA CANCELACION DE UMA TARIFA VIBENTE Y NO FODRA SER
SUSTITUIDA POR MINGUM RECIRO.



SUFERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CONMERCIO

NIT @ 800176089-2

SUPLRINTENDENCIA DL INDUSTRIAY COMLRCIO

T

-021190- -00000-

41 2 NULVASCR
~ha: 2010-02-23 15:41:20  Dep .&_020 DIRNUI
?I_?g.h’?'\ ZPA FENTEIYH Lve: 378 FASLNACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 94

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O — 7.041
FECHA ¢ ENERD 29 DE 2010

ey CONSIBNACTON tind

DEFDSITANTE - TIPG FABD BANCO CHENTA No. PAGD FECKA PGO Vr. PAGO

CLARKE MODET Y L. COLOMERECIBO DE CAJA 7006 29/01/2016 12,105,000,00

a5k £ D N C E P T 0O t1g1g

CANT. RENTISTICO CORNCEPTOD TOTAL CONCEPTO
1 S0003-01-09 OTROS SERVICIOS DBE FROPIEDAD I 99 OTROS SERVCIOS ADHINISTRATIVOS 200, 000, 00
TOTAL $ 200,000.00

S0N:  DOSCIENTOS MIL PESOS

RESPONSABLE—

RECIBO DE CAJA AFLICADD AL EXPEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACIDN DE EXCEDENTE DE PAGD SOLO PODRA SER UTILIZADA
COHD FARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGENTE Y NO PODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGUN RECIRO.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

NIT : BO00176089-2

CERTIFICACION D EXCEDENTE : 1¢G — 11,044 SUPLRINIENDLNGIA DL INDUSTRIA Y COMLRCIO

FECHA : FEBRERD 10 DE 2010 ,ll,lllllLl!!,!’l(!

Fecha: 2010-02-23 15°41-29
Tra. 11 PATENTEIYI
Act. 411 PRESENTACION

g4y CONSIGHACTON #fred

T

21190- -00000-0000

) Dep. 2020 DIR.NULVASCR
Eve: 378 FASLNACIONALI
Folios: 94

CLARKE MODET Y CO. COLOMGCONSIGNACION  BANCD DE BOBOTA 042754387 173604132

tyixx C 0O N C E P T 0 xxxxx

10/02/2010 §8,215,000.00

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

1 50005-01-09 OTRDS SERVICIOS DE PROPIEDAD I 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20,600.00
TOTAL L] 20,000.00

50N: VEINTE MIL PESOS

RESPONSF\BL@

e,

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDEMTE DE PAGD SOLO PODRA SER UTILIZADA
COMO PARTE DE LA CANCELACIOM DE UNA TARIFA VIGENTE Y MO PODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGUN RECIBO.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT @ B00176089-2

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 1O — 11,047 s )
FECHA . FERRERG 10 DE 2010 UPERINFENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMLRGIO

LTI T

-021190- -00000-0000
Fecha: 2010-02-23 15:41:29 Dep. 2020 DIR NULVASCR

Ira. 11 PATENTEIYH Lve: 378 FASLN
Act. 411 PRESENTACION Folios: 94 ACIONAL!

iy CONSTIEBNACTON iR

DEPOSITANTE /\ TIPD PAGD LANCO CUENTA No. PAGO FECHA PGO Vr. PAGO

CLARKE HODET ¥ CO. COLOHECONSIGNACION  DBANCO DE DOGOTA 042734387 1754884132 1070272010 63,213,000,00

fRere C 0 N C E P T O #0XKg

CANT. RENTISTICOD CONCEPTD TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-09 COTROS SERVICINS DE PROFIEDAD 1 99 OTROS SERVECING ADMINISTRATIVOS 20,000,00
TOTAL @ $ 20,000,00

GON: VEINTE MIL PESDS

RESPONSGABLE : j I)

.

RECIBO DE CAJA APLICADOD AL EXPEDIENTE Mo.

ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PAGD GOLD PODRA SER UTILIZADA
COMO PARTE DE LA CANCELACION DT UNA TARIFA VIGENTE ¥ NO PODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGUN RECIBO.



APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DT 5 OCTOERE 1261)

1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

o

THIS PUBLIC DOCUMEN
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AMANDA LIN HAYNES
3. ACTING IN THE CAPACITY OF:

7. BY: R. David Rousssau, NEW JERSEY TREASURER

8. NO: A367051

10. SIGNATURE

Certificaie Number: 1146992210

Verify ihis ceriificaie at
htipe://www staie.nj.us/TY TR SiandingCervISP/Verily_Cerijsp



COLOMBIA

Camvera 111

°23-33 Pico & Bogotd Colombia Tsl: (37 1) 6131088 Ta

2 (57 1) 6250224-Email: info@:larlzinodst.con.co

L s Lo 3 e - = -

BAR ios ~a s 2 i o o e

PODER

Yo (a080iros), abajo firmantz(s)

e 1w (nstro) cardeter d3 ropraccnianiz() legales de ALZA
CORPORATION ’

una 2céizdad orzpnizada y existait? de acusido conlaz leyes 4z
DELAWARE _
v en actual cumplimienis de eu objsio socicl, con duisilic sn 700
Fiubanka Ditve, Vacaville A 95 UsA

por el prajants insimmaito condisro (conferiians) padar expesicl a faver da
DILLA TM.P_[L PODFPIGUEZ DYALEMALT, coi Cidula d: Cind:donda

1lo. 41.654.85% Az Fogotd, y to. 20824 y CLALTIA LUCIA CATO
T AMIEEZ, g C8 Juln de Ciudadaniz 116, 40.017.374 42 Tunja, y tp.
36442, con dowinilic sn Bogotd, Coloiibia, para 4qua actvands ¢ su orden

i nombre del (s 1a) otorgantz le (la) vepreaenten antz coalgqnicr cntidad,
autoridad y/o paroia, cepssirlmenic anis lae 631 ordsi Adminictrativo,
Contznciczo  Adinicirative, Ju-‘licia], Tribunalz Az Asbitromento yo
cualquier otro & do rofer 3t a log dignicri= a suntos:

1) Coliciiar, iramitar, sbizer ylo registear cualquncm ds las modalidadzs de
Propizdad L:dwmal 2l como: pobendas ds dsvencida, modzlos de
utilidad; dis=ion industriale:, varicdade: 1z marcag, lamas, nom
y ennefiar comarcialz y Asumdnacion=s ds origen; aai come sus rensvacio-
N, prorogas, tranefersuciag, cambios ds nombes v/ domicilio, contratoe y
lieracias.

2) Solicitar, tramwitar, obiener y/a rogisisar derezhos do anter, =n cnalquiera
dz sun paccatacionz asi como la protecion ds szreto: indnstrisles y
lmow-how,

3) Solieitar, irandtar, cbitencr Wo regblrar ragisivos sanitarios, pariicne y/o
liecnciay de Bwicionaimizaic; a0l CIMG S SINGVACKNGS O PIOTOZNS,

4) Ejerazr acciones Ao oposiciin, observacidn, rexdames, r'—-:onsidaraciér.,
rspadicion, apslacion, cancsleeidn adminbiradve o jndicial, nulidad,
protezcion al concurtidor, concxidn de liconciar, profeccion dz cexision
induzinale: y d:mdc accionic y resursos wcionadody coin dige
derirado: d3 lod sountos avriba indicadoe y o cordea 43 Ia compztencia
deal=al, ancionm darivadae de la obiencidn o oplotacion de licmcias,
anciones de indomnizacién’ ds paguicics. Tambizi poded(n) intervenir cn
juicioe eivile:, comareiales, panal ait zacioco-administratived, totelae y
de policfs; en aczion: o juicios promovidos por 2l (Ia) mandaste o en
contra 2l (lla) . )

%) Fegistrar notabrs: de Jomindo aniz la witidad compstsnts.

6) En ol gesicio ds 2345 mandaio los wandatario: uriba auncionados
quedrn Dioultados para: concilior, cracclar, fransigir, compromster on
drbitros, desisiir, re3ibiv v iomar posecidn ds I cosa ebj:to Je hbigio y
rennnciar o deaizidr a deseshos concadidi: o 30 irzo de coneszidn, admitic
los hechos del pronzso.

7) Ratifiear 0 ne 12 agencia oficiosa.

2) Asi mimo faculio (faculiaaoa) 2 loc maicionados spoderados para
reoibir notificacion:y y designar apederado: judicialz o zxirajudiciales,
sustituir el present s poder y igvocar lae uztimcione? quz hiciersn.

wart

Dado y frmado a1

POWER OF ATTORNEY

1 (we), the undefsigied
leael vaprazentative(e) of ALZA CORPORATION

ain organization s::ting wader the lawa of DELAWARE

and in precaut czcoution of ils busine: aclivity, domiciled 700 Eubanks
Dirive, Vacaville <A QTENS USA do hasby gramt FOWEER OF
ATTOILEY to DILIA MAFLA T.ODPIGULT T ALEMATY, identiieaiion card
o, 41.854.552 of [ sgoid, and tp. 20324 and CLAULIA LUCIA CATO
TAMIPEZ, ip. 2, identification card 110, 40.017.274 of Tusja, roiding in
Eogotd, Colombia, © act in the ordzr of their appointmsni in behalf of grantor
before any cniicy, suithorily and/or namral or juridical paves, apesially beforz
those 5.dminjs!:r.hvr., Admpd:teative-Conicniions, Tudicial, sibitration courts,
and/or any othar, i all fnatice concning the following:

1) To apply, proczse, obizir and/or raoiﬁl:zr any of the modaliiics of Ldnctital
Propeily, auch a3; Patenie of Tuveaiion, Uliility Modelz; Designs, plant varictizs;
Maitz, Slogans, Trade Mawes wid snblane sad a[pcllatnon_, of Criging 10 well a5
thair ranzwale, aczignmeni, chanaer of name and/or dowicile, agic siveats and
licznges.

2) To apply, proc=2, obtain aid/or ragister copyrighits of auy lsid ax well as
protestion of industrial 372950 or knovr-how.

3) To apply, piocecs, oblain and/os registor sandtary registration:, oporating
authorizations and/or licenees; a2 well ag their renewal: or assigments, changes
of nams and/oi dmmcll?, agrezments and liezazes.

1) To biing aciion. of appozition, obazrvailons, claime, riconsideration, appeal or
legal rauedics, cancellations, sullity, protection to the consuinsr, grznhng of
Kezse, protzcion of trade recrate and oty fotions solated with sighi

Soin ths above mentionsd matizes and againsi the unfair compalilion, actions
riulting fora flic obtaining or cxploitation’ of lieznee:, racovering damag=s
action:. They can alro intervens or paiticipats in Civil, Commercial, Criminal or
Conientions-Admmictenifve  Triale, the aciions for vmit wandaicus, police
actiong; in cciious, laveuils or lidgation: instituicd by the srantor or against him.

5) To i=gistzr domain namca befors the competant cuiity.

&) To the effcet of thiz suandatc the sbove-namzd prozy ar: .’lﬁ]Jqut.‘ fo:
conciliats, conzzl, ceitle, cubmit 16 arb and take

vitraion, withdvaw and to v22an

poazession of the litigation related objsi and waive or renownes the sights arant=d
or i piosie of granting, admit the facie 5f the ease.

7) Ty raiify or noi the officious ageney.

2) 1 (w:) hersby appoint the cfore wentioncd atiomeys with powes to £2361ve
notifieations nd io deziguats judicial and o Lrajudlrnl atioracy:, subctitute this
Powar of Atloiney and o ravol:z such sustitutions.

Granizd and signed at TTEW ERLTIWICI, T TJCA

on thic 4TH

i

alog dias de .
// Yy //
__,lr_//_“g!/ﬁuﬂ'* fi

e
2
7]
=
E
<=

TANT

/O



.3 legitin y oqu

CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuando el solicitante ¢z SOF‘IEDAD)
(Poderes ousigado: six E1 Selvador, Eetadss Unides, Mizicoy Venzzusla)

Aloz dias del nuss dz de
, ol Totaris e snsesibz DATE Ao qus:

1. -
(mombrs 43 la perzona que fisaa =1 poder)

saayor de edad y domiciliado

firmnd de su puiio

y leiva el documcnto quc anicoede.

Conoc: al (ala) oloraanic y que este (1) ootd logalnionte eapacitads
pam 2l otorganiicnio.
3. El olorganic  liz fivmado ol refrids  docomanto  on su cardetsr
de
dz1a parcona uridiza ALZA CORPORATION

4. La citada perzona juridica con ced> 30 700 Eubanks Drivs,
Vacaville CA 95658 USA .

el lCE&llllmll. conctitnida, que {ime actualmsats ictencia
lcgal y que &l acto pais s zual Lo b olorgade eo ponlar eatd comprain
dido entrs o3 Q03 20N stitwyein ou objeto secial.
5. El prorganie tiens cfesiivamanic 1o roprazentacion que octzits, que esta
4 foculiado parva otorgar este podcr
¢. las anleriores cadificaciones de los purdoc 2, 4 y 5, me constan. porqus
he tonidy o la victa los docuriznto: amt&aticos.

ARNGEDA LEL & 7.":"“5'3‘.:‘:"{
NOTARY PUBLIC O MR BTy
fnﬂhb@l!’ﬂ‘.&» VR

1T0TA: A comtimeacion ds lo anierior, 28 Cénenl da Colombia dzbe
autenticar Ia firma dol N c}tario Pablico.

CERTIFICADO  NOTAFIAL  (Cuande el
INDIVIDUO)

solicitanie  es

Alos diaz del mzs dz de
, ¢l Notario que susciibz DA FE ds que:

1.

(manmbre A2 1 persona que fivma 3l poder)

mayor d edad y dowiciliade en
{iirad en su presencia
ol doouncato que antcsols, conoce al vlorgants y quzecte 2atd l\,bn]mm-

. {& capacitado para &l otorgamicnto.

Noiario Fablico
1OTA A continuacidn de lo aiterior, ¢l Consul ds Colotabia debz
avtsaticw Ia fvina dz1 1loiario Fablico.

Para todes 195 demiis pafses ol Seitor Consul de Colombia o ante quicn
se siorgue, debe expedir una certificacion dejandis constancia 1) de la
exisicncia legal de la sociedad, 2) de que esta gjerce actualmente su
objete secial, y 3) Jde que la persona o personas que otor2an ¢l poder
est.m facultadas para hacerls, dejande

conctancia asf mismo de que tuve a la vista las pruehas que acrediten
tales circunctancias,

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBILA
O POR APOSTILLA ’

NOTARIAL CERTIFICATE

{ When the applicant ic a COEPORATION)
Powsiz of atiomay graniad in: E Sabvador, Mezico, U.C. A and Veinsmuala)
Thir S dayof et R |
the nndsicizued Yotary CERTIFIES that:

1. JOSEPH S KENTOFFIO
(naraz of the pecoi who 3ims the powsr of attorney)

of logal 23¢ and domiciled in_{ IEW BLUITISWICT, TN USA sai iz hand on
the foregoing docuraent. '
2. Ths granior is i hiin peronally Fnoem and that hie/she has
uis the documeid.
3. The grantor hay  czenwted  ihe  foragoing documisnl in hiz capacity
of AZTISTANT CECTETATY
of the juridical perzon ALT 4 CORPORATION

zqal capacity to

of 700 Eubanks Driva,

ganid, hae actal spal zadxenes

4. Ths maeationed juridical posoen with placs
Vacaville SA 28638 USA, is duly or;

, md that the ppoces for which he pover of aftomicy Is grantzd avs within ths
aoop2 ol its corpoarals purposes.

3. The granicr has ia fact the vafaired quality and iat hicflor vepreseritation
ic Isgal ond that lez/chs o sinpowersd to grard thie power of attomey.
é.1 h-_wr: bazed the abovz ceridficaton: 2, 4 aind 5, on the sutheniic docusients
which for anel purpose eere exzhibitsd to ma,

Ao L o

t.otary Fullic

LIOTA: Thea the Colombizi Consul must legalize the signame: of ths Hlotary
Fublic.

NOTARIAL CEPTIFICATE ¢ When the applicani ic an INDIVIDUALS)

day of
lotary CEPTI FIEC ﬂnl

(narae of the porzon who cigne the Povsr of Altorncy)

of legal age and domiciled at

cignad 1a hic prosence the  forcaoing
dostinzi, e genior i@ (o hia porconally Inovm and that he/she has lzgal
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe una composicién de liposoma que comprende
liposomas con un compuesto inhibidor de la proteasoma con péptido de acido
5 bordnico atrapado en los liposomas. Mas especificamente, los liposomas que
ti=nen un compuesto de la Formula | ¢ Il atrapados en el compartimento acuoso
interior se cargan con un compuesto peptidico de acido bordnico, para formar un
compuesto de éster boronato dentro del compartimento acuoso liposomal. En
una modalidad, los liposomas tienen un recubrimiento externo de cadenas

10 poliméricas hidréfilas y se utilizan para tratar un tumor sélido en un sujeto.

F3

/8



10

15

FORMULACIONES DE LIPOSOMAS DE COMPUESTOS DE ACIDO

BORONICO

~ CAMPO TECNICO

Se proporciona una composicion de liposomas gue comprende un
cdmpuesto de &cido borénico y, en especial, un compuesto de péptido de acido
borénico. Mas especificamente, se proporciona una composicién de liposomas
que comprands un compuesto de acido bordnico y un compuesto con la Formula

| y/o Il como se define a continuacion.

ANTECEDENTES

Los liposomas, o vesiculas de capa doble de lipidos, son vesiculas
esféricas formadas por capas dobles de lipidos ordenadas concéntricamente que
encapsulan una fase acuosa. Los liposomas sirven como un vehiculo de
suministro para los agentes terapéuticos y de diagnéstico contanidos en la fase
acuosa o en las capas dobles de lipidos. El suministro de drogas encapsuladas en
liposomas pueds= proporcionar una variedad de ventajas, dependiendo del
farmaco, que incluyen, por =jemplo, una disminucién en la toxicidad del farmaco,
farmacocinética alterada, o mejor solubilidad del farmaco. Cuando los liposomas
se formulan para incluir un recubrimiento de supetficie de cadenas poliméricas
hidréfilas, es decir, llamado STEALTH® o liposomas de circulacion prolongada,
ofrece la ventaja de una larga vida de circulacién sanguinea, debido, en parte, a

una =liminacién reducida de los liposomas paor el sistema mononuclear fagocitario.

/9



A menudo es necesaria una vida Gtil extendida para que los liposomas alcancen la
region de destino deseada, o una célula del sitio de inyeccion.

Idealmente, tales liposomas pueden prepararse para que incluyan
un compuesto terapautico o de diagndstico encapsulado (i) con una alta eficiencia
de carga, (ii) en una alta concentracion de compuesto encapsulado y (i) en una
forma estable, es decir, con poca pérdida de compuesto al estar almacenado. Una
clase especialmente interesante de compuestos terapéuticos son los compuestos
de péptido de acido bordnico, que son compuestos de péptidos inhibidores del
proteosoma, «ue contienen un acido a-aminobordnico en el extremo terminal
acidico, v C de la secuencia de peéptidos. Uno de tales compuestos de péptido de
acido horénico es la bortezomiba, antes conocido como PS-341 (VELCADE®,
Millennium Pharmaceuticals, Inc, Cambridge, MA). Bortezomiba es un derivado
dipeptidico del acido bordnico y se sintetizd como un inhibidor de proteosoma
altamente selectivo, potente, reversible, con un K; de 0,5 nmol/l (Adams, Semin.
Cneol. 25(R):513-519 (2001)). Utillizando el cribado in vitro del National Cancer
Institut=, la bartezomiba demostrd citotoxicidad contra un rango de lineas
tumorales (Adams, /) y tuvo actividad antitumoral en préstata humana (Frankel y
otros, Clin. Cancer Res. 5(9):3719-3728 (2000); DiPaola ef al., Hematol. Oncol.
Clin. North Am. 15(8):509-524 (2001)) y modelos de xenoinjertos para cancer de
pulmén (Ovaizu y ofros, Oncol. Rep. 8(4):825-329 (2001)).

Las composiciones de liposomas que comprenden liposomas que
tienen un compuesto de péptidos de acido bardnico inhibidor del proteosoma

encapsulado en &l liposoma, se describen en la solicitud internacional nim. WO
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2006/052734 publicada bajo Patent Cooperation Treaty el 15 de mayo de 2006. El
compuesto de acido borénico &s encapsulado en el liposoma con la forma de un
éster de boronato, posterior a la interaccién con un poliol encapsulado en un
liposoma. En una modalidad, el paliol encapsulado en &l liposoma es un compuesto
monomérico o polimérico que contiene grupos hidroxilo alcohdlicos, en donde el
poliol puede ser un compuesto alifatico, un compuesto anular de diol, un polifenol, o
similares. En otra modalidad, el palicl monomerico incluye aztcares, glicerol,
glicoles, carbohidratos, aminoaziicares (especialmente aminosorbitol), alcoholes de
azlcar, deoxisorbitol, acido glucdnico, acido tartarico, acido galico, etc.

Seria deseable encapsular tales compuestos de péptido de acido
borénico en un portador liposomal. Sin embargo, existen dificultados asociadas
con como cargar de manera sficiente estos dipéptidos relativamente no polares y
retenerlos dentro del liposoma de= forma encapsulada y estable. Mas
especialmente, el tema central se refiere a liposomas preparados a partir de
componentes que mejoran la carga y la retencion de un compuesto de peptido de

acido borénico dentro de los liposomas.

RESUMEN
Por consiguiente, es un objetivo proporcionar una composiciéon de
liposomas que comprende un compuesto de péptido de acido borénico

encapsulado de manera estable en los liposomas.
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Es otro objetivo proporcionar una suspension de liposomas que
tiene un compuesto de péptido de acido borénico encapsulado en los liposomas
en la forma estable de un péptido de éster de horonato.

En una modalidad, se proporciona una composicion de liposomas,

5 que comprende un compuesto de péptido de acido borénico que esta
encapsulado de manera estable en los liposomas, en donde €l compuesto de
péptido de acido bordnico =s un compuesto dipeptidil de acido hordnico. Un
compuesto dipeptidil de acido borénico ilustrativo es la bortezomiba.

En un aspecto, se proporciona una composicién, que comprende

10 liposomas formados a partir de un lipide formador de vesiculas y encapsulado en
tales liposomas, un compuesto de éster de boronato conformado por un

compuesto de péptido de acido borédnico y un compuesto con la Formula |.

Férmulal
15 CH
x~ iy
NH
20 OR,
X=( R0 )
OR,
R,O
RO

22
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endonde X, Y, A, B, E, Ry, Rz, Rz, Rs, Rs, Re y Rz son como se describieron
anteriorments, siempre que Y, Ry, Ro, Rz, Ry y Rs no son cada uno H y cualquier
enantidmeros o diasterecisdmeros.

En otra modalidad, el compuesto con la Férmula | es uno donde Y es
H. Un compuesto ilustrativo s donde Y es H y Ry es H. Otro compuesto ilustrativo
es donde Y es Hy Rz es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es Hy Rz es H.
Otro compu=sto ilustrativo es donde Y es H y R4 &s H. Otro compuesto ilustrativo es
dondea Y &3 Hy Rs es H. Otre compuesto ilustrativo es donde Y es Hy R; es A. En
especial, &l compuesto es donde Y, Ry, Rz, Ry, ResonHy R; es A,

En otra modalidad, el compuesto con la Férmula | s uno en donde Y
es B. Un compuesto ilustrativo =s donde Y es B y Ry s H. Otro compuesto
flustrativo &s donde Y s B y Rz =s H. Otro compuesto ilustrativo es donde Yes By
Rz es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es B y R4 s H. Otro compuesto
ilustrativo es donde Y es By Rs es H. En especial, el compuesto es donde Yes By
Ry, R2, Rz, Ry y Rg son H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es By R; es A. En
especial, =l compuesto es donde Yes By Ry, R, Ry, Rsson Hy R; es A.

En otra modalidad, el compuesto con la Férmula | es uno donde Y
es E. Un compuesto ilustrativo es donde Y es E y Ry s H. Otro compuesto
ilustrativo &s donde Y es E y Rz es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es
E y Rs es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es Ey Ry es H. Otro
compuesto ilustrativo es donde Y es E y Rg s H. Otro compuesto ilustrativo es
donde Y @s E y Rg es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Yes Ey Ry es H.

En especial, =l compuesto as donde Y es Ey Ry, Rz, R;, Ry, Rz, Rg y Ry son H.

2y
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Otro compuesto ilustrativo s donde Y s E y Rz es A, En especial, &l compuesto
es donde Y es Ey Ry, Rz, Ry, Rs, Rg, Rz sonHy R; es A.
En un aspecto, se proporciona una composicion, que comprende
liposomas formados a partir de un lipido formador de vesiculas y encapsulado
5 en tales liposomas, un compueste de éster de boronato conformado por un

compuesto de péptido de acido bardnico y un compuesto con la Férmula Il que

es un dendrimero conjugado.

Formula Il

10
LA'\ ) i,/"\\‘ .
Dendrimero 4\ - A ) n
15 n=3-30
NH
OR,
X=( RO )
OR,
R,0
20
RO

2<
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R,=(H,A)
R,=(H,A)
R,=(H,A)
R,=(H,A)
R,=(H,A)
HO
OH
A= 0]
OH OH

en donde D, X, A, Ry, Rz, Rz, Ry y Rg son como se describieron anteriormente.

En una modalidad, =l compuesto con la Férmula Il es uno en donde el
dendrimero es un dendrimere G4 o G, Un compuesto ilustrativo es donde el
dendrimera es G4. Otro compuesto ilustrative es donde el dendrimero es Ga.

En otra madalidad, el compuesto con la Féormula 1l &s uno donde n
es un entero entre 3 y 30. Un compuesto ilustrativo es donde Ry es H. Otro
compuesto ilustrativo es donde R; es H. Otro compuesto ilustrativo es donde R3
&s H. Otro compuesto ilustrativo es donde Ry es H. Otro compuesto ilustrativo es

donde Rg es H. En especial, &l compuesto es donde Ry, Rz, Rs

™

, Ry Rs son H.
En especial, &l compuesto es un dendrimero conjugado Gz En una modalidad,

el dendrimero Gs tiens 16 grupos amino por molécula.
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En ofra modalidad, los liposomas ademas comprenden un
gradients de ion mas alto en el interior/mas bajo en el exterior. El gradiente de
ion puede ser, por gjemplo, un gradiente d= ion hidrégeno (pH). Cuando el
gradiénte de ion es un gradiente dz pH, €l pH interior de los liposomas puede
gstar entre aproximadamente 7,5-5,5 y el pH del entorno exterior de los
liposomas puede estar entre aproximadamente 6-7.

En otra modalidad, los liposomas ademas incluyen entre
aproximadameante 1-20 pdrc:entaje moelar de una porcion hidréfoba derivada con
un polimera hidréfilo.

En modalidades en donde los liposomas incluyen una porcidon
hidréfoba unida covalentemente a un polimero hidréfilo, un polimero preferido es
el polietilenglicol. Una porcién hidrofoba preferida es un lipido y es,
preferentemente, un lipido formador de vesiculas.

En otro aspecto, se proporciona un método para suministrar un
compuesto de péptido de acido bordnico, que comprende preparar una
suspension de liposomas €n una solucién acuosa, los liposomas que tisnen un
compuesto encapsulado de péptido de acido bordnico unido covalentemente a un
compuesto con la Férmula | é 1l para formar un compuesto peptidil de éster de
horonato y administrar la suspensién de liposomas a un sujeto.

En una modalidad, los lipasomas se administran mediante inyeccidn.

En otro aspecto, se proporciona un meétodo para destruir
selectivamente tejido tumeoral en un sujeto que tenga un tumor, sometido a

radioterapia, que comprende administrar a un sujeto que tenga un tumor,

2r
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liposomas que tengan un péptido de acida borénico encapsulado, unido
covalentements a un compuesto con la Férmula | 6 1l para formar un compuesto
peptidil de éster de boronato y un isétopo de bordn; y someter a tal sujeto a una
terapia de radicacién de neutrones.

En una modalidad, =l isétopo de borén esta en el péptido de acido
borénicc, tal como '°B.

Ademas de los aspectos y modalidades ilustrativos descritos
anteriorments, otros aspectos y modalidades seran aparentes con referencia a las

figuras y mediants el estudio de las siguientes descripciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-1C muestran las estructuras de compuestos de
péptido de acido bordnico ilustrativos; y

la Figura 2 ilustra la carga de un peptido de acido borénico
ilustrativo & un liposoma contra un gradiente de pH de interior mas alto/exterior

mas hajo para la formacién de un éster de horonato dentro del liposoma.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
.  Definiciones

“Compuesto de péptido de acido bordnico” se refiere a un

R, .y OH
R [N Ny Bom
H o R,
n

en donds R', R? y R? porciones seleccionadas independientemente que puaden

compueasto con la forma

o

ser iguales o diferentes entre si y n es de 1-8, preferentemente, de 1-4.

Un “polimero hidrafilo” se refiere a un polimero que tiene alguna
cantidad de solubilidad en agua a temperatura ambiente. Los polimeros
hidréfilos ilustrativos incluyen polivinilpirrolidona, polivinilmetileter,
polim=tiloxazolina, polictiloxazolina, polihidroxipropiloxazolina,
polihidraxipropilmetacrilamida, polimetacrilamida, polidimetilacrilamida,
polihidroxipropilmetacrilato, polihidroxistilacrilato, hidroximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, polietilenglicol, poliaspartamida y secuencias de péptidos
hidréfilos. Los polimeros pueden utilizarse como homopolimeros o como
copolimeros de bloque o alzatorios. Una cadena de polimeros hidréfilos
preferidas es polictilenglicol (PEG), preferentemente, es una cadena de PEG
que tiene un peso molecular entre 500-10.000 daltons, mas preferentemente

entre 750-10.000 daltons, alin con mas preferencia entre 750-5000 daltons.

29
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“Gradiente de pH superior interior/inferior exterior” se refiere a un
gradiente de pH de transmembrana entre el interior de los liposomas (pH mas alto)
y &l medio externo (pH mas bajo) en <l cual los liposomas =stan suspendidos. Por lo
general, =l pH interior del liposoma es por lo menos 1 unidad de pH mas grande
que &l pH dezl medio externo y preferentemente de 2 a 4 unidades mayor.

“Lipnsama encapsulade’ se refizre a un compuesto que se secuestra
en el compartimento acuoso central de los liposomas, en el espacio acuoso entre

las capas daobles de lipidos de los liposomas, o dentro de la capa doble misma.

Il. Farmulacion del liposoma

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion de
liposomas que tiene un compuesto encapsulado de peptido de acido bordnico.
En esta seccion, se describen la composicion de liposomas y el método de

preparacion.

A. Componentes del lipopsoma

Como se observd anteriormente, la formulacion del liposoma esta
conformado por liposomas que contienen un compuesto encapsulado de
péptido de acido borénico. Los compuestos de péptido de acido borénico son
péptidos que contiene un acido c-aminobordnico en el extremo terminal
acidico, o C de la secuencia de péptidos. En general, los compuestos de

peptido de acido bordnico tienen la forma de:

30
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OH

T2
’JUI'"

en donde Ry, Rz y Rz son porciones seleccionadas independientemente que
pueden ser iguales o diferentes entre siy n es de 1-8, preferentemente de 1-4.
También se contemplan compuestos qgue tisnen un residuo de acido aspartico o
acido glutamico con un acidao bordnico como una cadena lateral.
Preferentemente, Ry, Ro vy Rz s& seleccionan independientemente
de hidrégena, alquilo, alceosi, arilo, ariloxi, aralquilo, aralcoxi, cicloalquilo, o
heterociclo; o cualquiera de Ry, Rz y Rs puede formar un anillo heterociclico con
un atomo de nitrégenc adyacents en la cadena principal de péptidos. El alquilo,
incluyendo =l componente alquilo del alcoxi, aralquilo y aralcoxi es,
preferentemente, de 1 a 10 atomos de carbono, con mas preferencia, de 1 a 6
atomos de carbono y puede ser lingal o ramificado. El arilo, incluyendo el
componente arilo del ariloxi, aralquilo y aralcoxi, es preferentemente
mononuclear o binuclear (es decir dos anillos fusionados), con mas preferencia
mononuclear, tal como bencilo, benciloxi, o fenilo. El arilo también incluye un
heteroarilo, es decir un anillo aromatico que tiene uno o mas atomos de
nitrégeno, oxigeno, o azufre en el anillo, tal como furilo, pirrole, piridina, pirazina,
o indol. El cicloalquilo es preferantemente de 3 a 6 atomos 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 un anillode 5a 7
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miembros que tiene de 3 a 6 atomos de carbono. Tales heterociclos incluyen,
por gjemplo, pirrolidina, piperidina, piperazina y morfolina. Cualquier cicloalquiio
0 heterociclo puede combinarse con alquilo; por ejemplo, ciclohexilmetil.

Cualquiera de los grupos anteriores (excluyendo 2l hidrégeno)
pueds ser sustituido con uno 0 mas sustituyentes seleccionados de halégeno,
preferentemente fluoro o clero; hidroxi; alquilo hajo; alcoxi hajo, tal como
metoxi o stoxi; ceto; aldehido; acido carboxilico, éster, amida, carbonato, o
carbamato; acido o éster sulfénico; ciano; amino primario, secundario o
terciario; nitro; amidino; y tic o alquiltio. Preferentemente, el grupo incluye como
maximo dos de tales sustituyentes.

Los compuestos de péptido de acido borénico ilustrativos se
musstran =n las Figuras 1A-1C. Los gjemplos especificos de Ry, Ro y R; que
s& muestran en las Figuras 1A-1C incluyen n-butilo, isobutilo y neopentilo
(alquilo); fenilo o piracil (arilo); 4-((t-butoxicarbonil)amino)butilo, 3-
(nitroamidino)propilo y (1-ciclopentilo-2-ciano)nonilo (alquilo sustituido),
naftilmetil y bencilo (aralquilo); benciloxi (aralcoxi) y pirrolidina (Ra forma un
anillo heterociclico un atomo de nitrégene adyacente).

En general, el compuesto de péptido de acido borénico puede ser
un compuesto monopéptido, dipéptido, tripéptido, o de un péptido de orden
mayor. Otros compuestos de péptido de acido borénico ilustrativos se
describen en las patentes de los Estados Unidos nims. 6.083.903, 6.297.217 y

3.617.317, que se incorporan a la presente como referencia.
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Los péptidos de acido borénico, tales como la bortszomiba, son
derivados de generalmente péptidos de aminoacidos cortos de 2 a 4 que
contienan acido aminobordnico en el extremo acidico, extremo terminal C, de la
secuencia (Zembower y ofros., Int. J. Fept. Protein Res. 47(5):405-413 (1996)).

Debido a la capacidad para formar un complgjo de borato tetrahédrico estable

entrz el grupo de acido bordnico y la porcién de serina o histidina del sitio activo,

los peéptidos de acido bordnico son poderosos inhibidores de la serina-proteasa.
Esta actividad a menudo ss mejorada y hecha altamente especifica hacia una
proteasa particular, variando la secuencia de= los péptidos de acido borbdnico &
introduciendo residuos ds aminoasidos no naturales y otros sustituyentes. Esto
lleva a la seleccidon de péptidos de acido bordnico con una poderosa actividad
antiviral ((Priestley, E.S. y Decicco, C.P., Org. Lett. 2(20):3095-3097 (2000);
Bukhtiyarova, M. y otros, Antivir. Chem. Chemaother. 12 (6):367-73 (2001);
Archer, S.J. y atfras. Chem. Bial. 9(1):79-92 (2002); Pristley, E.S. y ofros, Bioorg.
Med. Chem. Lett. 12(21):3199-202 y citotdxicas (Teicher, B.A. y ofros, Clin.
Cancer Res., 5(9):2628-45 (1999); Frankel y otros, Clin. Cancer Res. 5(9):3719-
28 (2000); Lightcap, E.S. y ofras, Clin. Chem. 43(5).873-83 (2000); Adams, J.,

Semin. Oneol., 23(8):613-19 (2001); Cusack, J.C., Jr. y atros, Cancer Res.

B1(9):2535-40 (2001); Shah, S.A. y atros, J. Cell. Biochem. S2(1):110-22, (2001);

Adams, J., Curr. Opin. Chem. Biol. 3(4):492-500 (2002); Orlowski, R.Z. y Dees,
E.C., Breast Cancer Res. 5(1):1 -7 (2002); Orlowski, R.Z. y otros, J. Clin. Oncol.
20(22):4420-27, (2002); Schenkein, D., Clin. Lymphoma 3(1):49-55 (2002); Ling

y. H. y atros, Clin Cancer Res 9(3): 1145-54 (2003)). Estos derivados tienen los
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mismos problemas que otros péptidos cortos, mas notablemente una holgura
muy rapida y la incapacidad para llegar al lugar de destino in vivo.

Muchos compuestos de péptido de acido borénico no tienen un grupo
amino faciimente ionizable, o son muy polarss y, por lo tanto, son dificiles de cargar
en un liposoma utilizando los procedimientos de carga remota convencionales,
descritos anteriormente. Por lo tanto, se ha disefado un método de carga para
compuestos de péptido de acido bordnico, para proporcionar una formulacién del
liposoma donde el compuesto de péptido de acido borénico es encapsulado en el
liposoma =n la forma de un péptido ds éster de boronato, como se describira ahora
con respecto a la Figura 2. La Figura 2 muestran un liposoma 10 que tiene una
membrana de dos capas de lipidos representada por una Unica linea continua 12,
Se apreciara gue en liposomas multilaminares, la membrana de dos capas de
lipidos esta conformada por multiplss capas dobles de lipidos con espacios
acuoses intercalados. El lipesoma 10 esta suspendido en un medio externo 14, en
donde 2l pH del medio externo &s menor que aproximadamente 7,0, generalmente,
entre aproximadamente 5,5y 7,0, mas generalmente, entre 6,0y 7,0. El Iipos:oma
10 tiene un compartimiento acuoso interno 16 definido por la membrana de dos
capas de lipidos. Encapsulade dentro del compartimiento acuoso interno esta un
compuesto 13, preferentemente, un compuesto con la Férmula 1. El compuesto con
la Férmula | es, preferentemente, una porcién gue tiene mdltiples funcionalidades
hidroxilo y compuestos ilustrativos se proporcionan a continuacion. El pH del
compartimi=nto acuoso interno es preferentements mayor que aproximadamente

7,0, con mas preferencia, entre 7,1 y 9,0, adn con mas preferencia entre 7,5y 8,5.
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También encapsulado en el liposoma esta un compuesto de
péptido de acido borénico, representado =n la Figura 2 por la bortezomiba. La
bortezomiba tambi#n se muestran en el medio acuoso externo, antes de pasar
a través de la membrana de dos capas de lipidos. En el medio acuoso externo,
el compuesto no esta cargado, debido al medio levemente acidico. En su
estado sin carga, el compuesto esta libremente permeable a través de las dos
capas de lipidos. La formacién de un éster de boronato cambia el equilibrio
para producir un compuesto adicional para permear desde €l medio externo a
través de las dos capas de lipidos, produciendo la acumulacién del compuesto
en el liposoma. En otra modalidad, el pH mas bajo en el medio de suspensiéon
externo y el pH algo mas alto en el liposemal interior, combinado con el agente
formador de complejos dentro del liposoma, induce una acumulaciéon de
férmaé:o en ¢l compartimiente acuoso interno del liposoma. Una vez dentro del
liposoma, el compussto reacciona con el agente formador de complejos para
formar un éster de boronato. El éster de boronato es esencialmente incapaz de
cruzar la dos capas del liposoma, por lo qus el compuesto de drogas, en la
forma de un éster de boronato, se acumula dentro del liposoma.

La concentracidn del agente formador de complejos dentro de los
liposomas es preferentemente tal que la concentracién de los grupos cargados,
por ejemplo, grupos hidroxilo, es mayor que la concentracién del compuesto de
acido borénico. En una compesicion que tizne una concentracion final de farmaco
de 100 mM, por sjemplo, la concentracion interna del compuesto de los grupos de

carga de polimeros sera, por lo general, por lo menos asi de grande.
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El agente formador de complejos esta presente en una concentracion
interna alta/externa baja; que s, que hay un gradiente de concentracién del agente
formador de complejos a lo largo de la membrana de dos capas de lipidos del
liposoma. Si =l agente formador d= complejos esta presente en cantidades
significativas =n la fase a granzl externa, el agents formador de complejos
reacciona con &l compuesto de péptido de acido horénico en €l medio externo,
disminuyendo la acumulacién del compuesta dentro del liposoma. Por lo tanto,
preferentements, los liposomas se& preparan, como se describe a continuacion, de
forma tal que la composicién esté sustancialmente libre de agente formador de
complejos n la fase a granel (fuera de la fase acuosa).

Entre diferentes moléculas que son adecuadas como agentes
formadores de complejos, estan los compuestos con la Férmula | 6 I, descritos
anteriormente. Los compuestos con la Férmula | 6 |l a partir de ésteres de
boronato. Se contempla que las diferencias de reactividad entre los compuestos
con la Férmula | 6 1l pueden utilizarse para preparar la Formulacion de liposomas
con un gradiente de fuerza de encapsulamiento, asi ajustando las caracteristicas
de liberacidn de drogas. En general, la fusrza de retencion de los reactivos

formadoras de complejos se relaciona con &l p2so molecular y las propiedades

hidréfobas de los rzactivos formadores de complejos. Los pesos moleculares altos

y la menar propiedad hidréfoba de los reactivos formadores de complejos brinda

una retencion mas prolongada del o los compuestos de péptido de acido borénico.

En una modalidad, &l compuesto con la Férmula | s uno donde Y es

H. Un compuesto ilustrativo es dande Y s Hy Ry es H. Otro compuesto ilustrativo
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&s donde Y es Hy Rz &s H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es Hy R; es H.
Otro compuesto ilustrativo es donde Y es H y R4 s H. Otro compuesto ilustrativo es
donde Y es Hy Rg es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Yes Hy Rz es A. En
especial, =l compuesto es donde Y, Ry, Rz, Riy, Rsson Hy Rz es A.

5 Los compuestos con la Férmula | donde Y es H, estan disponibles
comercialments o se preparan de acuerdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 1.

En otra modalidad, &l compuesto con la Férmula | s uno donde Y
es B. Un compu=sto ilustrativo es donde Y s B y Ry &s H. Otro compuesto

10 ilustrativo =s donde Y es B y Rz es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es B
¥y Rz s H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y &s B y Rs s H. Otro compuesto
ilustrativo es donde Y s By Rg &5 H. En esp=cial, el compuesto es donde Y es B
y Ry, Rz, Rs, Ry y Rz son H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es By Rz es A.
En especial, =l compuesto es dond=zYes By Ry, R;, Ry, Re son Hy Rz es A.

15 Los compuestos con la Férmula | donde Y es B estan disponibles
comercialmente o se preparan de acuerdo con el procedimiento descrito en los
Ejemplos 2-3.

En otra modalidad, el compuesto con la Féormula | es uno donde Y es
E. Un compuesto ilustrativo es donde Y s E y Ry es H. Otro compuesto ilustrativo

20 esdonde Y es EyR: es H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es Ey R; es H.

Otro compuesto ilustrativo es donde Y es E y R4 es H. Otro compuesto ilustrativo es

donde Y &s E y Rs @s H. En especial, el compuesto es donde Y es Ey Ry, Rz, Rs,
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Ry Rs son H. Otro compuesto ilustrativo es donde Y es E y R; es A. En especial, el
compuesto es donde Y es Ey Ry, Rz, Ry, Re son Hy Rz es A.

Los compuestos con la Farmula | donde Y es E estan disponibles
comercialments o se preparan de acusrdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 5.

En una madalidad, el compuesto con la Formula Il €s uno donde el
dendrimere s un dendrimero Gy 0 Ga. Un compuesto ilustrativo es donde el
dendrimere s G4. Otro compuesto ilustrativo es donde el dendrimero es Go.

En otra modalidad, &l compuesto con la Férmula 1l s un dendrimero
conjugado. Un compuesto ilustrativo es un compuesto de D donde n es un entero
de aproximadamentes 3 a aproximadamente 30. Un compuesto ilustrativo es donde
Ry &s H. Otro compuesto ilustrativo es donde Rz es H. Otro compuesto ilustrativo es
donds R &s H. Otro compuesto ilustrativo &s donde R4 s H. Otro compuesto
ilustrativo es donde Rs s H. En especial, el compuesto es donde Ry, Rz, Rz, Riy Rs
son H. En aspecdial, el compuesto es un dendrimero conjugado G.. En una
madalidad, =l dendrimero G; tiene 16 grupos amino por molécula.

Los compuestos con la Formula Il estan disponibles comercialmente
0 s& preparan de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 4.

Los liposomas en la compaosision estan compuestos principalmente
de lipidos formadores de vesiculas. Tal lipido formador de vesiculas es uno que
se pueds formar espontansamente en vesiculas de dos capas en agua, como se
gjemplificd con les fosfolipidos, con su porcidn hidréfoba en contacto con la

regidn interior, hidréfoha de la membrana de dos capas y su porcion principal del
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grupe orientado hacia la superficie exterior, polar de la membrana. También
pueden utilizarse en los liposomas, lipidos capaces de ser incorporados de
man=ra estable en capas dobles de lipidos, tales como el colesterol y sus

diferentes analogos. Los lipidos formadores de vesiculas son preferentemente

un grupo principal, polar o no polar. Existe una variedad de lipidos sintéticos
formadores de vesiculas y lipidos formadores de vesiculas de origen natural,
incluyendo los fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
acido fosfatidico, fosfatidilinositol y esfingomizlina, donde las dos cadenas de
hidrocarburos, por lo general, estan entre aproximadamente 14 y 22 dtomos de
carbono de longitud y tienen diferentes grados de insaturacion. Los lipidos y
fosfolipidos descritos anteriormente, cuyas cadenas acilo tienen diferentes
grados de saturacion, se pueden obtener comercialments o preparar de acuerdo
a méetodos publicades. Otros lipidos adecuados incluyen glicolipidos,
cerebrosidos y esteroles, tales como colesterol.

El lipido formador de vesiculas se puede seleccionar para lograr un
grado especifico de fluidez o rigidez, para controlar la estabilidad del liposoma en
suera y/o para controlar la velocidad de liberacién del agente encapsulado en el
liposoma. Los liposomas que tienen una capa doble de lipido mas rigida, o una
doble capa cristalina liquida, se logran mediante la incorporacion de un lipido
relativamente rigido, por ejemplo, un lipidoe que tiene temperatura de transicion de
fase relativamente alta, por ejemyplo, hasta 60 °C. Los lipidos rigidos, es decir,

saturados, contribuyen a una mayor rigidez de membrana en la capa doble del
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lipido. También se conoce que otros componentes del lipido, tal como el
colesteral, contribuyen a la rigidez de la membrana en las estructuras de doble
capa de los lipidos. Por otro lado, la fluidez del lipido se logra incorporando un
lipido relativamente fluido, por lo general, uno tiene una fase de lipido con una
temperatura de transicion de fase cristalina liquida a liquida relativamente baja,
por ejempalo, a o por debajo de temperat‘ura amhiente.

Los liposomas pueden incluir opcionalmente un lipido formador de
vesiculas unido covalentemente a un polimero hidréfilo. Como se ha descrito, por
gjemplo en la patents de los Estados Unidos ndm. 5.013.556, incluir tal lipido
derivado de polimero en la composicion de liposomas forma un recubrimiento de
superficie de cadenas polimericas hidrofilas alrededor del liposoma. El
recubrimiento de superficie de cadenas polimericas hidréfilas es efectivo para
aumentar 1a vida Gtil de la circulacién sanguinea in vivo de los liposomas, cuando
se compara con liposomas que ne tienen tal recubrimiento. Los lipidos derivados
de polimeros conformados por metoxi(polistilenglicol) (MPEG) y una
fosfatidilztanolamina (por efemplo, dimiristoil fosfatidiletanolamina, dipalmitoil
fosfatidiletanclamina, distearoil fosfatidiletanolamina (DSPE), o dioleoil
fosfatidiletannlamina) se pueden obtener de Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
AL) a diferentes pesos molzculares de mPEG (350, 550, 750, 1000, 2000, 3000 y
5000 Daltons). Los lipopolimeros de mPEG-ceramida también pueden comprarse
de Avanti Polar Lipids, Inc. La preparacion de conjugados de lipido-polimero
tambizn se describe en la bibliegrafia, consulte las patentes de los Estados

Unidos nums. 5.331.013, 5.5853.001 y 5.012.553; Zalipsky, S. y ofros, Bioconjugate
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Chem. 2111 (1997); Zalipsky, S. y ofros, Meth. Enzymol. 287:50 (2004). Estos
lipopolimeros pusden prepararse como materiales bien definidos, homogéneos,
de alta pureza, con minima dispersién del peso molecular (Zalipsky, S. y ofros.,
Bioconjugate Chem. &:111 (1997);, Wong, J. y ofros., Science 275:820 (1997)). El
lipopolimero también puede ser un lipopolimero “neutro”, tal como un conjugado
de polimero-distearoil, como se describe en la patente de los Estados Unidos
nam. 6.536.001, incorporada a la presents como referencia.

Cuando se incluye un conjugado lipido-polimero en los liposomas,
por lo general, entre 1y 20 de porcentaje molar del conjugado de lipido-
polimero &3 incarporado en la mezcla total de lipidos (consulte, por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos nim. 5.013.55R).

Ademas, los liposomas pueden incluir un lipopolimero modificado
para incluir un ligando, que forma un conjugado de lipido-polimero-ligando, también
llamado en la presents como ‘conjugado de lipopolimero-ligando’. E! ligando puede
ser una molécula teraputica, tal como un farmaco o una molécula biolégica que
tiene actividad in vive, una molécula de diagnédstico, tal como un agente de
contraste o una molécula biolégica, o un agent= orientado qu= tiene afinidad de
unidn para un companero de unidn, preferentements un compaiiero de union sobre
la supeificie de una célula. Un ligando preferido tiens afinidad de unién con la
superficie de una célula y facilita la entrada del liposoma al citoplasma de una célula
a través de internalizacidén. Un ligando presents en liposomas que incluye tal
lipopolimero-ligando esta orientado hacia afuera de la superficie del liposoma 'y, por

ello, esta disponible para la interaccién con su receptor cognado.
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Las métodos para unir ligandos a lipopolimeros son conocidos, donde
el polimero puede ser funcionalizado por reaccion posterior con un ligando
seleccionado (patente de los Estados Unidos nim. 6.180.134; Zalipsky, S. y ofros,
FEES Lett. 355371 (1994); Zalipsky, S. y ofros, Bioconjugate Chem. 4:296 (1993);
Zalipsky, 8.y otros, J. Control. Rel. 39:183 (1996); Zalipsky, S. y ofros, Bioconjugate
Chem. 3(2)1 11 (1997); Zalipsky, S. y ofras, Meth. Enzymol. 387:50 (2004)). Los
conjugados polimero-lipido funcionalizados, también pueden obtenerse
comercialmente, tal como los conjugados PEG-ipido funcionalizados en el extremo
(Avanti Polar Lipids, Inc.). El enlace entre &l ligando y el polimero puede ser un
enlace covalents estable 0 un enlace desprendible que se corta en respuesta a un
estimulo, tal como un cambio de pH o la presencia de un agente reductor.

El ligando pusde ser una molécula que tiene afinidad de unidén con un
receptor celular o con un patégeno circulante en la sangre. El ligando también
puede ser una molécula terapéutica o de diagnéstico, en especial, moléculas que
cuando se administran en forma libre tienen una corta vida de circulacion en la
sangre. En una modalidad, el ligando es un ligando biolégico y, preferentemente, es
uno que tiene afinidad de unién con un receptor celular. Ligandos bioldgicos
ilustrativos son las moléculas que tiene afinidad d= unién con receptores para CD4,
folato, insulina, LDL, vitaminas, transferrina, asialoglicoproteina, selectinas, tales
como selectinas E, Ly P, FIk-1,2, FGF, EGF, integrinas, en especial, a3 afz,
s, e integrinas, HER2 y otras. Los ligandos incluyen proteinas y peptidos, que
incluyen anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, tal como F(aly’)2, F(ab)2, Fab’,

Fab, Fv (fragmentos que consistzn en las regiones variables de las cadenas
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pesadas y livianas) y scFv (moléculas de polipéptidos recombinantes de cadena
Gnica, en la cual las regiones variables liviana y pesada estan conectadas por un
ligador de péptido) y similares. El ligando también puede ser una molécula pequeia
peptidomimética. Se apreciarad que un receptor de superficie celular, o un fragmento
de éste, puede servir como =l ligando. Otros ligandos orientados ilustrativos
incluyen, pero no se limitan a, moléculas de vitamina (por ejemplo, biotina, folato,
cianocobalamina), oligopéptidos, oligosacaridos. Otros ligandos ilustrativos se

presentan en las patentes de los Estados Unidos nims. 6.214.388, 6.316.024,

6.056.973 y 6.043.094, que se incorporan a la presente como referencia.

B. Preparacion de la formulacién del liposoma

Un compuesto de péptido de acido hordnico se acumula 'y
encapsula en los liposomas mediante la formacion de un éster de boronato entre
las funcionalidades hidroxilo sobre un compuesto de liposoma encapsulado con
la Formula | y el compuesto de acido bordnico (Eggert, H. y otros, J. Org. Chem.
64:2546-52 (1999)). En sintesis, un compuesto con la Formula | que contiene
multiples funcionalidades hidroxilo esta dispuesto dentro de los liposomas, el
compuesto de péptido de acido borénico se difunde a lo largo de la membrana
de dos capas de lipidos del liposoma y se forma un éster de boronato,
encapsulando el compueste de péptido de acido borénico en el liposoma.

En una modalidad, el proceso &s iniciado por el pH, en donde un
pH mas bajo (por sjemplo pH 6-7) fusra del liposoma y un pH algo mas alto (pH

7,5-2,8) en el interior del liposoma, combinado con la presencia de un

43



1

1Y

N

0

26

compuesto con la Farmula | 6 |, induce una acumulacién y la carga del
compuesto. En esta modalidad, la composicion se prepara formulando
liposomas que tienen un gradiente interior mas alto/exterior mas bhajo de un
compuesto con la Férmula | é 1l Se prepara una solucidén acuosa del
compuesto con la Formula | & |l, seleccionada como se describio
antzriorments, a la concentraciéon deseada, determinada como se describié
antsriormente. Se prefiere que el compuesta con la Férmula | 6 11, cuando esta
&n solucidn, t=nga una viscosidad adecuada para la hidratacién del lipido,
descrita a continuacién. El pH del compuesto de solucién acuosa con la
Férmula | & 1l es, preferentemente, mayor que aproximadamente 7,0.

El compuesto acuoso con la solucion de Formula | 6 |l se utiliza
para la hidratacion de una pelicula de lipido seca, preparada a partir de la
mezcla deseada de lipidos formadores de vesiculas, lipidos no formadores de
vesiculas (tales como colesterol, DOPE, etc.), lipopolimeros, tales como mPEG-
DSPE y cualquier otro componente de lipido de dos capas. Una pelicula de
lipidos seca se prepara disolviendo los lipidos seleccionados en un solvente
adecuado, por 1o general, un solvente organico volatil y evaporando el solvente
para dejar una pelicula seca. La pelicula de lipidos seca se hidrata con una
solucidn que contiene =l compuesto con la Férmula |1 6 I, ajustada a un pH
mayor que aproximadamente 7,0, para formar liposomas.

Los Ejemplos 1-5 describen preparaciones de liposomas compuestos
de fosfatodicolina (PC) del lipido d= los huevos, colesterol (CHOL) y

distzarolfosfatidil etanolamina derivado de polietilenglicol (PEG-DSPE). Los lipidos,
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a una tasa molar de 10:5:1 PC.CHUOL:PEG-DSPE se disuelven &n cloroformo y el
solvente se evapora para formar una pelicula de lipidos. La pelicula lipidica se
hidrata con una solucién acuosa de alcohol polivinilico, pH 7,5, para formar
lipasomas con el compuesto de la Férmula | & 1l atrapado dentro.

Después de la formacion de liposoma, los liposomas pueden
adaptarse para obtener una poblacién d= liposomas con un rango de tamario
sustancialmente homogéneo, por lo general, entre aproximadamente 0,01 a
0,5 micrones, con mas preferencia, entre 0,03-0,40 micrones. Un método efectivo
de dimensionamiento para REV y MLV involucra la extrusion de una suspension
acuosa de los liposomas a través de una serie de membranas de policarbonato
con un tamana de poro uniforme seleccionado en &l rango de 0,03 a 0,2 micrones,
por lo general 0,05, 0,08, 0,1, 0 0,2 micrones. El tamaiio del poro de la membrana
corresponde aproximadaments a los tamaios mas grandes de liposomas
producidos por la extrusion a través de esa membrana, particularmente en donde
la preparacian s extrudida dos o mas véces a través de la misma membrana. Los
métodos de homogeneizacion son Gtiles ademas para reducir el tamario de los
liposomas a tamaiios de 100 nm o menores (Martin, F. J., en Specialized Drug
Deliveny 8y stems — Manufacturing v Froduction Technolagy, P. Tyle, Ed., Marcel
Dekker, New York, pp. 2G7-316 (1990)).

Después del dimensionamiento, un compuesto en fase a granel no
encapsulado de la Formula | & 11 s eliminadao mediante una técnica adecuada, tal
como dialisis, centrifugacion, cromatografia d= exclusion de tamaiio o intercambio

de iones para lograr una suspension de liposomas con una alta concentracion de
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compuesto de la Formula 1 6 Il dentro y, de preferencia, poco a ningin compuesto

de la Formula | & Il fuera. Tamhién después de la formacion de liposoma, se ajusta
la fase externa de los liposomas, mediante valoracion, didlisis o lo similar, hasta un
pH de menos de aproximadaments 7,0.

El compuesto peptidico de acido bordnico a ser atrapado se agrega
luego a la dispersidn de liposoma para la carga activa en los liposomas. La cantidad
de compuesto ds péptido de acido bordnico agregado puede determinarse a partir
de la cantictad total d= farmaco a ser encapsulado, asumiendo 100 % de eficiencia
de encapsulacion, &s decir, en donde todo el compuesto agregado es cargado
eventualmente &n los lipesomas =n forma de éster horonato.

La mezcla del c;on1pﬁesto y la dispersion de liposoma se incuban en
condiciones que permitan la captacion del compuesto mediante los liposomas a una
concentracion de compuesto qus s varias veces la del compuesto en el medio a
granel, como se evidencia por la formacion de precipitado en los liposomas. La
dltima puede confirmarse, por éjemplo, mediante un microscopio lectrénico
estandar o técnicas de difraccion de rayos X. Por lo general, la incubacion se lleva a
cabo a una temperatura elevada y, de preferencia, por encima de la temperatura de
transicion de la fase T, de los lipidos liposoma. Para los lipidos en la fase de
transicion alta con T, de 50 °C, por jemplo, la incubacion puede llevarse a cabo a
entre 55-60 °C. El tiempo de incubacion pueds variar de entre una hora 0 menos
hasta 12 horas o mas, dependiendo de la temperatura de incubacion.

Al final de esta etapa de incubacién, la suspension puede tratarse

ademas para remover el compuesta libre (no encapsulado), por 2jemplo.,

Yg
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usando cualquiera de los métodos mencionados anteriormente para remover el
polimero libre de la dispersion de liposoma inicial que contiene el compuesto
atrapado de la Férmula 1 6 1.

Los Ejemplos 1-5 describen un metodo para preparar liposomas
fue comprenden un compuesto de acido bordnico y un compuesto de la Férmula
| 6 Il en forma de éster boronato, en donde =l compuesto de la Férmula 1 6 1l es
un agente formador de complgjos. En estos sjemplos, se prepara una pelicula
lipidica delgada de PC de huevo y colesterol. La pelicula lipidica se hidrata con
una solucién de un compuesto de la Féormula | 6 Il para formar liposomas con un
compuesto de la Férmula | 6 Il atrapado en el compartimento acuoso interno. Un
compuesto no encapsulado de la Formula | 6 1l es eliminado mediante una
técnica adecuada, tal como didlisis, centrifugacién, cromatografia de exclusion
de tamanio o intercambio de iones para lograr una suspension de liposomas con
una alta concentracidn de compuesto dentro de la Formula 1 6 1l y, de
preferencia, poco a ningun compuesto fuera de la Formula | 6 Il. Luego, se
agrega =l compuesto peptidico de acido bordnico deseado al medio externo. El
compuesto en su estado no ionizado es libremente permeable a través de las
bicapas lipidizas liposomales. Una vez dentro de los liposomas, &l compuesto
reacciona con el compuesto atrapado de la Férmula | 6 Il para formar un éster
boronato, desviando el equilibrio hacia el pasaje de mas farmaco a través de la
bicapa lipidica. De esta forma, &l compuesto de acido borénico peptidico se

acumula en los liposomas y fqueda atrapado de forma estable alli.
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Las formulaciones de liposoma que incluyen un conjugado de
destino lipido-polimero-ligando pueden prepararse mediante varios métodos. Un
método involucra la preparacion de vesiculas lipidicas que incluyen un derivado
polimérico-lipidico funcionalizado; es decir, un conjugado lipido-polimero en
donde el extramo del polimerd libre es reactivo o “activado” (ver, por ejemplo,
fas patentes de los Estados Unidos. nims. G.3238.353 y 6.132.763). Dicho
conjugado activado se incluye en la composicion de liposoma y los extremos del
polimero activado reaccionan con un ligando de destino después de la formacion
de liposoma. En otro metodo, &l conjugado lipido-polimero-ligando se incluye en
la composicidn lipidica al momento de la formaciéon de liposoma (ver, por
efemplo, las patentes de los Estados Unidos. ndms. 6.224.903 y 5.620.689). Aun
en ofro mé&todo, una solucion micelar del conjugado lipido-polimero-ligando es
incubada con una suspension de liposomas y el conjugado lipido-polimero-
ligando se inserta en‘los liposomas preformados (ver, por egjemplo., las patentes

de los Estados Unidos. nims. 5.055.973 y 3.3153.024).

1. Meétodos de uso

La formulacién de liposoma con un compuesto de acido borénico
peptidico atrapado en forma de un éster boronato se utiliza para el tratamiento de
pacientes con tumores. En madalidades en donde el compuesto de acido bordnico
peptidico incluye un isétopo de horo, la formulacién de liposoma puede utilizarse

para la terapia por captura neutrénica de bhoro. Ahora se describiran estos usos.
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A. Tratamiento de tumores

Los compuestos de acido borénico se encuentran en la clase de
farmacos denominados inhibidores de la proteasoma. Los inhibidores de la
proteasoma inducen la apoptosis de células por su habilidad para inhibir la
actividad proteasoma celular. Mas especificamente, en las células eucariotas, la
via ubiquitina-proteasema es la via 6entral para la degradacion proteica de las
proteinas intracelulares. Las proteinas son inicialmente enfocadas para la
proteclisis mediante la adhesidn de una cadena poliubiquitina, y luego
rapidamente degradadas a pequeios péptides med_iante la proteasoma, y se
libera y recicla la ubiquitina. Esta via proteolitica coordinada depende de la
actividad sinergistica del sistema conjugado de ubiquitina y de la proteasoma 26S.
La proteasoma 26S s un gran complejo de multiples subunidades (1500-

2000 kDa) presente en el nucleo y el citoplasma de los eucariotes. El nucleo
catalitico de este complejo, denominado proteasoma 20S, es una estructura
cilindrica que consiste en cuatro anillos heptaméricos que contienen a -y -
subunidades. La proteasoma &s una proteasa treonina, la treonina N-terminal de
la B-subunidad proporciona el nucledfilo que ataca al grupo carbonilo del enlace
peptidico en proteinas de destino. Al menos tres actividades proteoliticas distintas
se asocian con la proteasoma: quimotriptica, triptica y peptidilglutamil. La habilidad
para reconocer y aglutinar sustratos poliubiquitinados es conferida por las
subunidades 195 (PA700), que se aglutinan a cada extremo de la proteasoma
20S. Las subunidades adicionales despliegan sustratos y los alimentan en el

complejo catalitico 205, a la vez que remueven las moléculas de ubiquitina
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adheridas. Tanto el acoplamiento de la proteasoma 26S y la degradacion de los
sustratos proteicos son dependientes de ATP (Almond, Leukemia 16:433 (2002)).

El sistema de protzasoma ukbiguitina- regula varios procesos
celulares mediants la degradacion coordinada y temporal de las proteinas. Al
controlar los niveles de varias proteinas celulares clave, la proteasoma actua
como regulador del crecimiento celular y la apoptosis e interrupcion de su
actividad tiens profundos efectos en el ciclo celular. Por ejemplo, la apoptosis
defectuosa esta involucrada en la patogénesis de varias enfermedades que
incluyen ciertos canceres, tales como la leucemia linfocitica créonica de células B,
en donde hay una acumulacién de celulas tumorales quiescentes.

Los inhibidores de la proteasoma como una clase de compuestos en
general actian inhibiendo la degradacién proteica mediante la proteasoma. La
clase incluye péptidos aldehidos, péptido vinilo sulfonas, que actian ligandose y
directament= inhibiendo los sitios activos dentro del ndcleo 20S de la proteasoma.
Los péptidos aldehidos y péptidos vinilo sulfonas, sin embargo, se ligan a la
particula d= nuclzo 208 de forma imzversible, de modo que la actividad
proteclitica no pueda restaurarse después de su remocion. En contraste, los
compuestos peptidicos de acido bordnico confieren inhibicion astable de la
proteasoma, incluso se disocian lentamente de la proteasoma. Los compuestos
peptidicos de acido borénico son mas potentes que sus analogos peptidicos
aldehidos, y actiian mas especificaments ya que la interaccidén débil entre boro y
sulfuro significa que los boronatos péptidicos no inhiben las tiol proteasas

(Richardson, P.3., et al.,, Cancer Control. 10(5):3611, (2003)).
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La exposicion de una variedad de lineas celulares derivadas de
tumores a los inhibidores de la proteasoma dispara la apoptosis, probablemente
como resultade de efectos en varias vias, incluso proteinas reguladoras del ciclo
celular, pa3, y factor nuclear kappa B (NFrB) (Grimm, L.M. y Osborne, B.A., Results

Probl. Cell. Differ. 22:209-23 (1999); Orowski, R.Z., Cell Death Differ. 6(4):303-13

|l\.)

(1999)). Muchos de los estudios iniciales que documentan la apoptosis mediada por
el inhibidor de proteasoma usaron células de origen hematopoyético, incluso
monoblastos (Imajoh-Ohmi, S. et al., Biocchem. Biophys. Res. Commun.
217(3)1070-77 (1995)), T-cell and lymphocytic leukemia cells (Shinohara, K. &t al.,
Eiochem. J. S17(Pt 2):385-88, (1993)), lymphoma cells (Tanimoto, Y. et al., J.
Eiachem. (Tokyo) 121(3):542-4¢ (1997)), y promyelocytic leukemia cells (Drexler, H.
C., Froc. Natl, Acad, Aci. U.S.A. 94(3):855-50 (1997). La primera demostracion de
actividad antitumoral in vivo de un inhibidor de la proteasoma utilizé un modelo de
linfoma xenoinjerto humano (Orlowski, R.Z. &t al., Cancer Res 58(19).4342-48
(1993)). Ademas, se informé que los inhibidorzs de la proteasoma inducian la
apoptosis preferencial del linfoma derivado del paciente (Orlowski, R.Z. ef al.,
Cancer Res 53(19):4342-48 (1992) y células leucémicas (Masdehors, P. et al,, Br. J.
Haematol. 105(3):752-57 (1999)) y para inhikir, preferentemente, la proliferacion de
multiples cElulas de mieloma (Hideshima, T. et al., Cencer Res., 61(7): 3071-76
(2001)) con un relativamente escasas células de control, no transformadas. De este
mode, los inhibidores de la protsasoma son particularmente Utiles como agentes

terapéuticos en pacientes con neoplasias hematoldgicas refractarias.
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En una de las modalidades, una formulacién de liposoma que
comprende un compuesto de péptido de acido borénico es utilizado para el
tratamiento de cancer y, mas particularmente, para el tratamiento de un tumor
€n un paciente con cancer.

El mieloma multiple =s una neoplasia incurable que se diagnostica
en aproximadamente 15.000 personas en los Estados Unidos cada afio
(Richardson, P.G. &t al., Cancer Control. 10(5):381 (2003)). Es una neoplasia
hematolégica caracterizada por lo general por la acumulacién de células de
plasma clonal en sitios multiples =n la médula ésea. La mayoria de los pacientes
responde al tratamiento inicial con quimioterapia y radiacion, sin embargo, muy a
menudo recaen debido a la proliferacion de células tumorales resistentes. En
una modalidad, la invencion proporciona un método para tratar el mieloma
multiple administrando una formulacién de liposoma que comprende un
compuesto de acido bordnico peptidice atrapado en forma de éster boronato.

La formulacién de liposoma =s ademas efectiva en el tratamiento del
cancer de mama ayudando a supe=rar algunas de las principales vias por las
cuales las células cancerigenas resisten la accion de la quimioterapia. Por
gjemplo, la sefalizacion a través de NF-kB, un regulador de apoptosis, y la via de
proteina quinasa activada por mitogen p44/42, pueden ser antiapoptéticas. Debido
a que los inhibidores de la protzascoma bloquean tres vias, los compuestos
pueden activar la apoptosis. De este modo, &l invento proporciona un método para
tratar a un sujeto con cancer de mama, mediante la administracion de liposomas

que comprendsn un compuesto de acido bordnico peptidico. Ademas, debido a
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que los agentes quimiotsrapelticos como los taxanos y antraciclinas han
demostrado que activan una o ambas de estas vias, el uso de un inhibidor de la
proteasoma en comhinacioén con agentes quimioterapéuticos convencionales
actlia para mejorar la actividad antitumoral de farmacos, como paclitaxel y
doxorrubicina. De este modo, =n otra modalidad, el invento proporciona un
método de tratamiento en donde un agente quimioterapéutico, en forma libre o en
forma de liposoma atrapado, se administra en combinacién con un compuesto de
acido bordnico peptidico de liposoma atrapado.

Las dosis y un régimen de dosificacién para la formulacion de
liposoma dependera del cancer que esta siendo tratado, el tamafio y la salud del
paciente, y otros factores faciimente aparentes para un cuidador médico que
asiste al pacients. Ademas, estudios clinicos con el inhibidor de la proteosoma
hortezomiba, Pyz-Phe-boroLeu (PS-341), proporcionan una amplia guia para
dosis adecuadas y regimenes de dosificacion. Por gjemplo, dado de forma
intravenosa una o dos veces a la semana, la dosis maxima tolerada en pacientes
con tumores sélidos fue de 1,2 mg/m2 (Orlowski, R.Z. et al., Breast Cancer Res.
5:1-7 (2003)). En otro estudio, la bortezomiba dado como bolo intravenoso en los
dias 1, 4, 8, y 11 de un ciclo de 3 semanas sugirié una dosis maxima tolerada de
1,56 mg/m* (Vorhees, P.M. &t al., Clinical Cancer Res. 9:6315 (2003)).

La formulacién de liposoma se administra por lo general por via
parenteral, con preferencia, administracién intravenosa. Se apreciara que la
formulacién puede incluir cualquizr excipiente farmacéutico necesario o

deseable para facilitar el suministro.
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En los métodos del tratamiento descritos anteriormente, un
inhibidor de la protecsoma preferido es bortezomiba, Pyz-Phe-boroleu; Pyz: 2,

&-acido piracincarboxilico; (PS-341), con la estructura:

.
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Bortezomiba ha demostrado tener actividad frente a una variedad
de tejidos cancerigenos, incluyendo mamas, ovarios, préstata, pulmones y frente
a varios tumores, tales como tumores pancreaticos, linfomas y melanomas.
(Teicher, B.A. et al., Clin. Cancer Res. 5(9):2633-45 (1999), Adams, J., Semin.
Oncol., 25(6):513-19 (2001); Orlewski, R.ZS. y Dees. E.C., Breast Cancer Res.
5(1):1-7 (2002); Frankel et al., Clin. Cancer Res. 8(9):3719-28 (2000); Shah, S.

A. etal, J. Cell. Biochem. 32(1):110-22 (2001)).

B. Terapia de captura de neutrénica de boro

En otro aspecto, se proporcicna un método para administrar un
isdtopo de boro 10 a un tunn&, jpara la terapia de captura neutrdnica de boro
("®B-NCT). La terapia de captura neutrénica de boro para &l tratamiento de
cancer se basa en la interaccién de isdtope '°B con neutrén térmico, cada uno

relativamente inocuo, de acuerdo con la siguiente ecuacién:

Sy
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B+ 'n = 7Li + *He + 2,4 MeV

Los resultados de reaccion en la radiacién ionizante intensa estan
confinados a células cancerigenas simples o adyacentes. De este modo, para el
tratamiento =xitoso, se desea suministrar cantidades adecuadas de un isétopo de
boro 10 a los tumores. La formulacion de liposoma descrita en la presente
proporciona un medio para atrapar un compussto de acido borénico peptidico con
un isétopo B en un liposoma. Los liposomas que incluyen un recubrimiento de
superficie de cadenas poliméricas hidréfilas se acumulan de forma preferencial en
tumores, debido al prolongado ciclo de vida de la sirculaciéon sanguinea de dichos
liposomas (ver, par efjemplo, patents de los Estados Unidos nams. 5.013.856 y

5.213.3 ‘Jb4) Los liposomas cargados con un compuesto peptidico de acido
boranico con un isétopo '°B erradican tumares mediante dos mecanismos
independientes: los liposomas actdan como un reservorio de farmaco en el tumor
y gradualmente liberan €l compuesto anticancerigeno en el tumor y los liposomas
sirven para acumular cantidades considerables de isétopos de boro 10 en &l tumor
ayudando la eficacia de la terapia de captura neutrénica de horo.

De lo anterior, los diferentes aspectos y caracteristicas del invento
son aparentes. Se describen los liposomas que comprenden un compuesto
impermeable de bicapa lipidica de la Férmula 1 & 1l y un compuesto peptidico de
acido borénico. Los liposomas se praparan mediante la encapsulacion del
compuesto de la Féormula | 5 1l en los compartimentos acuosos internos de los

liposomas, removiendo cualquier compuesto encapsulado de la Férmula | 6 11 del
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medio externo, agregando &l compuesto de acido borénico permeable de bicapa
lipidica, que pasa a través de la membrana de bicapa lipidica para formar una
union de éster reversible con los grupos hidréxilos vicinales en el compuesto de la
Formula | & II. De esta forma, el compuesto de acido borénico, que normalmente
es librement= permeable a través de la bicapa lipidica, esta atrapado de forma
estable en los liposomas. La acumulacion del compuesto peptidico de acido
borénico en los liposomas se produce en la ausencia de un ion gradiente, sin

embargo, un ion gradiente puede estar presente si se desea.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos ilustran ademas la invencion descrita en la

presente y de ningan modo pretenden limitar el alcance de la invencion.

Ejempio 1

Sintesis del reactivo complejante del compuesto 1

Se agregé lactosa (4,1 g, 12 mmol), metilamina hidrocloruro
(1,35 g, 20 mmol), y sodio cianoborohidride (5 M, 1,2 ml, 5 mmol) en un tubo de
presion rellzno con Argon, pH ajustado a 7,0 (papel pH). El tubo de reaccién se
selld, y la mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 24 h, y
luego se calentd a 40 — 50 °C durante 16 h. La reaccién se monitored mediante
TLC (SiO2, etanol/acido acético/agua 5:1:2). La mezcla de reaccidn se precipitd
en etanol (400 ml). El precipitado se separéd por filtracidén y se purificd en una

columna de resina de intercambio iénico (Bio-Rex 70, se usé agua como
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eluyents). El producto se purificd mediante intercambio idnico. Se combinaron
las fracciones de productos, y se liofilizaron para dar 1,373 g del producto como
un solido blanco. '"H NMR (400 MHz, D20) & 4,53 (d, J=8 Hz, 1 H), 4,23-4,19 (m,
1H), 3,67-3,52 (M, 10 H), 3,55 (dd, J=10y 5 Hz, 1 H), 3,361 (dd, J=13y 3 Hz,

1H), 3,14 (dd, J= 13y 10 Hz, 1 H), 2,77 (s, 3 H).

Liposomas cargados con bortezomiba

El compuesto 1 se disolvié en agua y se ajusté aun pH 7,4. Se
disolvié una mezcla de fosfatidilcolina de huevo, colesterol, y polietilenglicol-
dist=aroilfosfatidiletanclamina (PEG-DSPE, PEG peso molecular 2000 Da, Avanti
Polar Lipids, Birmingham, AL) en una relacion molar de 10:5:1 n cloroformo, el
solvents se =vaporé en vacio, la pelicula lipidica se incubd con agitaciéon en la
solucién del Compuesto 1, y la dispersion lipidica se extrudié bajo presidn a través
de= 2 membranas de Nucleopore fijado (Plsasanton, CA) con un tamafio de poro de
0,2 um. El bufer externo s cambié por NaCl 3,14 M que contiene 5 mM de sodio
hidroxietilpiperézina-etano sulfonato (HEPES) a pH 6,5 usando cromatografia de
gel en Sepharose CL-4B (Pharmacia, Piscataway, NJ); al mismo tiempo, el
compuesto 1 no atrapado se <limind. Para los liposomas obtenidos, se agregd
bortzzomiba. La mezcla se incubd durants toda la noche a 37 °C con agitacion, se
tratd con Doweax 50 W x 4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), y se equilibré con

una solucién NaCI-HEPES para remover la bortezomiba no encapsulada. Los

liposomas resultantes se esterilizaron mediante filtracién a través de un filtro 0,2 pm.
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Ejemplo 2

Sintesis deal reactivo complejant= del Compussto 2

Se agreqé lactosa (4,79 g, 14 mmol), L-lisina (0,985 g, 6 mmol),
sodio cianoborohidrato (5 M, 3 ml, 15 mmol), y agua MilliQ (& ml) a un tubo de
presion que contiene una barra de agitacion magnética. El tubo se llené mediante
Argon, se selld y agitdé a 50-60 °C durante 2 dias. La mezcla de reaccion se
precipitd en etanol. El precipitado se separé y luego se disolvié en agua MilliQ, se
agregd a un tubo de didlisis (MWCO = 500), y se dializd con agua. El producto se
precipitd en etancl nuevaments, se filtrd y el sdlido se secd al vacio durante 2 dias
para lograr 3,081 g del producto como un sélido blanco. 'H NMR (400 MHz, D-O)
04,52 (d, J=8 Hz, 1H), 4,50 (d, J=6 Hz, 1H), 4,25-4,12 (m, 2 H), 3,97-3,50 (m,

28 H), 3,07 (m, 2 H), 1,70 (ancho. m, 4 H), 1,40 (ancho m, 2 H).

Liposomas cargadas con bortezomiba

El compuesto 2 se disolvié en agua y se ajusté a un pH 7,4. Se
disolvié una mezcla de fosfatidilcolina de huevo, colesterol, y polictilenglicol-
distearoilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE, PEG peso molecular 2000 Da, Avanti
Polarlipidos, Birmingham, AL) en una relacién molar de 10:5:1 en cloroformo, el
solventz se evapord al vacio, la pelicula lipidica se incubd con agitacién en la
solucidn del Compuesto 2, y la dispearsién lipidica se extrudio bajo presion a
través de 2 membranas de Nucleopore fijado (Pleasanton, CA) con un tamaiio
de pora de 0,2 pm. El bdfer externo se cambid por NaCl 0,14 M que contiene

5 mM de sodio hidroxietilpiperazina-2tano sulfonato (HEPES) a pH 6,5 usando
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cromatografia de gel en Sepharose CL-4B (Pharmacia, Piscataway, NJ); al
mismo tiempo, <l Compuesto 2 no atrapado se elimind. Para los liposomas
abtznidaos, se agregd bortezomiba. La mezala se incub6é durante toda la noche a
a7 °C con agitacion, se tratd con Dowex 50 W x 4 (Sigma Chamical Co., St.
Louis, M0), y se equilibré con una solucidn NaCI-HEPES para =liminar la
bortozemiba no encapsulada. Los liposomas resultantes se esterilizaron

mediante filtracién a través de un filtro 0,2 pm.

Ejemplo 3

Sintesis del reactivo complejante del Compuesto 3

Se agreqo dextrosa (4,5 g, 25 mmol), L-lisina (0,935 g, 6 mmol), sodio
cianoborohidrato (5 M, 5 ml, 25 mmol), y agua MilliQ (8 ml) a un tubo de presién que
contiene una barra de agitacion magnética. El tubo se llené mediante Argon, se
selld y agitd a 50-60 °C durante 2 dias. La mezcla de reaccion se precipitd en
etancl. El precipitado se separd y luego se disolvié en agua MilliQ, se agregd a un
tubo de dialisis (MWCO = 500), y se dializé con agua. El producto se precipitdé en
etarnol nusvaments, se filtrd y el sdlido se secd al vacio durante 16 h para lograr
3,22 g del produato como un sdlido blanco. 'H NMR (400 MHz, D:0) & 3,84-3,60

(m, 15 H), &,09 (ancho m, 4 H), 1,70 (ancho. m, 4 H), 1,40 (ancho m, 2 H).

Liposomas cargados con bortezomiba

El Compuesto 3 se disolvié en agua y se ajustd a un pH 7. Se disolvié

una mezcla de fosfatidilcolina de huevo, colesterol, y polietilenglicol-

§9



15

42

dist=aroilfosfatidilztanolamina (PEG-DSPE, PEG peso molecular 2000 Da, Avanti
Polarlipidos, Birmingham, AL) en una relacién molar de 10:5:1 en cloroformo, el
solvente se evaporé en vacio, la pelicula lipidica se incubd con agitacién en la
solucion del Compuesto 3, y la dispersién lipidica se extrudié bajo presidn a través
de 2 membranas de Nuclzopore fijado (Pleasanton, CA) con un tamafrio de poro de
0,2 pm. El hifer externo s cambid por NaCl 0,14 M que contiene § mM de sodio
hidroxietilpiperazina-etano sulfonato (HEPES) a jpH 6,5 usando cromatografia de
gel en S=pharose CL-4B (Pharmacia, Piscataway, NJ); al mismo tiempo, el
Compuesto 3 no atrapado se elimind. Para los liposomas obtenidos, se agregd
bortezomiba. La mezcla se incubd durante toda la noche a 37 °C con agitacion, se
tratdé con Dowex 50 W x 4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), y se equilibré con

una solucién NaCI-HEPES para eliminar la bortozemiba no encapsulada. Los

liposomas resultantes se esterilizaron mediante filtracion a través de un filtro 0,2 um.

Ejemplo 4

Sintesis del reactivo complejants del Compussto 4

El dendrimero (PAMAM, sagunda generacién, MW. 3284, 20 % en
peso en MeOH, 2 g) se evaporé bajo presion reducida. El residuo se disolvié en
agua (5 ml), se transfirié a un tubo de presién, y el pH se ajustd a 7,0 con acido
clorhidrico. Se agregd deatrosa (0,51 g, 2,85 mmol) y sodio cianoborohidrido (5 M,

Aml, 15 mmol) a un tubo de presidn que obtizne una barra de agitacidn

magnética. El tubo se llend con argén, se selld y se agitdé a 40°C durante 16 horas.

La mezcla de reaccion se precipitd en etanol. El precipitado se separd y luego se
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disolvio en agua MilliQ, se agrego a un tubo de dialisis (MWCO = 1000), y se
dializé con agua. Luego el producto se precipitd en etanol, filtrado, y el sélido se
seco al vacio durante 16 horas para lograr 0,48 g del producto como un sélido
blanco. El dendrimero usado tenia 16 grupos amino por molécula. M\W. 3284. El

Compuesto 4 fuz una mezcla de varios diferentes nimeros de conjugados.

Liposomas cargados con bortezomiba

El Compuesto 4 se disolvié en agua y se ajustd aun pH 7,4. Se
disolvid una mezcla de fosfatidilcolina de husvo, colesterol, y polietilenglicol-
distz=arilfosfatidilztanolamina (PEG-DSPE, PEG peso molecular 2000 Da, Avanti
Polarlipidos, Birmingham, AL) en una relacién molar de 10:5:1 en cloroformo, el
solvente se evapord en vacio, la pelicula lipidica se incubd con agitacion en la
solusién del Compuesto 4, y la dispersion lipidica se extrudié bajo presién a través
de 2 membranas de Nuclzopors fijado (Pleasanton, CA) con un tamaiio de poro de
0,2 um. El bafer externo se cambiéd por NaCl 0,14 M que contiene 5 mM de sodio
hidroxietilpip=razina-=tano sulfonato (HEPES) a pH 6,5 usando cromatografia de
gel en Sepharose CL-4B (Pharmacia, Piscataway, NJ); al mismo tiempo, el
Compuests 4 no atrapado se elimind. Para los liposomas obtenidos, se agrego
bortz=zomika. La mezcla se incubd durante toda la noche a 37 °C con agitacién, se
traté con Dowex 50 W x 4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), y se equilibré con
una solucidn NaCI-HEPES para liminar la bortozemiba no encapsulada. Los

liposomas resultantes se esterilizaron mediants filtracion a través de un filtro 0,2 um.

&/
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Ejemplo §

Sintesis del reactivo complejante del Compuesto 5

Se agregé lactosa (5,13 g, 25 mmol), 3-amino-1,2 propanediol,
(1,64 ¢, 18 mmol), sodio cianoborohidrato (5 M, 3,6 ml, 1& mmol), y agua MilliQ
(6 ml) a un tubo de presidn que contiene una barra de agitacién magnética. El
tubo se llend mediants Argon, s s<ll6 y agitd a 40-50 °C durante 2 dias. La
mezcla de reaccion se pracipitd &n metancl. El precipitado se separé y luego se
disolvié en agua MilliQ, se agregd a un tuho de dialisis (MWCO = 100), y se
dializé con agua. Luego el producto se precipitd en etanol nuevamente, se filtré y

& secd al vacio durante 16 h para lograr 1,07 g del producto como un

g

el sdlido
sélido blance. 'H NMR (400 MHz, D,0) & 3,54-3,60 (m, 15 H), 3,09 (ancho m,

4 H), 1,70 (ancho. m, 4 H), 1,40 (ancho m, 2 H).

Liposomas cargados con bortezomiba

El Compuesto & se disolvié en agua y se ajustd a un pH 7,4, Se
disolvid una mezcla de fosfatidilcolina de hueveo, colesterol, y polietilenglicol-
distearcilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE, PEG peso molecular 2000 Da, Avanti
Polarlipidos, Birmingham, AL) en una relacian molar de 10:5:1 en cloroformo, el
solvente se evapord en vacio, la pelicula lipidica se incubd con agitacién en la
solucién del Compuesto 5, y la dispersion lipidica se extrudié bajo presion a
través de 2 membranas de Nucleopore fijado (Pleasanton, CA) con un tamaiio
de poro de 0,2 um. El bufer externo se cambid por NaCl 0,14 M que contiene

5 mM de sadio hidroxietilpiperazina-etano sulfonato (HEPES) a pH 6,5 usando
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cromatografia de gel en Sepharose CL-4B (Pharmacia, Piscataway, NJ); al
mismo tiempo, =l Compuesto 5 no atrapado se elimind. Para los liposomas
obtenidos, s agrego bortezomiba. La mezcla se incubé durante toda la noche a
37 °C con agitacion, se traté con Dowex 50 W x 4 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), y se equilibré con una solucién NaCI-HEPES para eliminar la
hortozemiba no encapsulada. Los liposomas resultantes se esterilizaron

mediante filtracién a través de un filtro 0,2 pm.

Ejemplo 6

Actividlad in vitro d= bortezomiba con liposoma atrapado

Las células d= mieloma mdltiple crecen para confluir en placas
para microtitulacion. Las células s incuban con liposomas preparados como
sa describié en los Ejemplos 1-5 en varias concentraciones del compuesto de
acido borénico peptidico. Después de un periodo de incubacién de 24 horas,
fas células s inspeccionan para apoptosis. Se descubrié que las células
tratadas con la formulacién de liposoma tienen mayores incidencia de

apoptosis que la células de control.

Ejemplo 7

Activiclad in vitro de bortezomiba con liposoma atrapado

Se realizaron varios estudios in vitra en los liposomas preparados
coma se describié en los Ejemplos 1-5 usando una bortezomiba con liposoma

atrapadc con meglumina como reactivo complejante como comparacion. Los datos

£3



10

15

46

fueron generados a partir de estudios vinculantes (1) ITC de la hortezomiba con los
reactivos complejantes empleados =n los liposomas, (2) estudios de liberacion de

farmacos d= los liposomas; y (3) estudios de estabilidad de la carga de farmacos.

Estudio vinculante de farmacos ITC

Se investigo la unién de varios reactivos complejantes con
bortezomiba mediante calorimetria de valoracién isotérmica (VP-ITC, MicroCal,
Northampton, MA) bajo parametros controlados. Los agentes complejantes de
los Ejemplos 1-5, soluciones de meglumina (1 mM) y bortezomiba (18,2 mM), se
prepararon de forma individual disolviendo la cantidad deseada de materiales en
fa misma reserva de glicina (Sigma-Aldrich, 100 mM, pH 9,5) para asegurar la
correspondencia de la concentracidn de glicina y el pH. El nivel de pH se verificd
dos veces y se hicieron ajustes sequn fue necesario dentro de las 0,2 unidades.
Las soluciones se desgasificaron durante 10-15 min. La solucién de bortezomiba
se cargd en la jeringa automatizada y se valoré (5-10 pL por inyeccién) con la
solucidn de reactivo complgjante (CR) cargada en la célula de muestra ITC. Los
experimentos se realizaron a 30 °C. La corrida de referencia se realizd con
valoracion de la misma solucién de farmaco en la solucion de glicina 100 mM
usando los mismos parametros de prueba utilizados para las pruebas activas. El
procesa de datos para generar los parametros de unién se realizé usando el

programa de software proporcionado por el fabricante ITC (Microcal origin v5.0).

K AH

CR RH (mal™) (Kal/mal)
Meglumina 95 BE26 4.1
Ejempla 2 9.5 3659 59

69
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Ejempla 3 9.5 1350 91
Ejempla 4 9,5 1560 5.4
Ejermpls & 95 G 8,3
Ejzmiplo 1 0.5 10.510 94

Ensayo in vitro de liberacion de farmaco en sangre pura

Se agité una mezala de una formulacion de prueba y sangre pura de
rata en una relacién de volumen de 1:4 a 500 rpm, a 37 °C durante 24 horas. Las
muestras se sacaron después de 0, 1, 2, A, y 24 horas, y se agitaron a baja RPM
durante varios minutos. Se eliminé el plasma sobrenadante y se analizé el
farmaco libre con MS/MS. No hubo diferencia considerable destacada del farmaco
liherado entre los liposomas preparados de acuerdo con el Ejemplo 1y la

hortezomiba con liposomas atrapados con meglumina como agente complejante.

Estudio de estabilidad de carga de farmaco

" Las formulacionas de bortazomiba con liposomas encapsulados
fueron incubadas a 25 °C, y verificadas con =l tamario de particula, pH, y la
eficiencia de la encapsulacion de farmacos. La eficiencia de la encapsulacién de
farmacos se determind con una cromatografia de exclusién de tamaiio. La muestra
(100 uL) s= cargd en Bio-Gel, P-8 columna (0,5 x 30 cm), se eluyé con pH 7,0,
solucion 100 mM HEPES-NacCI (150 mMj, y se recolectaron fracciones (1 ml/cada).
Las fracciones de farmaco libre y liposomales se verificaron por UV a 270 nm, y se

combinaron, respectivamente, y luego se analizaron mediante HPLC.

Estudio de estabilidad de carga de farmacs liposomal a 25 °C

Lots CR E.E. (dia 1) E.E. (1 mes) E.E. (2 m&s) E.E. (4 mas)
nam.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende liposomas formados por
un lipido farmador de vesicula, y atrapados &n los liposomas un compuesto de
éster horonato que comprende un compuesto peptidico de acido borénico y un
compueste de la Formula | o Féormula .

2. La composicion de acusardo con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porgue el compussto peptidico de acido bordnico €s un
compuesto dipeptidil de acido borénico.

3 La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque el compuesto peptidico de acido borénico es
bortezomiba.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1,
caracterizacda ademas porque el compuesto es un compuesto de la Férmula ll, y
caracterizada ademas porque Ry, Rz, Rz, Ry y Rg son H.

5. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 4,
caracterizada ademas porque D es un dendrimero Gz conjugado con 16 grupos
amino por molécula.

A. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1,
caractzrizada ademas porque =l compuesto 2s un compuesto de la Formula |, y

caracterizada ademas porque Yes H, B, o E.
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7. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 6,
caracterizada ademas porgque Ry esH, o Rz esH, oR;esHo A oRses H, 0
Rs es H.

a. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 6,
caracterizada ademas borque Y, Ry, Rz, Ry, Rs son cadauna Hy Rz es A.

9. La composicidn de acuerdo con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque los liposomas ademas comprenden un gradiente
iGnice interno maYor/externo MeNor.

10.  La composicion de acuerdo con la reivindicacién 9,
caracterizada ademas porque el gradient= idnico €s un gradiente iénico de
hidrdgeno.

11.  La composicion de acuerdo con la reivindicacion 10,
caracterizada ademas porque el gradisnte idnico de hidrégeno proporciona un pH
entre aproximadamente 7,5-8,5 y un pH extzrmo entre aproximadamente 6-7.

12.  La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque los liposomas ademas comprenden entre
aproximadaments 1-20 por ciento de moles d= una entidad hidréfoba derivada
con un polimero hidréfilo.

13.  La composicién de acuerdo con la reivindicacion 12,
caracterizada ademas porgus la entidad hidréfoba derivada con un polimero
hidréfilo es una entidad hidréfoba derivada con polietilenglicol.

14. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 13,

caracterizada ademas porque la entidad hidrdfoba es un lipido.
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15. Una composicidn para la terapia con un compuesto
peptidico de anido borénico; la composicidon comprende una composicion de
acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada ademas porque la composicion
se administra a un sujeto.

16. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 15,
caracterizada aqemés porgue la composicidn se administra a través de una
inyeccién.

17.  La composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, para
tratar el mieloma mualtiple.

18.  Una composicidn para usar en el tratamiento del mieloma
multiple, que comprende una composicion de liposoma de acuerdo con la
reivindicacién 1.

19.  Una composicién para destruir de forma selectiva tejido
tumoral en un sujeto con un tumor que experimenta terapias de radiacion, la
composicion que comprende una suspension de liposomas de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizada ademas porque la suspension se administra a
un' sujeto en conjunto con un isdtopo de boro; y mas aln caracterizada ademas
porque =l sujeto recibe terapia de radiacion.

20. La composicidon de acuerdo con la reivindicacion 19,
caracterizada ademas porque ¢l isétopo de boro se encuentra en el acido
bordnico peptidico.

21.  Lacomposicion de acuerdo con la reivindicacion 19,

caractsrizada ademas porgue el isdtopo de boro es un °B.
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[Continued on next page]

(54) Title: LTPOSOME FOPMULATIONS GF BECTONIS A.CID COMPOULTDS

(57) Abstract: A lipacome comporition comprized of lipocomes having a p.zp-
tide boronic acid proteasome jiihibitor compound entrapped in the liporomes
i deccribed. More specifically, liposomer having a compound of Forimula 1
e or I entrapped in the interdor agnecws compartment are Joaded with a pepiide
OH boronic acid compound, o form a horonate ecier componnd ingide the liposo-
mal aqueous compartinent. In one embodiment, the liposomes have an outer

coating of hydrophilic polymer chains and are used to tieat a colid tumor in a

subject.

Cbz-Leu-boroLeu (free acid)

FIG. 1C
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~ PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 12 and Rulzz 43 and 44)

Applicant's or agent's ile reisrence FOR FURTHER see Form PCT/SAZE0
ALZ-529%-pCT ACTION ac well as, where applicatlz, item 5 balow.
Internationat application 140, Iniginational iiting date (day/montfvyear) (Earligst) Prinrity Dats (aay/month/yéar)
BCT/US2005/073514 21/08/2008 21/08/2007
Applicant

ALZA CORPORATION

This international gxarch repon hag been praperd by this Intzmationz) Searching Authority and is transmiticd to the applicant
according to Adicls 13, A copy is being tranamiticd to the Internaiional Eureau.
Thig international search report consists of a wial of 7 . Sheets.

Itis als0 ancarmpanied by a capy of @ach prior 2rl docurent clied in this report.

1. Basis of the repoat
a. With regard o ihe fanguage, ihs ntemstional zearch was camisd out on the hasis of:

the international application In the language in which it was fled

E] a trznzlation of the international applicaiion into , which is the language
ot a translation furnizhed far ihe purpasas of inamational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D Thig international search report nas bean estatlishad aking into account the rzctification of an obvisus mistake
authorized by of notified to this Authoiity undar Ruls 91 (Rule 43.5Lis(a)).
c I:] With ragard to any nucleotide and/er amine acid zequencs dizclozed in the international application, sze Bows Ho. 1.
2. D Certain claims were faund unsearchable (See Box No. 1)

~,

(]
=]

Unity of invention is lacking (25 Bo;: No 1)

4. Withr

[o]

gard to the title,

L the text is approved as subriliied by the applicant

e

the text has Leen established by ihis Authority 1o read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved a3 submilizd by the applicant
D the tevt haz been astablizhed, accarding to Rule 33.2(b), by s Authoiity as it appears in Box Ho. IV. The applicant
may, within one month from tha data of mailing of this international saarch f2port, submit Cormmanis ta this Authority
6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the absvact is Figure No. _1..
as suggested by the applicant

as sefected by this Authority, because ihie applicant falled 1o 3uggast & figura: -+ s

[:] as selected by this Authority, bacause this figure betier charactarizes the invention
b. D none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (tirst sheet) (April 2007)
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... INTEBNATIONAL SEARCH REPORT. .. . ..

PCT/ULC002/07 35844

Irteinational applisatis

d .PC'»N ?F SUBJECT MAYTER

27 ARLE31,69 AcIb31/00 AG1k47/43

According to Inlernational Patent Glassification (IPC) or 1o both national classification and PG

E. FIELDS SEARCHED

Minimus docuinentation searched {classificalion system toflowed by Clagsitication syrmbols)

A61K

Documentation searched other than minimum documentation to 1he extant thal such docurnents arg included in the fiekls searched

Etectronic date bzee consulled during the intemaiional cearch (nernm ol data beer and. vieng pradtical, search terms used)

EFO-Internal, CHEM ABD Data, EIOSIZ, EMBAZE, FSTA

. DOGGUMENTS COHEIDERER T EE RELEVAMT

Category” | Citation of document. with indication. where appropriale. of the r2levant passages felevant 10 claim No.

! WO 2006,/082735 A (ALZA CORP [UZ]; ZALIFZEY 1-3,8-21
SAMUEL [US]; MARTIN FRANCIS [US])
18 May 2006 (2006~05-15)
page 4, line 22 - page 5, line 32
page 10, line 18 - page 11, line 15
page 14, lin
page 19, lin
figure 2
claims
examples 1,2

Further documents are fisted in the continuation of Box C. See patent tamily annex.

.

Speciat calegories of ciled documents . . ; -
'T* later document published after the inlernational liting date

R - . or priotity date and not in conflict with the  application but

‘At document defining the general state of the ar which is not ilod 10 ) - th il i
considered 1o be of parlicular relevance ﬁ:lvogmm:nder..land e principle or theory underlying the

*E* earlier document but published on or after the Inlernational *X* document of particular relevanca: the claimed invention
filing date ’ NN

cannot be considered novel or cannot be considered to
*L* document which may throw doubis on priority claim(s) or involve an inventive step when the document is 1aken alone
which Is cited to establish the publication date of another ¥* doc .
i . e - PaTe -e ncument of particular relevance: the claimed invention
citation or other special reason (as speciicd) cannot be consldered to involve an invenlive step when the
'Ot document referring 1o an oral disclosure. uso. exhibition or docurneni is combined with one or more other such docu~
other means ments. such combination being obvious 1o a parson skifled
*P* document published prior 1o the intemational filing date but inthe an.

laler than the priotity date claimed *&* document member of the: same patent family

Date of the actual completion of the interational ¢earch Data of mailing of the Intemnationat search repon

) PR P
2 October 2009 12/10/2009
“Name and malling addres < Authorized officer
European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel, (+31-70) 340--2040. - ;
Fax: (+31-70) 340-3016 van de Wetering, P

Fowmn POTASALNO (second shesd) (Aprit 2008}

page 1 of 2



wvioiis ... INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internation al application Mo

PCT/USZ005/073244

C(Gorttruniion).  GOTUMENTS COMSIDERED T3 BE RELEVANMT

Calegory* | Chation of document. with indication, where appropriate. of th2 relevant paszagas Retevant 1o clairn No.
A EP 1 466 916 A (TRIGEN LTD [GB]) 1,6,7,
13 Ocieober 2004 (2004-10-123) 15,16
Y page 22, paragraph 166 - page 23, 1-3,6-21
paragraph 171
page 25, paragraph 291 - page 56,
paragraph 302
page €7, line 46 - page A&, line 11
example 22
A 4,5
A RICO-LATTES, I. ET AL: "Chiral aguregabes 4.5
and asymmetric induction of the reduction
of prochiral ketones”
CHIRALITY , 13(1), 2d4-2% CODEN: CHRLEP:
TSON: D%59-0042 ) 2001, XFOOQZR48E15
abstract
pages 25 26 figure 1
A WU G ET AL:  "SITE-SPECTFIC CONJUGATION OF 4,b
BORON-CONTAINING DENDRIMERZ TO ANTI-EGF
RECEFTOR MONOCLONAL ANTIEODY CETUXIMAB
(IMC-C225) AND ITS EVALUATION AS A
POTENTIAL DELIVERY AGENT FOR NEUTRON
CAPTURE THERAPY"
BINCONJUGATE CHEMISTRY, ACS, WASHINGTON,
DC, US,
vol. 15, no. 1,
1 January 2004 (Z004-01-01), pages
185-194  XP0OO1047129
ISSN: 1043-1802
pages 186,137; figure 1
A PAPAGTANNAROS ET AL:  "Daxorubicin-PAMAM 4.5
dendrimer complex attached to liporomas:
Cytotovic studie: against human cancer
cell lines”
INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS,
ELSEVIER BY, NL,
vol. 302, no. 1-2,
30 September 2005 (2005-09-30), pages
29-38, XPONORQ17003
ISSN: 0378-5173
abstract
Fann PRTASAZ1G leontinulicn of seoond sheel) (A 2008)
page 2 of 2
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International applicalion No,
0

SN /[T 204
INTERHATIONAL SEARCH REPORT PET/US002/075244

Box Mot Qbservatisns whese certain clalins were iound unsearchable {(Continiation of iten 2 o first shect)

This international search report has not baen eslablishsd in réspect of ceriain clalme under Article 17(2)(a) for the following reasons;

1. D Claims Nos.:
berause they relats to suiject matier not required to ba searched by this Authority, narmely:

2. I::] Claims Nos.:

because thay relate o pats of tha intemational applicaiion that do not somply with tha prezoribed requiremants to sch
an extani thet nd meaningful international search can be carrizd out, specifically:

3. [::I Claims Nos.:

because they are denendent claims and ars not draited in aocardance with the second and third sentences of Ruls 6.4(a).

Bov No. Il Ohzervations where unity of invention s lacking (Continuation of iteta 3 of first sheot)

Thiz Intermational Ssarching Auilinorty found multiplz inventions in this international application, as follows:
see additional sheet

1. m Az all required additional search fees were timaly paid by the anplicant, this intzrnatinnal 2earch report covers allsearchable
claims.

2. D Az all searchable claims could be ssarched without affort justiying an adoitional fegs, ihis Authorly did not invite payrment of
additional fees.

3. I:] As only some of the required additional sezrch f2eg were timely pzid by tha applicant, this international search reporicovers
only those claims for which fees were paid, speciiically ¢laims Nos.:

&

D Mo required additional search fags wers timzly paid by the applicant. Conzequendy, this internationat saarch report is
restricted to the invention first mantioned in tha claims; it is covered vy claims Nos.:

Remark on Pratest The additionz| search f2es were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional cearch taes were accompaniad by the applicant's proiest but the applicable protest.. . | .

186 Was Gt paETd Witlin: i1 i Tt §peciisd in the invitation.

m Mo protest accompanied the payment of addiiional seaich iees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (Aprit 2005}
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(mzrational Application He. PCT/USZ008 /073244

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

This International Zearching Authority found mmltiple (graups of)
inventionz in this international application, as follows:

1ooclaimz: 1-2 partially; 6-8; 9-21 partially
Tipozomal composition compriszing boronate exter campound

comprrised of a compound of Formula I

2. claims: 1-3 partially; 4, §; 9-21 partially
Tiposomal compozition comprising boronate citer Compournd

comprised of a compound of Formula II
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v INTERNATIONAL SEARCH REPORT

tmeticnal applsation B
Informatl »6 on patent famlly manibers PCT/USZUU&/D7 :’-844
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date memiber(s) date

WO 2006052733 A 1A-QE-2006 AR 051759 Al 07-02-2007
Al 2005304280 Al 18-05-2006
Al 20053204831 A1 1E-05-2006
BR P10517061 A 30-09-2008
ER PIOR176GS A 14-10-2003
CA 2626348 Al 18-05-2006
CA 2526389 Al 16-05-20006
CN 101094642 A Z6~-12-2007
CN 101094649 A 26-12-2007
EP 1807052 Al 18-07-2007
EP 1207053 Al 18-07-2007
JP 2003519040 T N5-06-2003
JP 2002519041 T 05-06-2003
FE 20070035642 A 27-08-2007
FR 200700356844 A 27-08-2007
NI 2007006120 A 15-05-2003
WO 2006052724 Al 15-05-7008
uy 29191 Al 31-01-2006
ZA 200705017 A - 25-09-2003

EP 14R691F A 12-10-2604 AT 224509 7 15-06-2006
AT 325611 7 15-06-2006
AT 15-11-2007
All 29-03-2004
Al 29-02-2004
Al 29-03-2004
RR 26-07-2005
CA 263E78S AL 13~03-2004
CA JEIRTOD AL 18-0%-2004
CA 2536010 Al 15-03-2004
CN 1681517 A 12-10-2005
CN 1AZ24693 A 19-10-2005
DE 30495 T2 25-01-2007
DE AN305113 T2 07-12-2006
DE 50317039 T2 31-07-2008
D¥ 1400245 T3 25-02-2006
1 1296270 T3 CE-02-2008
EP 1400245 Al 24-02-2004
EP 1396269 Al 10-03-2004
EP 1396270 Al 10-03-2004
EP 1466917 A1 13-10-2004
EP 1661466 A2 10~08-2005
EP 1695711 A2 30-08-2006
EP 1695712 Al S0-03-2006
L5 2264515 T3 01-01-2007
ES 2263924 T3 16~12~2006
WO 2004022070 Al 15-03-2004
WO 2004022071 A1 15-03-2004
WO 2004022077 Al 18-03-2004
HK 1963154 Al 14-07-2006
IL 167294 A 03-11-2008
JP 200A509034 T 16-03-2006
JP 2006503903 T 02-02-2006
JP 2006811592 T 06-04-20006

KR 20080057294 A RS S Lk 1) i SRR

FR 20050057295 A 16-06-200%
MX FANS0032661 A 19-03-20058
MX FAOK002662 A 20-09-2005

Famn PETASAI210 {paient iamily annex ) Ay 2005)
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Intaemation on patent tamilly memibers

Internstion sl applisaticn Mo

PCT/1S2003/073844

Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date rmember(s) date
EP 146601€ A NZ BLai3% A 23-02-2007
NZ 539334 A 30-11-2007
PT 1396270 £ 31-08-2008
5 1396270 T1 531-10-2008
S 1400245 11 31-10-2a06

Fam PCTASAZ 0 (patent tarily annex) {Aped 2008)
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' PATENT COOPERATION TREATY

From the IMTERNATIONAL 2EARCHING AUTHORITY

To:
JOHNSCH & JCHNSCON

Attn. Johnson, Philip §.
one Johiso

i & Johnson Pla

Cus pagsd '
g porgtd e

Nzw Brung :
ETATS-UNIS D’ AMERIQUE

OCT 16 2004

e et

§ & FPAT DET SECTIO

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERMATICONAL 3EARCH REFORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHOIRITY, OR THE DECLARATION

(PCT Rule 44.1)

Date of mailing

{day/month/year) 13/10/2009

Applicant's or ageni's dile reference

ALZ-E293-PCT

FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 balow

International application No.
BCT/US2008/072824

International filing date
{day/monti/year)

21/68/2008

Applicant

ALZA CORPORATION

Filing of amendments and statement under Article 13-

International Search Report.

the protest together with the daci

4. Raminders

examination must be Med if ihe applicani wishes to postpons the

In respect of other designated Offices. the tima limi: of 3
months.

Guide, Volume It, Mational Chapters ard ihe WIPO Internet site.

The anplicant is entitied, if he so wishes, to amend the clairg of the Intematonal Application (58
When? The tme limit for filing surh amendments is normally two months from the date of ransmitial of the

2. [] The applicant is hereby notified that no international =earch
Ariicia 17(2)(2) to that aifect and tha wriitzn opinion oi the Iniernational Searching Authority are transmitted herewith;

3. D With regarc t the protest against payment of (&n) additioral fee(s) undar Rule 40.2, the applicant Is notified that:

Within 19 maonths from the priority daie. but only in raspect of some de signstad Offices

€ee the Annex to Form PCTAB/301 and, for details about the applicablz tirme limits, Ofiice by Ofiice

1. Tha applicant ic heraby notifizd that the inismational search FEROrt 20 the wattzn oplnion of the International Searching
Autharlty have been established and are ranaiied herewith,

3 Rule 46):

Whera? Dirclly o the Iniernaional Bureaw of WIPQ, 24 chemin das Colombeties
1211 Genava 20, Switzerland, Fascimile Ho.: (41-22) 335.62.70

For more detailed instructions, 2ce tha noies on the accompanying sheet.

report will Le ¢stablished and that the declaration under

o hargan has been tranamitted to the lniermnational Bureay togsther with the
applicant’s rznuest to forward the tevis of both the proizst and the deciglon therson 10 the deslginated Oiflees.

no decision hac been made yet on the protest; the apfilicant will be nolified ag soon ag a decision Is made.

Shortly afier the expiration of 13 manths fom the priotity daie. the International application will be published by the
international Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the Internationat
application, or of the priority claim, must reach the tnternational Bureau as provided In Rules 90bic.1 and 40his.3,
before the completion of ihe technical preparations for international publication.

respectively,

The applicant may submit comments on an informal basis on the writlen opinion of the International Searching Authority to the
International Bureau. The International Bureau will send & copy of such comments (o all designat
international preliminary examination report has bean or is to be esiablished. Thas
the public but nat before the expiraiion of 30 monihs irom the prionty date.

ed Offices unless an
2 comments would also be made available to

. & damand for international prefirinary

entry into th2 national phe.se untll 20 months irom the pricrity
daté (in some Ofilces even tater): otherwize, the appicant muw L, within 20 monthe (e ihe priority datz,
acts for entry into the national pha s bafore those agesignated Ofiices.

periorm the prascribed

0 months (or later) will 2pply even if no demand is filed witiin 19

. see the FCT Applicant's

T NERE SN MAIRG 8H0rEES STTRE TRirAational Ezarching Authority

European Patent Office, P.B. 5815 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
O} el (+31-70) 380-2040. Tx. 31 651 epo .

Fax: (+31-70) 240-3016

Authorized officer

Joélle Gerber

Form PCTASA/220 (October 2005)

(See notes on accompanying sheet)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes arg intendad Lo give the basic insirucions concerning the filing of amendrnenls undsr article 19. The
Motez are based on the requircrants of the Paiznt Cooparation Trealy, tha Reguiations and die Administralive Instrsctions
under that Treaty. In case of discrepancy beiween ihase Foles and those requirzmants, the latizr ara applicakle. Far mora
datailzd Information, sse atzo the FCT Applicant’s Giuide, a publication of WIPQ,

tn these Motes, "Article", "Rule”, and *

Section” reler to the provisions of ihe PCT, the PCT Ragulations and the PCT
Administraiive Instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant zs, aiter having received the intamational ¢2arch rapori and tha writien opinion of the International
Saarching Authority, ane opportunity i amand the claims of te intsmational application. i should owaver be erphasized
that, since afl parts of the intermational applicaiion (claraz descripion and diawings) may be amendad during ihe
internztional praliminaiy axaminzbon procaduis. thers iz usually ne nezd to file amendmenis of iy I3 undsr Articie 19
Sxcepl whene, 2.0. he zpphicant waniz the laser 1o b published ior iha PUrHOSE s of provizional protection or has another
rsazon 1or amending tha cainis beforg intermational publicaiion. Furiherraore, L hould be armpliagized that provistenal

tion i available in 2ome Saales only (¢3e POT Applizant's Gurdg, Volums /3, Annsxes S1 and 82).

i

The aniention of the applicant is drawn io the fact that amendments 1o tha claims under Aificle 19 aes not altowad whare
the lntsrmaional Ssaiching Authority ha: declaisd, undar Articls 17(2), that no international search report wauld be
eslabiished (sse PFOT Applicant's Guide, Volume 1/a, paragraph 296).

What parts of the international applicatizn ni\ay be atnended?
Linder Arlicle 19. only the claims may be amended.

During the international phase, tha claim: may also b
Intarnational Preliminary Examining Aythority. The ¢
Article 34 betorg the International Examining Authoriiy.

aménded (o iurther amendad) under Articls 54 before the
fiption and drawings may only be amarided under

Upon antiy inta ihe national phasz, all parts of tha international application may be 2mandsd undsr Ariicla 23 or,
wheig applicable, Article 41,

When? Within 2 manths from the date of transittal of the international search report or 16 months from the priority date,

whichever time limit expires later. It should be notad, howsver, thal the ameandments will be considered as having
been received on time if they are recsived by the Inizrmational Burzau afiar the expiration of the applicable time
limit but before the completion of the technical preparationz for intarmational putlication (Rule 46.1)

Where not U file the amendments 7

The amendments may only be filed with the Intzrnational Bureau and not with the receiving Ofilce or the
International Searching Authority (Rule 46.2)

Where a demand for international preliminary gxamination has been/is filed, see below.

How? Either by cancelling ane or mare entirs

claims, by adding ona or more new claims or by amending the text of one
or morg of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitied for each sheet of the claims which, on account of an amendment or
amendments, difters trom the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet rust be nurabered in Arable nurnerals, Where a clalm is

cancelled. no renumbering of the other claims is required. In all cases wherz claims are renumbered, thay must be
renumbered consecutively (Section 205(b))

The amzndments must be made in the language in which th: intzmalicnal application is to be jaublished.

What documants mustimay accompany the amendiients ?
Letter (Section 205(1)):
The amendments must be subriitted with a letter.

The letter will not be publisihad with ihe international application and the amended clalims. It should not be
confused with the "Staternent under Ariicle 19(1)" (see below, under "Staternent urider Article 19(1)").

The letter must be in English or French, ot the choice of the apphicant. Hewever, if the languags of the

interiational applicatizn is English, the letter must bs in English; if the language of the internaticnal applization

- dg French, thelettermust beinErench. oo,

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (October 2005}
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The letter must indicate the differancee betwaen the clairme 23 filed and the claims as amended. It must, in
particular, indicate, in connaction with zzsh claim appaaring in the international application (it baing understood
thatidentical indications concerning several claims may be grouped) whether

(i)  the claim is unchanged;

(i) the claim is cancelled;

(iii) - the claim is new;

{iv) the claim replaces one or mors claims as filed;

(v)  the claim is the rasult of tha divislon of a claim as illed.

The following examples illustrate the manner in which amendments must be explained in the
acoompanying letter:

1. [Where originally there wers A8 clairs and sitar amendmant of 30me claims thers arc 51):
*Claims 110 29, 31, 22, 33, 35, 37 0 48 raplaced by amended claims taaring the same numibers;
claime 20, 22 and 36 unchanged; new claims 49 o 51 added.”

2. [Where originally thers were 15 claim : and after amandrient of sl claims thare ars 1)
"Claims 1 10 15 replaced by amandsd claims 1 to 1.4

3. [Where originally there were 14 laimz and the amendme its consistin cancalling zoma cleims and in adding
new claims}:
“Claims 1 to 6 and 14 unchanged; claims 7 to 12 cancalied; naw claima i3, 16 and 17 added." or
"Claims 7 to 13 cancelied; new claime 15, 18 and 17 addad; all other clzima unchangzd.”

4. [Where variouz Findz of armgndinents arz mada):
“Claims 1-10 ynchanged; claims 11 (o 13, 18 and 19 cancelied: clains 11, 1% and 16 replaced by amended
claim 14; claim 17 subdiviced inic amendsd caims 15, 16 and 17 new claims 20 and 21 added.”

“Statement unider article 19(1)” (Rule 46.4)

The amendmeniz may be accompanied by & statzsment sxplaining the amendments and indicating any imnpact
that such amendments might kavs on ihe pidon and the drawings (which cennot ba amendsd under Article 19(1)).

The statement will be pubdichad with the intermaiional application and the armendsd claims.
It must ke in the language in which the international applization is to L publighed.
Itmust be brief, not exceeding 500 words if in English or if ranslated into English.

and az amended. It must be filed nn a 2eparate shzat and must be idantified as such‘by a heading, preterably by
using the words "Statement under Ariicts 19(1)."

It should not be confused with and doez not replzee the letter indicating the ditierense s beiween the claims as filed
d

It may not contain any disparaging comments on the intarnational search report or the ralevance of citations
contained in that report. Raferance to citations, rzlavant (0 2 giver daim, containgd in he international search
report may ba made only in conngction with an amandmsnt of thai claim,

Consequense if 2 demand for inlernational preliminary cvamination has already been filed

It, at the time of filing any amendments and any accompanying statement, undar Article 19, a demand for
internationat preliminary examination has already been submiited, the applicant must preferably. at the time of
filing the amendments (and any statemant ) with the International Bureau, also fite wiih the International
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments (and of any statement) and, wheare required, a
translation of such amendmants for the procadure before ihai Autisority (see Fules 55.3(a) and 62.2, first
sentence). For further information, e the MNotes o the damand o (PCT/IPEA/OT).

i a demand for international prefiminary examingtion is made, the writlen opinion of the International Searching
Authority will. except in cenain caszzs where the Intermational Preliminary Examining Authority did not act as
International Searching Authority and where it has natified ihe (ntsimational Sureau under Rule 68.1bis(b), be )
considerad to bz 2 writien opindon of the Intarnational Prelirninary Examining Authority. If & demand is made, the
applicant may submit to the International Preliminzry Examintng Autlority & reply to the written opinion together,
where appropriate, with amendmants beiors the 2upiration of 2 months fiom tha date of raailing of Farrn
PCTNSA/220 or betors ihe expiration of 22 months from the priaiity date, whichever axpires fater (Fule <43bis.1(c)).

viith regare 4o translation of the internation sl application for entry nte the national phase

The applicant’s attention is drawn to the fact that, upon entry inte the national phase, a transiation, of the clalms as

.amended under Article 19 may have to be furnished to the designaledislected Offices. instead of, or in.addition ta,. ... ... ... ..

the transtation of the claims as filed.

For further details on the requirements of sagh designaiedfelacted Ofiics, see the PCT Applicant’s Guide,
Votume il.

Notes to Form PCT/SA/220 (second sheet) {October 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

MOTIFICATION OF THE FECOPRDING
OF A CHAMNGE

(PCT Rule “2bis.1 and
Administraiive Insiructions, Seciion 422)

PCT/US2008/072344

From the NTERMATIONAL RUREAL

To:

JOHMSOH, Philip 3.

Johnson & Johnson

One Johnson & dohnson Plaza

MNew Brunswick, New Jersey 08933-0002
ETATE-UHIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/rmonth/vear)
21 Hoveniber 2008 (21.11.2008)

Applicant's or agznt's fils rafercince

ALZ-5293-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

Internations] application Mo.

PCT/US2003/073544

Litzomaticanl filag datz (y/moail/yzar)
21 August 2003 (21.08.2008)

1. The follovang ndications appeared on record concerning;

Bd the applicant Dg the invenior

[] the agent [] the common represenlative

Mawie and Addrecs

Stale of TMatonahiy Siate of Deaidence

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The Intemational Burzaw hereby nolifizs the applicant (hat the following change s Been recorded concerning:

Bd the percon [ thz name g e

addrese O thz saticnality [ the residence

Haime and Address

HUANG, Anthony

12450 Viewoak Drive
Saratoga, CA 95070
United States of America

Stale of Pondencs

us

Statz of Talionality
us

Telephone No.

Facsimule No.

E-mail address
O Notifications by c-mail authorized

L

Further obzarvations, 1f necerrary:
The person identified in Bow 2

2 zhould be added to the
inventor for all designated States.

ecord as applicant for the United States of America anly and

4. A copy of thiz nobficauon has tzen zenb o
B the recsiving Dffice
B8 ths Intemational Scarching Avihorily
[  the Inixmatioual Preliminary Examining Auihority

ihe designatzd Offices concimned

O
[ the slecied Offices eoncernzd
O

other:

The Iniemzitonal Burzau of WIPO
34, chemin d=s Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Faceimile He. --41 22 338 29 93

Auihorizzd officer
Devillard Marie-José

e-mail pt04.pet@wipo.int

Telzphons o, +41 22 333

PRV

74 04

Ceveyy T IR e ¢ T lyy 082N

RGN



PATENT COOPERATION TREATY FCT/US2005/073544

ADVANCE E-MAIL

From ihe IMTERITATIONAL RUPEAU

PCT

HOTIFICATION OF THE FECOPDING JOHHSON, Philip 3.
OF A CHANGE Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plaza

MNew Brunswick, Hew Jarsey 08932-0002
(PCT Tul: 92kis. 1 and ETATS-UNIS C'AMERIQUE

Administrative Instruciions, Seciion 422)

Datz of mailing (day/month/yvear)
21 November 2008 (21.11.2008)

Applicant's or agent's file roference

ALZ-5293-PCT IMPORTANT NOTIFICATION
Intemational applicaiion o, International filing datz (clcg'/./,)onili/_vzar)
PCT/US2003/073844 21 August 2008 (21.08.2008)

1. The Bllowing indications appzared on record concaming:

the applicani BDg ihe invenior [ the ageni [ the comamen represeatative
Harnz and Addrese Staiz of Hailonahiy State of Negidenas
Teleplione No.

Tacsiumile No.

E-mail address

3. The iemabonal Burean hereby noliies e applhcan hat he [ollowing chamze nas been recorded concsmmg:
N ) PP -3 o =3

B il person [] ihe name O the addrese [ ihe nationality [ the recidznce
Name and Address State of Hationality Siate of Pendence

LUO, Bing , us us

44549 Mesuite Court
Fremont, CA 94539
United States of America

Teleplione No.

Facsinile No.,

E-niatl address
O HNotifications by z-mail authorized

3. Twither obcervations, if n2ceseary:
The perzon identified in Box 2 should ke added to the record as applicant for the United States of Amedca only and
inventor for all degignated States.

4. A copy of s nelificaion has tezein sent to:

B e recziving Oific: [0 e decignaisd Offiner concemed
B e Iniemaiicnal Searching Auihoriiy [Q ihe elected Offices concerned
O ihe hicmational Preliminary Cramining Authosty [ sther
Tliz Tniecaaiional Buraan of WIPG Anihorizzd officer
34, chemin des Colombettes . . .
1211 3eneva 20, Swiizerland Devillard Marie-José
e-mail pt04.pet@wipo.int
Faceimile Mo, 41 22 338 €0 05 Telephons Mo, 41 22 332 74 04

PJFYRTOR (T M1 WY A TR O EVIE TUTAT VY TIPS



PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2002/073344

ADVANCE E-MAIL

From ihe INTERIATIONAL BUPEAU

PCT

HOTIFICATION OF THE PECOFDING JOHNEON, Philip 8.
OF A CHAMGE Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plaza

Hew Brunswick, Mew Jersey 08933-0002
(FCT Fule 92biz.1 and ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Administrative Instroctions, Section 422)

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

Applicant's or agent's file refzreice

ALZ-5293-PCT IMPORTANT NOTIFICATION
Inicraaticil applicalic..n o Iniciational filing Jate ﬁ'ILW)'{lllc‘:zllaAzaar)
PCT/US2003/073244 21 August 2003 (21.08.2008

1. The followang indications appearsd on record concerming:

Bd the applicani DQ the inveaior [J the agent [] the common represztative
[Taine and Addvess Staiz of Maiionahiy Sialz of Peadence
Telephone No.

Tacsimle No.

E-mail address

2. Ihe Internabional Borean hereby noides the appheant hat the following changs has teen recorded esncernimng:

BQ ihe person O ihe name [ the addrass [ ile naticnality [ the residence

Tamz and Addrcce Siate of Hationahty Shate of Pestdence
WANG, Jinkang us us

39 Inverness Drive Telephone To.

San Francisco, CA 94132
Uniter States of America

Facstmile No.

E-mail address
O Notifications by c-inail authorized

(&%

Twrther observations, 1f nzcestary:
The perzon identified in Bos 7 should be added to the racord as applicant for the United State: of America only and
inventor for all designated States.

4. A copy of this noification has teen cant to:

B ihe recciving Offic: [0 the decignatzd Offices soacernzd
B whe Inlemational Searching Authority O the elenizd Oflices concarned
[ the Intemational Preliminary Examining Authority [0 other
The Inizruziional Buvean of WIPO Authorizzd officar
34, chemin des Coloribettes . c ez
1211 Geneva 20, Swiizerland Devillard Marie-Jose
e-mail pl04. pet@wipo.int
Faccimile 2o, <41 22 335 20 95 Telephone TTo. 41 22 338 74 04

Tty 1 LN a7 2y  Tystyy “rtywy LGSR




PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

HOTIFICATION OF THE FECOPRDITIG
OF A CHANMNGE

(PCT Pule 925bis.1 and
Adminisirative Inztruciions, Section 422)

PCT/US2008/072844

TFrom ihe DITERMATIONAL BUREAU

To:

JOHMHZSON, Philip 3.

Johnson & Johnson

Qne Johnson & Johnsaon Plaza

Hew Brunswick, Mew Jersey 08633-0002
ETATE-UMIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/inonth/year)
21 November 2008 (21.11.2008)

Applicant's or agent's filz reforeance

ALZ-5243-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

Inicrinational application 1o,

PCT/US2003/073844

Intzrantional filing date @ayhioaihtyzar)
21 August 2003 (21.08.2002

1. The following indications appeared on record concerning:

B ihe applicant B4 the inventor

[ the agzad [ the conunon reprecentative

Tlama and Address

ZHANG, Yuanpeng

21337 Monte Court
Cupertino, California 95014
United States of America

Siabz of TTatonaliiy Stale of Pecidence

us us

Telephone No.

Facsinule No.

E-mail address

2. Ihe Iniermational J2urean hereby noilliz; the applicant hal tie following chenge has bzen recordsd concemmg;:

[ thz address

O the perzon [ the name

the nationality [ the rezidznce

Hame and Address

ZHANG, vuanpeng

21837 Monte Court
Cupertino, California 95014
United Stales of America

Staie of Taiionality Staie of Pandence
CA us
Telephone No.

Facsiule No.

E-mail addiess
O Hotifications by e-mail authorized

3. Further obcervations, if neseccary:

4. A copy of (e neunesiion hiat t2en 2zt tor
Bl ihe recziviag Oitiee
B e Intzmalional Szarching Authority
[0 ihe Iniemaiicnal Preliminary Examining Authority

[0 e decignaizd Officer eoncemed
O ihe elecied Officas concermed
[0 other

The Inizmaiional Porzan of WIPO
34, chemin des Colombttes
1211 Geneva 20, Swiizerland

Faccimile 170, 41 22 332 29 05

Aniherized officer

Devillard Marie-José
e-mail pl04. pet@wipo.int
Telephone Mo, =41 32 332 74 04

LR AZGR A K RO 73
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

HOTIFTCATION CONCEFIING
SUBMISSION O TEAYISMITTAL
OF FRPIOFITY DOCUMENT

(PCT Adminisiraiive Insteuctions, Section 411)

PCT/US

From the INTERHATIONAL BUREAU

2008/0728

44

To:

JOHMNSOHM, Philip 3

Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plava

MHew Brunswick, Mew Jersey 08932-0002
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Datz of mailing (daymonth/year)
22 September 2008 (22.09,2003)

Applicant's or agent's file reference

ALZ-5203-PCT

IMPORTANT NOTIFICATION

International application Mo.

PCT/US2003/073244

International filing date @aysonthsiyear)
21 August 2008 (21.03.2002)

Intzroaticinnl publication dale (@dayinonilyzar)

Priority daiz daymontl/year)

3.

Not yet publishec 21 August 2007 (21.02.2007)
Applicant
ALZA CORPORATION &t al
1. By mean: of thic Fann, which ln.p]ﬂb;: any praviouzly iscued noiification conceruing submiztion or irancmiital 5 priority

docuriznie, the applicant is herzby mwiiiizd of ihe daie of rzceipi by the niemaiional Buseau of il priviily decumeni(c) relating to
all earlizr applimtion( ) wharne pn'oriL y ic claimad. Unless oilizrwise indicated by iliz 1o DM, in ez right-lemd colwmn or by an
actericl appearing ned io a dals of receipl, the priority dotumient concamed waz cubiniiisd or francmiited ic he Inismational Burzan
in compliance witls Fulv 17.1(a) or (b).

(f appli zablz) The letters “NR" appzaring iin the right-hand colwin deaciz o priority docament which, an_the_date ol mailing of
this Foun, had not yet been received by the International Burcau wad:x Pulz 17.1(a) or (I). Where, unda Fule 17.1(3), the
pricrity document muct be cubmitizd by e applicant io the recziving Offics o the Indeimational Buresu, bui the applicant fals o
cubrait the priorily decwmeni withia the applicable ime limii under that I‘ul:, the attention of the applicant is directed ic Tulz
17.1(c) which provides that ao designaicd Ofice may dicregard the prioriiy claim conczmicd beforz giving ihe applicant an
opportuniiy, upon enlry inte ihe national phaze, io fumich he priority documeni edihin a tiae limit whizh i¢ reaconable undar the
circumstances.

{f applicabls)An asterisk (*) appeariug wedi (o 3 date of receipi, in ihe righi-hand column, denotes a prierity document submitted
or transmitted o the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (ihe priocty docwment vras received
afler the time limit preccribad in Pule 17.1(a) or the request o prepar: and trancrot the priority decumenl wag cubmitted to the
receiving Offics afier ihe applicable iimz limiic undzr Tule 17.1(6)). Even though thz priority docuinent was nol furniched in
compliance with Fule 17.1(a) or (b), the Inismaitenal Burcan will acverthelecs trancmii a copy of the decument o the deripnated
Officez, for their concideraiion. I cace cuch a copy ic not accepied by the designaicd Office ac the priority decwesnt, Fule 17.1(c)
providas that ne designated Office may dicregard ths priority claim conczimszd before aiving 2 applicani an uppurlumly upon eniry
inito the nailonal plm%, o furnish the prioriiy doc:umﬂu willin o L liit which is rzasonablz under ihe cireumstonces

Priority daiz Evioity anelication Ho Conitry or vepional Office £ f reced
CT receiving O £ pricrity dec
21 August 2007 (21.03.2007) GET 4D L3 01 Septermber 2008 (01.09.2003)

The Intzmaiional Buczau of WIPQ Authorizaed officer
?4, chemin des Colombettes . . . .
1211 Goteova 20, Switzsrlan: Athina Nickitas-Etienne
e-mail PT04 PCT@WIPO.INT
Facmml .. l] 2z 'wu' UZ 70 Telephoas Yo, 41 22 338 74 04
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SUPERINTENDENGIA DEINDUSIRIA Y COMERCIO
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_ - Tra. 11 PATENITEIY)I Cya- AT -
SUPERINTENDENCIA Act 411 PRESENTACION — coprd (ASENACIONALL

Folios: 94

PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO DE UTILIDAD [ ] © Art 33 Decisién 486/00

Indicacion que se solicita una patenta,
Datos de identificacidn del solicitants o de la persona que prasenta la sodicitud
Descripcian de la invendcidn

Oibwjos de zer estos pertinentes

OO

Comprobants de& pago de las tasas establecidas (De ser &l casa formats des descuenta)

Complata D Incompleta D

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

/

[Z Indicacién que se solicita una PCT

E( Copia de la solicitud en espanal, tal coma fus presentada inicialmente (Capitulo descriptiva,

reivindicatorio, resumen)

D Dibujos de ser estos pertinentes
Comprobants de pago de las tasas establecidas (de zer el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [:l (Art. 119 Decision 486/00)
I | Indicacidn que e solicita Dizeio industrial
D Datus de identificacian del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
D Representacidn grafica y fotografica del Diseno industrial o muestra del material que incorpora 2|
diseno
D Comprabants de pago de las tasas establecidas
Completa D Incompleta D
ESQUEMA DE TRAZADO [ ] (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que 3& solicita un esquema Jde trazado
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la salicitud
Representacidn grafica de un esquema de trazado

Comprobante de paga die las tazas establzcidas

Completa I:l Incompleta D

oot
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ALZA COPPORATION

REFERENCIA Padicacién No. 10 21190

Evento 378
Actuaciénm 430

Oficio No. 0 0 5 0 5 0
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Al contester favor indigue el nonsco a 13 No. 27-00 pisos 2, %, 7 y 10 PEX: 5370000
de radicacidn consignado e el rétiulo Cex & 2¢ - S5 int.2. Tsl 5880070
Cent 6% Linza 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
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