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ce. [] om [
SOLICITANTE
(71) Naclonalidad o Domicilio: Basliea, Sulza.
Cual
Lugar de Constitucion: Sulza.
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Nimero
E-mall: Jicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE cc. X NIT I:I
REPRESENTANTE | Direccién: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°, ce [ oro []
O APODERADO Bogota- Colombla Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 8069701 Nidmero 39.680.713 TP53.215
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Nombre: BAILON, Pascal, Sebastian y WON, Chee-Youb.

Solicltud Intemacional No.  PCT/EP2003/007711
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INVENTOR(ES) | pireccion: 21 Woodbine Roed, Fiorham Park, New Jersey 07932 y 91 Balmont
(T2) Drive, Livingston, New Jersey 07039.
Naclonalldad o Domicllio: Estados Unidos de Amaérica.
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/G ANEXOS \

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
E Documento que acredita la exlatencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

E Documento de Representacion Legal.

E Documento de ceslén del Inventor 8 HOFFMANN-LA ROCHE INC y documento de ceslon de
HOFFMANN-LA ROCHE INC a F. HOFFMANN-LA ROCHE AG.
D Declaraciones.

D Copia de la solicitud intemaclonal. {resumen, descripcion, relvindicaclones, dibujos)
E Traducci6n de |a solicitud internacional ai castellano. (resumen, deacripcion, relvindicaciones, dibujos)

|:| Copia del examen preliminar intemaclonal efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar
(IPEA).

D Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acradite la licencla o autorizaclén de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades Indigenas.

X arte Final 12x12.

D Do ser el caso, informacion eobre otras solictudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero pof‘\
mismo titular o su causants, relacionados parcial o totelmente con la Invencién de esta solicitud.

I:I De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicltud Intemacional.

E Otros reporte de blisqueda internaclonal con su traduccién, publicacién con su traduccién, capliulo
relvindicatorio como fue originalmente presentado en fase Intemacional con su traduccién, anexo
aexplicativo de modificaciones a las relvindicaciones y listedo de secuenclas.
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CERTIFICACION DE EACEDENTE : 03 - 294 - e e m
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;ﬂum: 311 PCI-PATEN 379 FASE WACT Al MAESENTAC
Depmdencias 2008 DIVISIOH BE WEVRS

DEPOSITANTE TIPO PAGD BANCO CUENTA ko, PASO FECHA P50 ¥r. PA80

‘Eumn YCIAG 4 CONGIGNACION  BAMCO POPULAR  050-00110-4 077305 0370172009 4,460,000.00

iitst C O NCEPT D sitis

CANT, RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD [ 99 DTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS #43,000.00
TOvAL s 443,000,

SOM:  CUATROCIENTOS CUARENTA Y TRES MIL PESOS

RECIB® BE CAJA APLICADD AL EYPEDIENTE Wo.

EST4 CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PAGO SDLO POBRA SER UTILIZADA
COND PARTE BE LA CANCELACION DE UMA TARIFA VIGENTE Y MD PODRA SER
SUSTITVIDA POR MINGUM RECIRO.



ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

A LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215
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“'“‘;&bpjo fimados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

‘soliciludes,

una sociedad organizada y existente de conformidad
con las leyes de Suiza.

con domicillo en 4070 Basllea, Sulza

nombramos por el prasente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciuded, Calle 72 No.
§5-83, plso Bo., nuestros repressentantes legales y
verdadercs en Bogota, con facultades para recibir
notificacionas y nombrar apoderedos judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimienlo al
paragrafo 1o. del arliculo 543 del decrelo 410 de
1971. .

Los doclores ALICIA LLOREDA y/lo GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de elios
designe, quedan especialmenta facultadds pers
representarnos ante las auloridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policla, en todos ‘los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efacto Ies facultamos pare dar ents dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objelo
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, raclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripclories, enmiendas, limitar el alcance de las
prasaenlar oposicionos y apelacionos;
instaurar  cancelaciones, renunciar totlal o
parcialmente & los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo ofro pago
determinade por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiora otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicidn, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facullados para lomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desislir, percibir y apelar, con lodas las
demas facultades que resulten necasarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de gllos nombre hicieren en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de cllos alorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

I

hding/

er of procuration

d

The undersigned, F.HOFFMANN-LA R CHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiclled at 4070 Bassl, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andlor
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our rue and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to eppoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10, of arlicle 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andior
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them sappointed, are especially empowered to
represent:- us before the administrative, judiclal or
police authorities of Colombla, In all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to teke before the said authorities ail
the necessary staps for tha said end; 1o file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of idpplications, file oppositions; file
cancellations total pr. gmlallyﬁyalvaﬁreqlnl;ﬂ’ons t

l

pay all mstallments‘
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Given and signed this ## ™ ?t i’ 2 oo
F. Hoffmann-La Roche AG

Denise Strebel
Mandatory



~1IFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
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Brp'ha
\

Hoy \‘\ de de 200 , cornparecid
H\‘ , @ quien conozcoy
de quierl[ka consta que firmd el anterior documento,
y qulen d pamente juramentado declaré y dijo que
éles

de F. HOFFL[‘ N-LA ROCHE AG, la compafla
nombrada en'y I documento que antecede, una
socledad debn f enle organizada y existente
conforme a las l\jps de Sulza, domiciliada en Ia
ciudad de Bas: f. Sulza, legalmente constitulda
para un perlodo i\ duracién que aldn no ha
terminado, que ejercd\su objeto soclal; conforme a
las ieyes de Suiza; quh declarante esta autorizado
por dicha Compaiiia parl\\-‘onfaﬂr osie poder; que el
sello astampado por él al Ié @ tal poder, en nombre
y en representicién de la ﬂprtlsada Compafila, es 6l
sello oficial de ella; y que I obleto para el cual se
confiere aste instrumento etta ¢pmprendido dentro
del de la sociedad.

El suscrito Notario ha wsta\ It’.ﬁ Estalutos de

Procuration/Mandatory

S

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzeriand
Basel {ss

On this 17th day of August . 2004

personally Fr:ldolin Klausner and Denise Strebel
Swiss re 1dents..

{o me known an Iscmr:l{ to me toﬂa person

signed the foregolng Instrument, who being by me
duly swomn did depoge and say that he Is the Holder of
of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the, company named within, a
Caorporation organized and existing under the laws of

...the Switzerland, domiciled at the City of Basel,

legally conslituted for a period of tenure not yet
axplred, which exercises iis corporate purposes
according to the laws of Switzeriand; that the
deponent s authonzsd by sald Company to confer
this- power of atlomey- that the seal affixed hereunto
by the deponent in ‘the name and on behalf of said
Corporation Is the carporata seal thereof; and that the
purpose for which this Insirument Is granted is
Included within the corporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of incorporation of, said Corporation executed at

incorporacion tirmados en Sulza,Vjiljad de Basliea, \
con fecha y telica que de Sulza, ciudad de Bagsel, under dale of 19th day of
conformidad con la Ieglslacldn de "githo Pals, la Jme 1997 . ‘and hereby certifies that under
anterlor declaracion  jureamentada 5 prueba the laws of sald .Country the foregoing
suficiente de que los hechos sabre que e l\ grsa son acknowledgment is Jsufficlant proof that the facts
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe. therain contained are true, whigh he attests.
\
\ b/ p,
) i ] \ ‘\ o :m?g*@fm:;
Notary Public (Notario Publico). \\\ Basel, this 17—08—2004 SEFRO0CIL Bl YU LA
W unthmsa:ﬂa.rﬂ' "‘“.'""“"““ﬂ"':
{, 4 35X
SR,
7 et
= B ifm'-“l‘dlﬂ‘rw'i
: Dr. Peter Kuster
.oz ey \ Advokat und Notar
Peterekirchplatz 12
Postlach
2 Fr ~ '%\ CH-4001 Basel
virEreg Kuster  Allg- FroL—. \%‘i“ﬁﬁ.{;‘:@g%
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SEFICEAE AUTHENTICATION
{Rague Conveiiion of QuicLer S, 1961)
1. Counirv: Swut "ol (Sehweiz Fhvissc)
This official document

5. in Basel tiste) 6. o 18, Aug. 200¢

7. by the S Cha-cery of the Canton of Bascl-Siady ........

%3€. Jra?22C

1, Signawee;
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TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la trhductora, lo mismo que la presents.-

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a continuacién de la
Iegalizaéién de las fimas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espaﬁc;l e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma ingiés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, ef 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: Suiza
Este documento publico
2 Ha‘.sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster
3. Actuando en calidad de notario pablico
4, { leva el sello del mencionado notario

u- ﬂz-‘-'-"-'-‘.'a'.-?:_::. M 1

. NI T A {0y o : . -

oot > Contug acgTa

. Iy £ A
rocic: m“:"" m:':;hlmm 1) ’

_ Certificado | MRS )
5. en B.asel (Basilea) 6. ol 18 de agoy D i SHPM f}\ﬁ
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basel-Stadt A, '- ﬁé
8. bajo el No 8835/13376 RN LS o gy oo

9. Sqll'o 10. Firm
Cancilleria de Estado Fdo.: firrpa ilegible
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

-

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se dejisspia.aruion Brchtiaos

H _m- ; P.‘.:.l_ﬁ.'-t:n CCWATAR QUE LA ?
. e 2 PNTITOMA ROeCion OO L CUIGINAL
estas oficinas para su confrontacion. ¥ evmpveacodiaver ]
p, « arypat gp LI -
f 1 -

d -
P OF SET 2004 ¢, )
Bogota, 2 de septiembre 2004 | I

| Traductora Juramentada
ReYolucidn 10607/81 Minjusticia
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Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/07711

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO

IPC7 CO7K14/16 AG61K3B8/16 A61P31/18
Scgin la Clasificacién de Patente Internacional (IPC) 0 segin I clasificacién nacional y Ia IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacidn minima buscada (sisterma de clasificacién scguido de simbolos de clasificacidn)
IPC7 CO7TK AGIK

mmmmummﬂmma'&Munwmmumm

Base de datos electréniea consultada durante Ia bisqueda internacional (nombre de I base de datos v, donde sea prietico, busear 1érminos ussdos)
EPO-Internacional, WPI Dato, CHEM ABS Dato

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Culegorie ® | Citacion de documento, con indicacién, dande sca gpropiado, ¢ 108 textos Televantes Relevante a I reivindicecion No.
X US 6 348 568 B1 (ANWER MOHMEDK Y COL) 1-16
19 de Febrero de 2002 (2002-02-19)
citado en la solicitud
ver compuestos No. 1520, 1522, 1526, 1528, 1529, 1531 y 1533 en
latabla 1
columna 53, linea 65 - columna 54, linca 38;
ejemplo 7
D En ¢l recuadro C se enumeran mis documenins. E En ¢l anexn se enumneran miembros de ks fumilin de patenbes.

® Categorias especiales de documentos citados:
T’ documento posterior publicado despuds de la fecha de presentacidn

‘A’ documento que define el estado general de In técnic el cual no se internacioml o fecha de prioridad y que no estd en conflicto can s
considers de relevancia particular solicitud pero cltado pars entender el principlo o teorla que sustents
In invencién
'E' documnento anterior pero publicado en o después de la fecha de
presentacidn intemnacional "X’ docurmnento de relevancia particular; la invencitn reivindicads no
pueds considerarse nueva 0 no puede considerarse que comprende
'L' documenio qus puede mrojar dudas sobre refvindicaciones de un paso inventivo cuando el documento se toma solc
prioridad o que s cits pars establecer In fecha de publicacidn de otra
citacidn u otra razdn especial (segin se sapecifica) V' documento de relovancia particular; ia Invencidn reivindicads no
pusds conaiderarse que comprende un paso inventivo cuando ¢l
‘0" documento que se refiece & una revelacion orsl, uso, exhibicién u documento se combina con uno o mils documnentos, sienda dicha
otros medios combinacién obvia pars una persona experta en (s técnica

P documento publicado antes de la fecha de presentacién intemacional &' documento miembro de ln migms familia de patentes
uds de 1a fecha de priorided reivindicada

Fecha das i terminacidn real de In bilsqueda internacional Fecha de envio por comeo del reporte de biisqueda internacional

23 de Diciembre de 2003 08/01/2004

Nombre y direccién de correo de 1a ISA Funcionario sutorizado
Oficina de Patentes Buropea, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijewijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl, Fuhr, C
Fax: (+31-70) 340-3016

“Forma PCT/ISA/210 (segunda hoje) (Julio 1992)



Solicitud Infernacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | pCT/EP 03/07711

Documento de patente . -
citado o cl reporte de Pecha de publicacién Miembro(s) de la familia do patentes F°f.h"?°
bilsqueda publicacién
US 6348568 BI 19-02-2002 Us 6258782 Bl 10-07-2001
Us 6656906 Bl 02-12-2003
Us 2003186874 Al  02-10-2003
AU 766995 B2  30-10-2003
AU 4194999 A  06-12-1999
CA 2332338 Al  25-11-1999
CN 1310626 T 29-08-2001
EP 1079846 Al  07-03-2001
HR 20000789 Al  30-06-2001
HU 0101826 A2 28-09-2001
JP 2002515449 T 28-05-2002
NO 20005836 A  19-01-2001
PL 344342 Al  05-11-2001
TR 200100163 T2  21-06-2001
WO 9959615 Al  25-11-1999
Us 6562787 B1  13-05-2003
ZA 200006642 A  28-05-2001

Forma PCT/ [SA/ 210 (anexo fumilia da patentes) QuHo 1992)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

. Intam: pplleation No

PCT/EP3/07711

A. CLASSIACATION 4?11 5

MATTER
IPC 7 CO7K1 A61|<38/16 A61P31/18

According 1o Iniamational Paieni Gleeaffication (IPC) or 1o bolh national cleasification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minkmum documentation searched (clasacaiion sysiem followed by Clesaification symbols)
IPC 7 CO7K A6IK

Documenteiion searchad olher than minimum decurnantation Lo the exdant thet such documents are Inchided In the flakds searched

Elscironic daia bass conmillad during tha Inamational search (neme of dais bags and, where practical, saarch lerms used)
EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data

€. DOCUNENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogory ® | Chalian of document, with indicalion, whars appropriets, of the reieveny passages Relevant 1o dalm Na,
X US 6 348 568 B1 (ANWER MOHMED K ET AL) 1-16
19 February 2002 (2002-02-19)
cited 1n the application
see compounds No. 1520, 1522, 1526, 1528,
1529, 1531 and 1533 in table 1
column 53, Tine 65 —column 54, line 38;
exanple 7
D Further documenis ere lsiad In the continuation of box C. E Paient tanily mambars are Bied in annax.
* Spedia) eategories of diad documants - T ttar document
— . u
A" document deiing 04 generdsile of e at which e "”{Wmmaﬂf&mﬁam“
‘E" anrlar documant b publishad on or afteriha international > mdmmm the claimed (mveniion
filng dnie cannol be considered novel or cannol ba conskisred fo
e dmnﬂtmb mm'g:u;uon rbllly clan(s, . Inveive an Inveniive atep when the documeni s taimn alone
I T ot p e s b,
‘o Mﬂlmﬁnhgbmenldhduun.m axhibition or document ks combinad with ons of mom othar such docu—
other means mants, such combination being obvicus 10 a person siciad
P uuummpmmmnnlmmmm Ming ciata but Inthe arl
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Reivindicaciones:

1. Un compuesto de férmula (I),
0
ll

Ry - (CHaCH,0) 5 -CH;CH; -0~ (CHz) n-C-NH- (CH;) p-CH3-NHT1249 (I)
en donde

R, es un grupo de cabeza

mes de 1 a 17,

n es de 10 a 1.000,

pesdelad, vy

NHT1249 ea un polipéptido T1249 unido covalentemente a
través de su grupo o-amino terminal.

2, Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, en
donde R; se sustituye por el grupo c¢onsistente en halégenoc,
epbxido, maleimida, disulfuro ortopiridilo, tosilato, iso-
cianato, hidrato de hidrazina, haluro cianlrico, N-
succinimidiloxi, sulfo-N-succinimidiloxi, 1-
benzotriazoliloxi, 1-imidazoliloxi, p-nitrofeniloxi, y

0
i
~CH3zCH3 -0~ (CHa} u=C-NH- {CH;) p-CHO.

3. Un compuesto de acuerdec a la reivindicacifn 1, en
donde p es 3.

4. Un compuestoc de acuerdo a la reivindicacién 1, en
donde p es 3, R, es metoxi, mes 1, § n es de 100 a 750.

5. Un compuesto de férmula:

CH;-0- {CH-CH2-0) n-CH3-CH;-0~-CH,;-CH;-CH;-NHT1249 (III)

en donde n es de 10 a 1.000 y NHT1249 es un Polipéptido

A8
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71249 unido covalentemente a través de Su grupo a-amino
terminal.

6. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 5, en
donde n es aproximadamente 450.

7. Una composicién farmacéutica que comprende, en una
mezcla con un excipiente farmacéuticamente aceptable, un
compuesto de férmula:

o

i
Ry~ (CH3CH0) o-CH3CH3 -0~ (CH;3) a~C-NH- (CH;) p-CH;-NHT1248% (I)
en donde

R; es un grupo de cabeza,

mes de 1 a 17,

n es de 10 a 1.000,

pes de 1 a3,y

NHT1249 es un polipéptido T1249 unido covalentemente a
través de su grupo o-amino terminal.

8. Una compoeiciédn farmacéutica de acuerdo a la rei-
vindicacién 7, en donde p es 3, R, es mgtoxi, mes l, ynes
de 100 a 750.

9. Una composicién farmacéutica de acuerdo a la rei-
vindicacién 7 en la forma de un polvo liofilizado.

10. Una composicifdn farmacéutica de acuerdo a la rei-
vindicacidén 7 en forma de una solucién o suspensidn inyec-
table.

11. El uso de una composicién farmacéutica que contie-
ne, en una mezcla con un excipiente farmacéuticamente acep-

table, un compuesto de férmula I, para la preparacién de un

\‘o
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medicamento para la inhibicién de una infeccién por VIH:
0
N
Ry - {(CH3CH;0) n-CH3CHz -0~ (CHj) o-C-NH- (CH3) p-CH,; -NHT1249 (I)
en donde

R, es un grupo de cabeza,

mes de 1 a 17,

n es de 10 a 1.000,

pesdela3, vy

NHT1249 es un polipéptido T1249 unido covalentemente a
través de su grupo a-amino terminal.

12. Un uso de acuerdo a la reivindicacién 11, en donde
p es 3, R, es metoxi, mes 1, y n es de 100 a 750.

13. Un uso de acuerdo a la reivindicacién 11, en donde
la composicién farmacéutica se inyecta intraperitonealmen-
te, intramuscularmente, subcutineamente, intravencsamente,
o por infusién continua.

14. Un usco de acuerdo a la reivindicacién 11, en donde
la composiciédn farmacéutica se adminiptra en una cantidad
de alrededor de 50 mg a aproximadamente 300 mg por adminis-
tracidn.

15. El uso de una composicifn farmacéutica que com-
prende, en una mezcla con un excipiente farmacéuticamente
aceptable, un compuesto de f&6rmula III, para la preparacién
de un medicamento para la inhibicién de infeccién por VIH:

CH3-0- (CH3-CH3-0) 4~-CHz-CH3-0-CH;-CH;-CH,-NHT1249 (III)
en donde n es de 10 a 1.000 y NHT1249 es un Polipéptido

T1249 unido covalentemente a través de su grupo «o-amino
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terminal.
16. Un uso de acuerdo a la relvindicacién 15, en @ nde
la composicién farmacéutica se administra en una cantidad
de alrededor de 300 mg a2 1500 mg por semana en una dosis

individual.

*
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Claims:
1. A compound of formuta (1),

0
- |
R1-(CH2CH20)rCH2CHz-O-(CH2)m-C-NH-(CHa)p-CH-NHT1249 (1)

wherein
R is a capping group,
mis from 1 to 17,
nis from 10 to 1,000,
pis from 1 to 3, and
NHT1249 is a T1249 polypeptide covalently bonded through its t-erminal a-

amino group.

2, A compound according to ciaim 1, wherein Ry Is selected from the
group consisting of halogen, epoxide, maleimide, orthopyridy! disulfide, tosylate,
isocyanate, hydrazine hydrate, cyanuric halide, N-suocmlmxdyloxy, sulfo-N-
succinimidyloxy, 1-benzotriazolyloxy, 1-imidazolyloxy, p-nitrophenyloxy, and

o :
-CBzCHrO-(CHz)m"-!';'NH‘(QHR)n'QHQ-

3. A compound according to claim 1, wherein p is 3.

4. A compound according to claim 1, wherein p Is 8, R4 is methoxy, m Is

1, and n is from 100 to 750.

\
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5. A compound of formula: :

CHa-O-(CHz-CHa-O)r-CHg-CHz-O~CHz-CHa-CHz-NHT 1249 (Ill)

wherein n is from 10 to 1,000 and NHT1249 is a T1249 polypeptide covalently

bonded through its terminal a-amino group.
6. A compound according to clalm 5, wherein n is approximately 450.

7. A pharmaceutical composlition comprising, in admixture with a
pharmaceutically acceptable excipient, a:compound of formula:
0]
Fh—(CHzCHZO).,-CHzCHz-O-(CHz)m-(!l‘,-NH-(CHz)p-CHz-NHT‘l249 ()

wherein

R, is a capping group,

mis from 1 to 17,

.\-‘

n is from 10 to 1,000,
pisfrom 1 to 3, and
NHT{249 is a T1249 polypeptide covalentty bonded through Its terminal a-

amino group.

B. A pharmaceutical composition according to claim 7, wherein p is 3, Ry

is methoxy, mis 1, and n is from 100 to 750.

50
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9. A pharmaceutical composition according to claim 7 in the form of a

lypholized powder.

10. A phamaceutical composition according to claim 7 in the form of an

injectable solution or suspension.

11. Use of pharmaceutical composition comprising, in admixture with a
pharmaceutically acceptable excipient, a compound of fonmula |, for the preparation
of a medicament for the inhibition of HIV infection:

0
[
Ry-(CH2CHzO)n-CHCHz-O~CHz)-C-NH-(CHa)p-CHz-NHT 1249 (1)

wherein
Ry is a capping group,
m is from 1 to 17,
n is from 10 to 1,000,
p is from 1 to 3, and
NHT1249 [s a T1248 polypeptide covalently bonded through its terminal a-.

amino group.

12. A use according to claim 11, wherein p Is 3, R; is methoxy, m is 1,
and n is from 100 to 750.

51
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13. A use according to claim 11, wherein the pharmaceutical composition
is injected intraperitoneally, intramusculary, subcutaneously, intravenously, or by

continuous infusion.

14, A use according to claim 11, wherein the pharmaceutical composition
is administered in an amount of from ahout 50 mg to about 300 mg per

administration.

15. Use of a pharmaceutical composition. comprising, in admixture with a
phamaceutically ecceptable excipient, a -compound ‘of formula Ill, for the

preparation of a medicament for the inhibitlon of HIV infection:

CHyO-(CHx-CHz-O)-CHz-CHz-O-CH2-CH-CH2-NHT 1249 (lll):
wherein n is from 10 to 1,000 and NHT1249 is a T1249 polypeptide covalently

bonded through its terminal a-amino group.

16. A use according to claim 15, wherein the pharmaceutical composition
is administered in an amount of from about 300 mg to about 1500 mg per week in a

single dose.

52
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ANEXO EXPLICATIV DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACI NES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacién en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Internacional ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcion de la presente invencion y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divulgacién contenida en la solicitud

presentada.



POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO
RESUMEN-OBJETO ¥ FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporcionan compuestos del polipéptido T1249
pegilado. También 8e proporcionan composaiciones
farmacéuticas que contienen compuestos del polipéptido
T1249 pegilado, y procescs de fabricacién. Ademis se
proporciona el uso de la composicién farmacéutica que
comprende, en una mezcla con un excipiente
farmacéuticamente aceptable, un compuesto de férmula (I),
para la preparacién de un medicamento para la inhibicibn

de la infeccién por VIH.
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POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO

La presente invencién se refiere a compuestos polipép-
tidos T1249 pegilados, y a métodos relacionados de uso Yy
elaboracidén de tales compuestos, asi como en farmacéutica
composiciones y métodos terapéuticos de tratamiento.

Algunos virus, especialmente VIH, debe realizar un
complejo proceso llamado fusidn para poder entrar en la
célula huésped y reproducirse. Durante la fusién, la mem-
brana externa del virus se fusiona con la membrana de la
célula huésped. En el caso de VIH, la membrana externa del
virus VIH se fusiona con la membrana de la célula T CD4+
durante la reproduccién.

T1249 es un miembro de una nueva clase de agentes an-
tivirales que inhiben la fusién virus/membrana. En el caso
de VIH, este proporciona dos efectos saludables: la repro-
duccidén de VIH se bloguea y no sucede la muerte consecuente

de las cé&lulas T CD4+.

La resistencia viral a los f&rmacos anti-VIH aprobados
actualmente es un tema significativo en la gestién clinica
actual del VIH. Muchos pacientes que comienzan la combina-
cién del ctratamiento antiretroviral con los medicamentos
aprobadoe actualmente desarrollaran resistencia a uno o més
de estos agentes a medida que pase el tiempo. La investiga-
cidén sugiere, no obstante, gue T1249 puede no estar afecta-
do por cualquiera de las resistencias a las clases de anti-
retrovirales aprobados actualmente. (Datos presentados en
el Sch International Workshop on Drug Resistencia and

Treatment Strategies en Scottsdale, Arizona, 4-8 Junio de
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2001).

Un andlisis del rango de dosis de T1249 en un ensayo
clinico sugiere que la dosis diaria de T1249, y sin ninguna
experiencia previa a tratamiento antiretroviral, incluyendo
mutaciones a todas las clases de f&rmacos aprobados de VIH,
es la Unica variable que estd asociada con la reduccidn de
carga viral entre los pacientes en tratamiento. Experimen-
tos adicionales muestran que la actividad en vitro de T1249
no est& afectada por las mutaciones asociadas con la resis-
tencia a los inhibidores de la transcriptasa reversa e in-
hibidores de la proteasa.

Como muchos agentes polipéptidos terapéuticos, T1249
se administra generalmente por inyeccién. Los protocolos
terapéuticos actuales a menudo implican mds de un inyeccién
diaria.

Serf, por tanto, ventajoso proporcionar polipéptidos

Tl245 y composiciones farmacéuticas que posean caracteris-

ticas farmacocinéticas y actuaciones mejoradas. Ser& parti-

cularmente ventajoso proporcionar dosis terapé&uticas de
Tl249 menores, administraciones menos frecuentes, y/o dura-
cién extendida de la accién.

Estoas y otros objetos de la presente invencién estén
descritos en mayor detalle é continuacién.

La presente invencidn proporciona un compuesto de f&r-
mula:

o

R; - (CHaCH20) p~CH2CH;-0- (CHa) n-C-NH- (CHy) p-CH; -NHT1249 (I)

V4|
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en donde

R, es un grupo de cabe:za,

mes del a l7,

n es de 10 a 1,000,

pesdelal3l, vy

NHT1249 es un polipéptido T1249 covalentemente unido a
través de su grupo o-amino terminal.

En una realizacién del compuesto de la presente inven-
cidén R; es metoxi, m es 1, n es de 100 a 750, Y p es 3.

También se proporciona una composicién farmacéutica
que comprende, en una mezcla con un excipiente farmacéuti-
camente aceptable, un compuesto de f£6rmula (I), en donde R,,
m, n, p, Yy NHT1249 gon como se ha definido antes.

En una realizacidn de la composicién farmacéutica de
la presente invencién R, es metoxi, mes 1, n es de 100 a
750, ¥y p es 3.

La presente invencidén proporciona ademis un método
para inhibir la infeccién por VIH que comprende la adminis-
tracién de una compeosicién farmacéutica que comprende, en
una mezcla con un excipiente farmacéuticamente aceptable,
un compuestc de f6érmula {(I), en donde R;, m, n, p, y NHT1249
gon como se ha definido antes. S$i la presente invencién se
refiere a un "método para inhibir la infeccién por VIH que
comprende un compuesto", quiere decir "uso de un compuesto
para la preparacién de un medicamento para la inhibicién de
VIH ".

En una realizacidén del método para inhibir la inféc-

cién por VIH, R, es metoxi, mes 1, n es de 100 a 750, y p
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es 3.

También se proporciona un métode para elaborar un po-
lipépéido T1249 pegilado que comprende la reaccidén de un
polipéptido T1249 con un aldehido de fé&rmula:

0

I

Ry - (CH3CH30) o~ CH2CH2-O- (CHa) 5-C-NH- (CH3) p-CHO (II)

en donde R;, m, n, n, y p son como se ha definido antes;
para producir un compuesto de fSrmula (I{, en donde la mo-
lécula aldehfido de polietilenglicol estd unido al grupc amino
N-terminal del polipéptido T124§. Si la presente invencién
se refiere a un "método para realizar" quiere decir un
"proceso para realizar",

La Figura 1 muestra una comparacién de digestiones
enzimiticas de PEG-modificados y T1249 sin modificar. Se
muestra la digestidén con endoproteinasa Lie-C y subsiguien-
te separacién con HPLC en fase reversa.

La Figura 2 muestra una espectrometria de masas con
ionizacién por desorcién de l&ser asistida por matriz en
tiempo de vuelo (MALDI TOF) de la fraccién PEG-34 recogida
por HPLC (Figura 1). El espectro se obtuvo de forma lineal
con acido trans-3-indoleacrilico como la matriz.

La Figura 3 muestra la secuenciacién (Edman) N-
terminal de la fraccién PEG-34 recogida por HPLC (Figura
1).

La Figura 4 muestra el perfil de concentracién-tiempo
de mMPEGaox-CMAB-T1249 en ratas tras una administracién de

dosis simple subcuténea.

34
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La Figura 5 muestra el perfil de concentracidn-tiempo

de T1i249 en ratas tras una administracién de

subcuténea.

dosis simple

La Figura 6 muestra el efecto de la dosis de T1249 y

MPEG30x-CMAB-T1249 sobre la carga viral de VIH-1 en ratones

SCID.
Tal como se menciocna antes, T1249 es
“inhibidor de fusifn”. T1249 consiste en 39

secuencia del polipéptido T1249 es:

WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEIELQKLDKWASLWEWF [ID.

un peolipéptido

aminodcidos. La

DE SEC. NO:1]

El aminolcido N-terminal (o amino terminal) es triptéd-

fano (W). El aminocdcido C-terminal (o carboxilo terminal)

es fenilalanina (F).

Tal como se describe en la Tabla 1 de la Patente Esta-

dounidense No. 6.348.568 (ID. DE SEC. No.

1071), gque se

incorpora aquf mediante referencia en su totalidad, la se-

cuencia del peolipéptido T1249 puede bloquearse/derivarse a

uno o ambos de su amino y carboxilo terminal. Tal como se

describe en la Patente Estadounidense No.

6.348.568, el

triptéfano amino terminal es bloqueado/derivadc con un gru-

po acilo y la fenilalanina carboxilo terminal es bloquea-

da/derivada con un grupo amino (este filtimo como resultado

de una conversién del -COOH -+ -CONH;) .

Tal como se usa aqui, "T1249“ deberéa
indica el {ID. DE SEC. NO:1], opcionalmente
fenilalanina C-terminal con un grupo amina.
bras, cuando se hace referencia a "“T1249,"

C-terminal puede ser tanto -COOH o -CONH,.

entenderse que
bloqueado en la
En otras pala-

la fenilalanina
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La bresente invencién proporciona compuestos T1249
pegilados de la siguiente férmula:
9]
I
R, - {CHaCH30) n-CH;CH; -0~ (CH;) g-C-NH- (CH;) p-CH;-NHT1249 (I)
en donde
R; e8 un grupco de cabeza,
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 1,000,

pesdela3l, vy

NHT1249 es un polipéptido T1249 covalentemente unido a
través de su grupoc a-amino terminal.

Tal como se usa aqui el “grubo de cabeza” R; es cual-
quier grupo quimico adecuado, dependiendc bajo preferencia,
es generalmente no reactivo o generalmente reactive con
otras porciones quimicas. En el compuesto anterior el po-
lietilenglicol estd unido covalentemente al grupo «a-amino
de T1249. El grupo de cabeza R, se selecciona para permitir
¢ prevenir bifuncionalidad, por ejemplo, unién covalente a
una segunda ﬁorcién quimica de interés.

En el caso de que el grupo de cabeza es generalmente
no reactivo con otras porciones quimicas, Ry es relativamen-
te inerte y por lo tanto no se unird covalentemente con
otra porcién quimica. Grupos de cabeza R, adecuados general-
mente no reactivos incluyen: hidrdégeno, hidroxilo, alquilo
inferior, alcoxi inferior, cicloalquilo inferior, alquenilo
inferior, cicloalquenilo inferior, arilo, y hetercarilo.

Tal como se usa aqui, el término “alquilo inferior”,

&)
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indica un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada, que
contiene de 1 a 7, preferiblemente de 1 a 4, Atomos de car-
bono, tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-
butilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-
heptilo y similares. El1 "alquilo inferior" estd opcional-
mente sustituido con uno o mAds grupos independientemente
seleccionados de halSgeno, alquilo inferior, alcoxi infe-
rior, cicloalquilo inferior, alquenileo inferior, cicloal-
quenilo inferior, arilo, y heteroarilo.

Bl término “alcoxi inferior” indica un grupo alquilo
inferior como se ha definido antes que estd unido a través
de un atomo de oxigeno, siendo ejemplos de grupos alcoxi
inferior metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi,
sec-butoxi, terc-butoxi, n-pentoxi y similares. El “alcoxi
inferior" est8 opcicnalmente sustituido con uno o més gru-
pos independientemente seleccicnados de halégeno, alquilo
inferior, alcoxi inferior, cicloalquilo inferior, alquenilo
inferior, cicloalquenilo inferior, arileo, y heteroarilo.

El término “cicloalquilo inferior” indica un grupo ci-
cloalquilo que contiene de 3 a 7, preferiblemente de 4 a &,
dtomos de carbono, es decir, ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo o cicloheptilo. El1 "cicloalquilo
inferior" esti opcionalmente sustituido con uno o més gru-
pos independientemente seleccionados de halégeno, alquilo
inferior, alcoxi inferior, cicloalquilo inferior, alquenilo
inferior, cicloalquenilo inferior, arilo, y heterocarilo.

Tal como se usa aqui, el término “alquenilo inferiox”

indica un grupo alquenilo de cadena lineal o ramificada,
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gue contiene de 2 a 7, preferiblemente de 2 a 5, &tomos de
carbono, por ejemplo, etenilo, butenileo, pentenilo, hexeni-
lo y gimilares. El "algquenile inferior" est& opcionalmente
sustituidec con uno o mis grupos independientemente selec-
cionados de halégeno, alquilo inferior, alcoxi inferior,
cicloalquilo inferior, algquenilo inferior, cicloalguenilo
inferior, arilo, y hetercarilo.

El término “cicloalquenilo inferior” indica un grupo
cicloalquenilo, que contiene de 4 a 7 &tomos de carbono,
por ejemplo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo y
eimilares. El "cicloalquenilo inferior" estd opcionalmente
sustituido con uno o wmids grupos independientemente selec-
cionados de halégeno, alquilo inferior, alcoxi inferior,
cicloalquilo inferior, alquenilo inferior, cicloalquenilo
inferior, arilo, y heteroarilo.

El término “arilo” indica un grupo fenilo o naftilo
que no estd sustituido o opcionalmente mono- o multi- sus-
tituido por halégeno, alquilo inferior, alcoxi inferior,
trifluorometilo, hidroxi, &cido carboxilico, é&ster carboxi-
lico, nitro, amino, o fenilo, particularmente por halégeno,
alquilo inferior, alcoxi inferior, trifluorometilo,
hidroxi, nitro, amino y fenilo.

El término “heteroarilo” indica un grupo hetercaromi-
tico de 5- o 6- miembros que contiene uno o mis hetero &to-
mos Beleccionados de ﬁ, S, ¥ O y que puede estar benzofu-
sionado y/o sustituido de la misma manera como el "arilo"
definido anteriormente.

Grupocs de cabeza R; generalmente no reactivos preferi-



10

15

20

25

-~10-

dos incluye metoxi, hidroxi, o benciloxi. Un grupo de cabe-
za R, especialmente preferido es metoxi. Cuando R, es metoxi
los compuestos polipéptidos pegilados a veces vienen refe-
ridos aqui como compuestos en parte, como “mPEG*, en donde
la "m” indica metoxi.

Si el grupo de cabeza R, es generalmente reactivo con
otras porciones quimicas, entonces R; es un grupo funcional
capaz de reaccionar con algin otro grupo funcional, tal
como una amina y/o sulfhidrilec en un péptido y/o proteina.
En tal caso, R, puede ser un grupo funcional que es capaz de
reaccionar facilmente con grupos electrofilicos o nucleofi-
licos sobre otras moléculas, al contrarioc que aquellos gru-
pos que requieren fuertes catalizadores o condiciones de
reaccién altamente impracticables para poder reaccionar. Si
Ry es relativamente reactivo, el aldehido de polietilengli-
col puede unirse covalentemente con otra porcifn quimica.

Ejemplos de grupcs adecuados de cabeza R; gener%lmente
reactivos incluye: haldSgeno, epéxido, maleimida, disulfuro
de ortopiridilo, tosilato, isocianato, hidrazina hidrato,
haluro cianGrico, N-succinimidiloxi, sulfo-N-succini-
midiloxi, l1-benzotriazoliloxi, l1-imidazoliloxi, P-
nitrofeniloxi, y

0]
I
~CH3CH; -0~ (CHz) p-C~NH- (CH;) g-CHO.

El término “haldégeno” indica fldor, cloro, bromo, o

yodo.Un grupo de cabeza R; generalmente reactivo preferido
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o
I

-CH3CH, -0~ (CH;) n-C-NH- (CH;) p~-CHO. Cuando este grupo de cabe-
za R; estad presente, deberd notarse gue en los compuestos de
la presente invencién la primera m, n, y/o p puede ser la
misma o diferente de la segunda m, n, y/o p en la férmula.
Es preferible, no obstante, que ambas m posean el mismo
valor, ambas n posean el mismo valor, y ambas p pcsean el
miemo valor.

En la presente invencién, m es de 1 a 17. En una rea-
lizacién preferida, m es de 1 a 14. Mias preferiblemente m
es de 1 a 7, y ain mds preferiblemente, m es de 1 a 4. Mas
preferide, m es 1.

En la presente invencién, n es de 10 a 1,000. En una
realizacifn preferida de la presente invencién n es de 20 a
1,000. Preferiblemente, n es de 50 a 1,000, alin mds prefe-
riblemente n es de 75 a 1,000. Lo més preferible, que n gea
de 100 a 750.

En la presente invencién, p es de 1 a 3. Preferible-
mente, p es 3.

En realizaciones preferidaa, p es 3, R, es metoxi, m es
1, vy nea de 100 a 750; o p es 2, R, es metoxi, mes 1, y n
eg de 100 a 750; o p es 1, R, es metoxi, mes 1, y n es de
100 a 750.

La presente invencién proporciona realizaciones de
f6rmula (I), en donde R; es metoxi, m es 1, n es de 100 a
750, p es 3, y NHT1249 es un peolipéptido T1249 covalente-

mente unido a través de su grupo a-amino terminal.
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Tal como se ha resaltado antes, los compuestos T1249
pegilados de la invencién unen covalentemente el grupo o-
amino de T1249 a un derivade de polietilenglicol con una
estructura particular. Estos compuestos pegilados pueden
elaborarse de cualgquier forma deseada, pero generalmente se
preparan reaccionando T1249 con derivados de polietilengli-
col preparados de forma separada. Por ejemplo, el polipép-
tido T1249 puede estar pegiladoc bloqueando todos los resi-
ducs de lisina y reaccionando este T124% bloqueade con un
derivado de polietilenglicol. Los residuos de lisina blo-
queados del polipéptido T1249 son entonces desbloqueados,
resultando en unos T1245 terminalmente pegilados.

El polipéptido T1249 puede preparase de cualquier for-
ma adecuada. Por ejemplo, los compuestos pueden sintetizar-
se utilizande las técnicas clésicas de sinteasis en fase
s6lida de Merrifield que involucra un método en fase s6lida
empleando Boc-aminodcido (Chem. Soc., 85, 2149, 1963), uti-
lizando procedimientos manuales o© automiticos, utilizando
un método en fase sdlida empleando Fmoc -amino&cido (Shep-
pard, R.C. et al., J. Chem. Soc. Chem. Comm., pp. 165-166
(1985)), utilizando un modelo Advanced Chemtech 200 dispo-
nible de Advanced Chemtech., Louisville, Ky., utilizando un
Millipore 9050+ disponible de Millipore, Bedford Mass, u
otra instrumentacién disponible.

T1249 puede producirse por incorporacién de compuestos
codificantes de cDNA de la invencién en vectores plasmidi-
cos funcionales de DNA viricos o circulares. Los vectores o

pladsmidos pueden utilizarse para transfectar o transformar
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microorganismos seleccionados. Los microorganismos trans-
formados o transfectados pueden cultivarse bajo condiciones
que conducen a la expresidn de secuencias de DNA portadas
por el vector y puede lograrse el aislamiento de los pépti-
dos deseados del medio de cultivo. (Ver, por ejemplo Paten-
te de los Estados Unidos No. 5.955.422, que se incorpora
integramente aqui por referencia como si 8e describiera
enteramente.)

T1249 también puede prepararse mediante tecnologifa de
DNA esténdar utilizando técnicas que son bien conocidas en
el campo. Por ejemplo, los procedimientos resaltados en

Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratori Manual, 2°*

edicién, (Cold Spring Harbor Preas, Cold Spring Harbor,

N.Y.) o Ausubel et al., Current Protocols en Molecular Bio-

logy , John Wiley and Sons, New York (1995), ambos incorpo-
rados aqui por referencia.

Un método particular para elaboraf T1249 se describe
en La Patente Estadounidense 6.258.7872 y la Patente Esta-
dounidense 6.348.568, ambas incorporados aqui por referen-
cia.

Tras la escisién y la desproteccién, T1249 puede puri-
ficarse mediante cualquier método adecuado. Por ejemplo,
intercambio iénico, cromatografia por gel filtracidén y/o un
gistema de columna en fase reversa/HPLC puede utilizarse
para purificar T1249 de 1or;gitud completa de los fragmentos
del mismo. En el caso cuando un precursor de Ti249 se pre-
para por primera vez, con un grupo bloqueante/protector

unido al N-terminal (por ejemplo, grupo acilo) y/o el C-
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terminal {por ejemplo, grupo amino), uno o ambos de estos
grupos puede eliminarse usando técnicas conocidas.

La secuencia aminoacidica de T1249 puede confirmarse e
identificarse utilizando andlisis est&ndar de aminodcidos
asi como degradacién Edman manual y automitica y determina-
cién de cada aminocdcido. El anélisis por HPLC y espectrome-
tria de masas puede también utilizarse para verificar 1la
produccién de T1249.

Los compuestos aldehido de polietilenglicol que pueden
reaccionar con T1249 pueden también realizarse de cualquier
forma deseada. Es preferible, no cbstante, que el polieti-
lenglicol puede realizarse de acuerdo con los métodos des-
critos en la Solicitud de Patente Estadounidense No. Serie
60/398,196, depositada el 24 de dJulio de 2002, titulada
*Polyethylene glycol Aldehydes,” que se incorpora aqui por
referencia Integramente.

Generalmente, un aldehido de polietilenglicol de f6r-
mula:

0
I
Ry~ (CHzCH30) o~ CHzCH3~0- (CH;) n—C-NH- (CH,) p-CHO (II)
en donde R;,, m, n, y p son como se ha definido antes Be uti-
liza para pegilar el T1249. El aldehido de polietilenglicol
utiliza para pegilar el T1249 puede preparase mediante
cualquier método adecuadoc. Un aldehido de polietilenglicol

preferido se prepara como sigue:
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Esquema de Reaccidn para mPEGIOR-butanoaldehido

(HC_ WM t-butéxido potésico
n H bromoacetato de t-butilo

0
® " /W\Wd\/‘°ﬁh RIgOliols g

4-aminocbutiral.-
dehido dietil acetal

o
'
0)iclka\{“/,,\\\Ol’y\\\"//0\\\”/Jt\\°H 1-hidroxibenzotriazol/

diciclchexilcarbodiimida

o R@/\O{\/\)‘\ /\/\mwsr‘%
(S)H,c/OV\O ’):\/\)‘\H /\/\(o

Aldehidos de polietilenglicol de varios tamafios (poxr
ejemplo wvariando los valores de n) pueden prepararse si-
guiendo el esquema de reaccién general anterior.

Los compuestos pegilados T1249 de la presente inven-
cién pueden prepararse mediante cualquier método adecuado.
También proporcionado por la invencién, no obstante, es un
método para pegilar un polipéptido T1249 que comprende re-
accionar un polipéptido T1249, NHT1249, con un aldehido de
polietilenglicol de f6rmula:

o
I

- (CH;CH;30) n~-CH3CHz -0~ (CHz) p-C-NH- (CH3)} p~-CHO (II)

en donde Ry, m, n, n, y p son como gse ha definido antes;

para produce un compuesto de férmula:

4
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R;- (CHaCH30) n-CH32CH; -0~ (CH;) n-CO-NH- (CHa) p-CH,;-NHT1249 (I)
en donde la molécula de aldehido de polietilenglicol esté
unida al grupo amino N-terminal del polipé&ptido T1249.

El T1249 pegilado se prepara afiadiendo T1249 y el re-
activo PEG en un rango de relacién molar de 1:1 a 1:100. El
T1249 posee un grupo c-amino libre (cualquier grupo acile
es eliminado) y cualquiera de un grupo carboxi libre o un
grupo carboxi amino-protegido, como se ha discutido antes.
La mezcla de reaccién se coloca en un tampdSn borato o fos-
fato a temperatura ambiente © 4 grados Celsius a alrededor
de 0,5 a 24 horas en un rango de pH de 5,5 a 7,4. La rela-
cién molar del reactivo PEG a péptido/proteinas estd entre
1:1 a 100:1. La concentracién de péptido/protefinas estéd
entre 1 a 10 mg/mL. La concentracién de tampdn estd normal-
mente entre 10 a 500 mM.

El T1249 pegilado se purifica cogiendo la mezcla de
reaccién de T1249 pegilado y diluyéndola con un tampén de
equilibrio (Tris 20 mM, pH 7,5). La mezcla resultante se
aplica entonces sobre una columna de Q-Sefarosa. Tras apli-
car la mezcla sobre la columna QA, esta se lava con el tam-
pén de equilibrio eluido con NaCl 75 M; eluido con NaCl 200
mM; eluido con NaCl 1M; y regenerado con HOAC 1M + NaCl 1M
y NaOH 0©,5.

Mediante la utilizacién de HPLC en fase reversa, es
posible separar ficilmente y aislar el producto monopegila-
do N-terminal, de otroe intermediarios en la mezcla. Por
ejemplo, en un cromatograma de T-1249 pegilados, muchos

picos pueden formarse., cada uno con diferentes tiempos de

r,)"\

4]
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retencién. El primer pico puede representar péptido no re-
activo, en los 10,7 minutos, y el segundc pico puede repre -
sentar péptido monopegilado, a 17,6 minutes, seguido por
péptido di-pegilade, a 19 minutos. Cada producto.recogido
se confirmd por espectrometria de masas con ionizacidn por
desorcibén de l&ser asistida por matriz en tiempo de wvuelo
(MALDI-TOF) .

En realizacionee preferidas de los polipéptidos T1249
pegilados de la presente invencién, p es 3, R; es metilo, m
es 1, ynee de 100 a 750; o p ea 2, R, es metoxi, mes 1, y
n es de 100 a 750; o pes 1, R; es metoxi, mes 1, y n es de
100 a 750.

También se proporciona un polipéptide Ti1249 pegilado
de la siguiente formula:

CH3-0- (CH3-CH3-0) 5~CH;-CH;~0-CHz~CH;-CH;-NHT1249 (III)
en donde n es de 10 a 1,000 y NHT1249 es un polipéptido
Tl1249 covalentemente 1_1nido a través de Bsu grupo a-amino
terminal. En una realizacién n es aproximadamente 225, por
;jemplo, 227. En otra realizacifn, n es aproximadamente
450,

Este polipéptido T1249 pegilado puede elaborarse me-
diante cualquier forma deseada, preferiblemente, se elabora
mediante el método descrito en el Ejemplo 7.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién com-
prenden, en una mezcla con un excipiente farmacéuticamente
aceptable, un compuestc de f6rmula (I), en donde R, m, n,
P, Y NHT1249 son como se ha definido antes

Las composiciones farmacéuticas de la presente inven-

43
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cién comprende polipéptidos T1249 pegilados, o las sales de
los mismos, pueden elaborarse mediante cualquier forma de-
seada, por ejemplo, mediante métodos de mezclado convencio-
nal, encapsulacién, disolucién, granulacién, emulsifica-
c¢ién, atrapamiento, o procesos de liofilizacién. Estas pre-
paraciones farmacéuticas pueden formularse con excipientes
y vehiculos inorgénicos u orgénicoe terapéuticamente iner-
tes. Excipientes adecuados para la inyeccidn incluye agua,
alcoholeB, polioles, glicerina, aceites vegetales, fosfoli-
pidos y surfactantes.

Las preparaciones farmacéuticas pueden también conte-
ner agentes conservantes, agentes solubilizantes, agentes
estabilizantes, agentes humectantes, agentes emulsifican-
tes, agentes edulcorantes, agentes colorantes, agentes aro-
matizantes, salee para variar la presién osmética, tampo-
nes, agentes recubridores, o antioxidantes. También pueden
contener otras sustancias terapéuticamente valiosas, inclu-
yendo ingredientes activos adicionales.

Las formulaciones adecuadas para la administracién por
inyeccién (incluyendo inyeccién intraperitoneal, intramus-
cular, subcuténea, intravencsa, o por infusién continua)
puede presentarse convenientemente en forma de dosis unita-~
rias y puede prepararse mediante técnicas farmacéuticas
convencionales. Tales técnicas incluyen el paso de asociar
los polipéptidos T1245 pegilados y el vehiculo(s) o exci-
piente(a} farmacéuticos. En general, las formulaciones se
preparan mediante la asociacién uniforme e Intima de los

polipéptidos pegilados T1249 con vehiculos liquidos. Formu-
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laciones adecuadas para la administracién mediante inyec-
cién incluye: solucicnes de inyeccién estéril acuosas y no
acuosas que pueden contener anti-oxidantes, tampones, bac-
terioestiticos y solutos que mantienen la Fformulacién iso-
ténica con la sangre del recipiente utilizado; y suspensio-
nes estériles acuosa y no acuosa que pueden incluir agentes
suspensores y agentes espesantes. Las formulaciones pueden
presentarse en doais unitarias o contenedores multi-dosis,
por ejemplo, ampollas selladas y viales, y pueden almace-
narse en condiciones heladas y secas (liofilizadas) necesi-
tando s6lo la adicién del vehiculo liguido estéril, por
ejemplo, agua para inyecciones, inmediatamente antes de
usar.

Formulaciones de doeis unitarias preferidas son aque-
llas que contienen una dosis diaria, dosis sub-diaria, do-
sis semanal, dosis sub-semanal, como se ha descrito aqufif
anteriormente, © una fraccién apropiada de las mismas, del
ingrediente administrado.

Preferiblemente, el polipéptido pegilado T1249 esti en
forma de dosis unitaria. Tal como se usa aquf, “forma de
dosis unitaria,” significa que una cantidad apropiada de
una dosis simple del polipéptido pegilado T1249 estd en
forma premedida y/o preempaqguetada. Esto permite la prepa-
racién conveniente del polipéptido pegilado T1249 para la
administracién, e incluso permite la auto-administracién
del paciente. La cantidad de dosis unitarias dependeri cla-
ramente de la cantidad ée polipéptido pegiladec T1249 a 1li-

berar, y la frecuencia de dosis.
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El polipéptido pegilado T1249 puede también proporcio-
narae en forma de un polvo liofilizado en una cantidad de
dosis unitaria, adecuada para la reconstitucién con un ex-
cipiente farmacéuticamente aceptable justo antes del tiempo
de adminiastracién.

Una composicién farmacéutica particular de la inven-
cién comprende, en una mezcla con un excipiente farmacéuti-
camente aceptable, un compuesto de f6rmula (I), en donde R;
es metoxi, mes 1, n es de 100 a 750, y p es 3.

Otra composicién farmacéutica de la invencién es una
farmacéutica composiciéin que comprende, en una mezcla con
un excipiente farmacéuticamente aceptable, un compuesto de
f6érmula (III), en donde n es de 10 a 1,000 y NHT1249 es un
polipéptido T1249 covalentemente unido a través de su grupo
ag-amino terminal. En una realizacién n es aproximadamenté
225, por ejemplc 227. En otra realizacién, n es aproximada-
mente 450.

La presente invencién proporciona ademi&s métodos para
inhibir infeccién por VIH que comprende la administracién a
un paciente una composicidén farmacéutica gque comprende, en
una mezcla con un excipiente farmacéuticamente aceptable,
un compuesto de férmula (I), en donde R;, m, n, p, y NHT1249
son como se ha definido antes.

Actualmente los polipéptidos pegilados T1249 son gene-
ralmente administrados en forma de polipéptidos (no pegila-
dos) T1249. Pueden realizarse modificaciones, no obstante,
para sacar partido de las propiedades farmacocinéticas me-

joradas de los polipéptidos pegilados T1249.
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En el métcdo de inhibicién por VIH de la invencidén, la
composicidén farmacéutica puede administrarse de cualquier
forma adecuada y ruta. En un método preferido el polipépti-
do pegilado T1249 es administrado en forma de solucidn o
suspensién inyectable. Preferiblemente, la solucién o sus-
pensién inyectable es administrada por inyeccién subcuténea
o intravenosamente.

En otro método preferido, el polipéptido pegilado
T1249 ese administrado a través de un sistema de liberaciémn
transdérmico, por ejemplo, un parche transdérmico.

En el método de inhibicién de VIH de la invencién, la
composicién farmacéutica puede adminiastrarse en cualquier
dosis adecuada y horarioc. Las composicicnes farmacéuticas
de la invencién pueden administrarse en cualquier forma, y
a través de cualquier ruta, deseada. Generalmente, no oba-
tante, los polipéptidos pegilados T1249 de la presente in-
vencién son administrados parenteralmente, por ejemplo, en
forma de soluciones inyectables.

La determinacién de una cantidad terapéuticamente
efectiva estd dentro del conocimiento en la materia, y la
cantidad terapéuticamente efectiva o dosis de un polipépti-
do pegilado T1249 de acuerdd con esta invencién puede va-
riar y serid ajustada a los requerimientos individuales en
cada caso particular. En general, en el caso de administra-

cién por inyeccién a humanos adultos pesando aproximadamen-

-te 70 Kg, una dosis diaria de aproximadamente 50 mg a alre-

dedor de 300 mg, preferiblemente alrededor de 50 mg a alre-

dedor de 200 mg, serd apropiado, aunque el limite superior
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puede excederse cuando se indique. La dosis puede adminis-
trarse como dosis simple, en doeis divididas, o como infu-
sién continua.

La composicidn farmacéutica puede administrarse en
cualquier horario de dosis adecuado. Preferiblemente, la
composicién farmacéutica es administrada una vez al dia,
dos veces al dia, una vez cada dos dfias, una vez a la sema-
na, o dos veces a la semana. Més preferiblemente, la compo-
sicién farmacéutica es administrada una vez a la semana.

Preferiblemente, la composicién farmacéutica es admi-
nistrada una vez a la semana en la dosis de alrededor de
300 mg a alrededor de 1.500 mg. Mas preferiblemente, la
compoaicidén farmacéutica es administrada una vez a la sema-
na en la dosis de alrededor de 400 mg a alrededor de 1,000
mg. AGn mds preferiblemente, la composicién farmacéutica es
administrada una vez a la semana en la dosis de alrededor
100 mg a alrededor de 200 mg.

La presente invencién también proporciona un método
para inhibir la infeccién por VIH que comprende la adminis-
tracién de una composicién farmacéutica que comprende, la
mezcla con un excipiente farmacéuticamente aceptable, un

compuesto de férmula (I), en donde R, es metoxi, mes 1, n

"es de 100 a 750, y p es 3,

También se contempla dentroc del alcance de la inven-
cién un método para inhibir la infeccién por VIH que com-
prende la administracién de una composicién farmacéutica
que comprende, la mezcla con un excipiente farmacéuticamen-

te aceptable, un compuesto de f&6rmula (III), en donde n es
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de 10 a 1,000 y NHT1249 es un polipéptido T1l245 covalente-
mente unido a través de Bu grupo o-amino terminal. En una
realizacién n es aproximadamente 225, por ejemplo, 227. En
otra realizacidn, n es aproximadamente 450.

Los siguientes ejemplos se proporcionan. para ilustrar
mejor los compuestos, composiciones, y métodos de la pre-
sente invencién. Estos ejemplos son solo ilustrativos y no
intentan limitar el alcance de la invencidén de ninguna ma-
nera.

E lo 1

Preparacidn del mPEG;cx-butancaldehido

mPEG de peso molecular 10,000 (30,0 g, 3 mmol) en 240
mL de tolueno se secd azeotrSpicamente por reflujo durante
2 horas, seguido por la eliminacién de 120 ml, de tolueno.
La solucidn resultante se enfrid6 a temperature ambiente
entonces se afiadieron terc-butédxido potésico (0,68 g, 6
mmol) en 20 mL de terc-butanol absoluto y'zo mL de tolueno
a la solucifin PEG. La mezcla resultante se agitd durante
dos horas a temperatura ambiente bajo argén. Bromoacetato
de terc-butilo (1,00 mL, 6,75 mmol) se afiadié6 a la reaccién
mediante jeringa y la reaccién se agité toda la noche a
temperatura ambiente bajo argén. La solucidn de reaccibén se
condensd entonces mediante evaporacién rotatoria. El resgi-
duo se precipitdé por adicién a dietil &ter. El1 producto
MPEGyox t-butil carboximetil é&ster precipitado se elimind
por filtracién y se secS6 al vacio. Rendimiento: 28 g. RMN
(dg-DMSO) : 1,40 ppm (t, SH, -CHs;); 3,21 ppm (s, -OCHi); 3,50
ppm (s, -0-CH;CH,-0-); 3,96 ppm (8, 2H, -0-CH,-CO0-).
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mPEG;px t-butil carboximetil é&ster (26,5 g) se disolviéd
entonces en 350 mL de 1N hidrdxido sédico y la solucién se
agitdé a temperatura ambiente toda la noche. El1 pH de la
mezcla se ajustd a 2,5 por adicidn de 6 N &cido clorhidri-
co, Y la mezcla se extrajo con diclorometano. La fase orgé-
nica se secd sobre sulfato sédico, se filtrs, concentrd y
precipitd en dietil é&ter. El producte dcido wm-PEGipx-
carboximetilo se recogié por filtracién y se sgecd al vacilo.
Rendimiento:24 g. RMN (de-DMSO): 3,21 ppm (s, =-OCH;); 3,5
ppm (8, -0-CH3CH;-0-); 3,99 ppm (s, 2H, -0-CH;-COOH) .

Acido m-PEG;px-carboximetilo (6g, 0,6 mmol) se disolvié
entonces en diclorometano anhidro (30 mL) seguido por 1la
adicién de 4-aminobutilraldehido dietilacetal (140 mL, 0,9
mmol), 1l-hidroxibenzotriazol (80 mg, 0,6 mmol), y diciclo-
hexilcarbodiimida (160 mg, 0,78 mmol). La mezcla se agité
toda la noche a temperatura ambiente bajo argén. La mezcla
de reaccidn se filtrd, concentrd, y precipité con una mez-
cla de 2-propancl y dietil éter (1:1). Bl producto mPEG;px-
butancacetal se secé al vacfo toda la noche. Rendimien-
to:5,4 g. RMN (ds-DMSO): 1,07-1,12 ppm (t, 6H, (-0-CH;-
CH3)2) i 1,46 ppm (m, 4H, -NHCH;CH;CH;-CH-); 3,08-3,11 ppm (q,
2H, -NHCH,CH,CH;-CH-); 3,21 ppm (s, -OCH;); 3,5 ppm (s, -O-
CHiCH;-O-); 3,85 ppm (s, 2H, -O-CH;-CO-NH-); 4,44 ppm (t,
1H, -NHCH;CH,CH,-CH-}; 7,67 ppm (-NH-).

mPEG;ox-butancacetal (2 g, 0,2 mmol) se disolvié enton-
ces en 20 mL de 80 % CF;COOH y la solucién se agitd a tempe-
ratura ambiente toda la noche. El pH de la mezcla se ajusatd

a 6,0 por adicién de una solucién 1 N de NaOH, y se afiadid
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cloruro sddico (10% peso) y luego el pH de la solucidn se
ajusté a 7,0 por adicién de NaOH 1 N. La mezcla se extrajo
con diclorometano. La fase orgénica se secé sobre sulfato
86dico, se filtré, concentrd y precipité en dietil éter. El
producto mPEG;ox-butanocaldehido se recogié por filtracién y
se secé al vacio. Rendimiento:1,7 g. RMN (dg-DMSO): 3,21 ppm
(s, -OCH3); 3,5 ppm (8, -O-CH,CH;-O-); 3,85 ppm (s, 2H, -O-
CH3-CO-NH-); 7,67 ppm (-NH-); 9,66 ppm (-CHO-).
Ejemplo 2

Pegilacidén of T1249 con mPEGx-butanoaldehido

Butancaldehido de PEG 10kDa (mPEG,q-CMAB) preparado de
acuerdo al Ejemplo 1 se afiadié a 20 mg de T1249 (pureza
93,7 %) en 1,0 mL de tampdn (S0 mM fosfato potdsico pH §,5)
en una relacidén molar de 5 moles de reactivo por un mol de
T124%. El polipéptido T1245 se desacild en el a-amino ter-
minal, pero se protegid-en el carboxilo terminal por -NH;.
Se afiadi6é a la mezcla de reaccién 10% (v/v) de solucién 0,5
M de cianoborohidruro sddico en agua y se agitdé durante 4
horag a temperatura ambiente. T-1249 pegilado se purificé
de la mezcla de reaccifn utilizando cromatografia de inter-
cambio iénico {QA). Un paso de gradientes con concentracio-
nes de sal incrementadas de 65 mM a 1 M NaCl en 20 mM Tris,
PH 7,5 se utilizd para separar el T1249 pegilado y T1249
sin modificar.

Elemplo 3

Preparacidn of mPEGyix-butanoaldehido

mPEG de peso molecular 20.000 (60,0 g, 3 mmol) en 800

mL of tolueno pe secd azeotrSpicamente mediante reflujo
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durante 2 horas, seguido por la eliminacidén de 200 mbL de
toluenc. La solucién resultante se enfrié a temperatura
ambiente entonces se afiadidé terc-butéxido potésico (0,68 g,
6 mmol) en 20 mL de terc-butanol absoluto y 20 ml, de tolue-
no a la soclucién de PEG. La mezcla resultante se agité du-
rante dos horas a temperatura ambiente bajo argén. Bromoa-
cetato de terc-butilo (1,00 mL, 6,75 mmcl) sge afiadié a la
reaccidén a travése de una jeringa y la reaccifn se agité
toda la noche a temperatura ambiente bajo argdn. La solu-
cidn de reaccidén se condens® entonces por evaporacifén rota-
toria. El residuo se precipitd por adicién a dietil é&ter.
El producto precipitado mPEGaex t-butil carboximetil ésterx
ge elimind por filtracifn y se Becdé al vacfo. Rendi-
miento:56 g. RMN (dg-DMSO): 1,42 ppm (t, SH, -CH;); 3,21 ppm
(s, -OCH;); 3,50 ppm (s, -O-CHaCH;-0O-); 3,98 ppm (s, 2H, -O-
CH;-COO-) .

mMPEGzox t-butil carboximethil éster (28 g) se disolvid
entonces en 750 mL de hidrdxido ebdico 1N y la solucidén ae
agité a temperatura ambiente toda la noche. E1 pH de la
mezcla se ajustd a 2,5 por adicidén de é&cido clorhidrico 6
N, y la mezcla se extrajo con diclorometano. La fase org4-
nica se secd sobre sulfato sédico, se filtr®5, concentrd y
precipitd en dietil é&ter. El1 producto &cido m-PEGgzox-
carboximetilo se recogibé por filtracién y se gecéd al vacio.
Rendimiento:25 g. RMN (d¢-DMSO): 3,21 ppm (s, -OCHi;); 3,5
ppm (8, -O-CHzCH;-0-); 4,01 ppm (s, 2H, -0-CH;-COOH) .

dcido m-PEGyox-carboximetilo (20 g, 1,0 mmol) se disol-

vid entonces en diclorometano anhidro ({100 mL) seguido por

S2
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la adicién de 4-aminobutilraldehido dietilacetal (0,77 wmiL,
4 mmel), l-hidroxibenzotriazol (270 mg, 2,0 mmol), y dici-
clohexilcarbodiimida (620 mg, 3,0 mmol). La mezcla se agité
toda la ncche a temperatura ambiente bajo argén. La mezcla
de reaccidén se filtrS, concentrd, y precipité con mezcla de
2-propanol y dietil éter (1:1). El producto mPEGzex-
butanocacetal se secd al vacfo toda la noche. Rendimiento:
8,6 g. RMN (d¢-DMSO): 1,07-1,12 ppm {(t, 6H, (-O-CH;-CHj;)3);
1,46 ppm (m, 4H, -NHCH;CH CH;-CH-); 3,08-3,11 ppm (q, 2H, -
NHCH,CH;CHz-CH-) ; 3,21 ppm (s, -OCHs); 3,5 ppm (8, -O-CH;CH;-
O-); 3,85 ppm (s, 2H, -O-CH3;-CO-NH-); 4,44 ppm (t, 1iH, -
NHCH,CH,;CH,-CH-); 7,67 ppm {-NH-). '

mPEG;oxk-butanocacetal (14,7 g, 0,73 mmol) se disolvid
entonces en 200 mL de 10 % CF,COOH y la solucién se agité a
temperatura ambiente teda la noche. El pH de la mezcla se
ajusté a 6,0 por adicién de una solucién NaOH 1N, y cloruro
s6dico (10% peso) se afiadi6 y luego el pH de.la solucién se
ajusté a 7,0 por adicién de NaOH 1 N. La mezcla se extrajo
con diclorometano. La fase orgénica se secd sobre sulfato
s6dico, se filtrd, concentré y precipité en dietil &ter. El
producto mMPEGaux-butancaldehido se recogié por filtracién y
e secd al vaclo. Rendimiento: 13,1 g. RMN (d¢-DMSO): 3,21
ppm (s, -OCH3); 3,5 ppm (8, -0-CH;CH,-O-); 3,85 ppm (s, 2H,
-0-CH;-CO-NH-) ; 7,67 ppm (-NH-); 9,65 ppm (-CHO-).

Ejemplo 4

Pegilacién of T1249 con mPEG;ox-butanoaldehido

Butancaldehido de PEG 20kDa preparado de acuerdo al

Ejemplo 3 se afiadié a 20mg de T1249 (pureza 9%3,7%) que se
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disolvié en 0,4 mL de borato 50 mM, tampéSn pH 9,5 y luego
se diluy$ 10-veces con fosfato pot&sico 100 mM pH 6,5 en
una relacién molar de 10 moles de reactivo por un mol de
T1249. El polipéptido T1249 se desaéilé en el a-amino ter-
minal, pero se protegid en. el carboxilo terminal mediante -
NH2. A la mezcla de reaccidén se afiadié 0,4 mL (10%, v/v) de
una solucidn de cianoboro-hidruro sédico 0,5 M (NaBH,CN) en
agua y se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. la
mezcla de reaccidn se diluyd entonces 10 veces con tampbdn
de equilibrio (20 mM ‘Tris, pH 7,5) y filtrado a través de
un filtro de 0,45 pum. El1l T1249 pegilado se purifict6 de la
mezcla de reaccidn usando cromatograffia de intercambio
anidénico (Q-Sefarosa). Un paso de gradientesa con incremen-
tos de la concentracién de sales de 75 mM, 200 mM a 1 M de
NaCl en ei tampén de equilibrio se utilizé para separar los
T1249 di-pegilados, mono-pegilados y no modificados entre
ellos, respectivamente. El experimento anterior se repitid
comenzando con 70 mg de T1249, 1:10 exceso molar de PEGyox-
butanoaldehido y purificado como se ha descrito antes. Los
conjuntos de T1249 mono-pegilados (200mM NaCl eluido) de
ambos experimentos se combinaron, concentraron a aproxima-
damente 2 mg/mL y diafiltraron en el tampén de almacenaje
(tampén PBS, pH 7.3) y almacenados a -20°C hasta su uso. Una
alicuota del material se utilizé para probar la actividad
antiviral.

Bjemglo 5

% Mono-, % Di-, y % Tri-Pegilados T1249 con mPEG;ox-

butancaldehido
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El $ de Mono-, el % de di-, y- el % de T1249 tri-
pegilados con mMPEG;px-butancaldehido se determind a través
de una serié de experimentos en donde la relacién molar de
T1249:PEG, pH de la solucién de reaccién, y el tiempo de
reaccién fueron variados como se puede ver en las Tablas 1,
2, y 3. El propbsito de estos experimentos fue optimizar
los parametros de pegilacién.

butanoaldehido de PEG de

Por ejemplc, en la Tabla 1,

20kDa (mPEGox~CMAB) preparado de acuerdo al Ejemplo 3 se
afiadié a 5 mg de T1249 (pureza 93,7 %) en 50 mM de fosfato
potdsico pH 6,5. El polipéptido Ti249 g8e desacild en el «-

amino terminal, pero se protegié en el carbogilo terminal

por -NHz. La relacidén molar del reactivo PEG a T1249 fue de
1:1, 1:2, y 1:5. A la mezcla de reaccién se le afiadid un
10% (v/v) de polucidén de cianoborohidruro sédico 0,5 M en
agua. Una alfcuota se eliminé en el intervalc de tiempo

predeterminado de 2, 4, 6, y 24 horas a temperatura ambien-

te.
Tabla 1

Taggén Foafato potésico pH 6,5
T1249: Tiempo | ¥ mono- % di- ¥ tri- % T1249
Relacién pegilados |[pegilados | pegilados
Molar PEG
1:1 2h 14 0,1 Q g4
1:1 4h 18 0,19 0 81
1:1 6h 21 0,21 ¢] 78
1:1 24h 25 0,91 0 72
1l:2 2h 29 0,69 0 68
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T1249: Tiempo | ¥ mono- % di- 1% tri- % T1249
Relacién pegilados |pegilados |pegilados
Molar PEG

1:2 4h 34 1,14 0 63
1:2 6h 37 1,55 0 59
1:2 24h 39 3,16 0 54
1:5 2h 53 5 0 39
1:5 4h 59 9 0 26
1:5 6h 61 12 0 20
1:5 24h 55 23 0 15

Para la Tabla 2, butancaldehido de PEG 20kDa (mPEGazox-
CMAB} preparado de acuerdo al Ejemplo 3 se afiadié a 5 mg de
T1249 (pureza 93,7 %) en 50 mM de fosfato potéasico pH 6,0
en una relacién molar de diez moles de reactivo PEG por un
mol de T1249. El1 polipéptido T1249 se desacilé en el «a-
amino terminal, pero se protegié en el carboxilo terminal
por -NH;. A la mezcla de reaccién se le afladié un 10% (v/v)
de scolucién de cianoborohidruro sédico 0,5 M en agua. Una
alicuota ge elimind en el momentoc intervalo de tiempo pre-

determinado de 2, 4, 6, y 24 horas a temperatura ambiente.

Tabla 2

Tampbén Fosfato Potdsico pH 6,0
T1249: Tiempo | ¥ mono- % di- ¥ tri- ¥ T1245%
Relacién pregilados | pegilados | pegilados
Molar PEG
1:10 2h 60 11 0 22
1:10 4h 61 23 0 10
1:10 6h 59 24 5 7




10

15

20

-31-

24h 38 38 18 4

butanoaldehido de PEG de (mPEGaox-

Para la Tabla 3,
CMAB) preparado de acuerdc al Ejemplo 3 se afiadi6é a 5 mg de
T1249.(pureza 93,7%) en 50 mM de fomsfato potdsico pH 5,5 en
una relacién molar de diez moles de reactivo PEG por un mol
de T1249. El polipéptido T1249 se desacild en el o-amino
terminal, pero se protegid en el carboxilo terminal median-
te -NH;. A la mezcla de reaccifén se afiadié una solucidn al
10% (v/v) de 0,5 M de cianoborohidruro sbédico en agua. Una
alicuota se eliminé en el momento intervalo de tiempo pre-

determinado de 2, 4, 6, y 24 horas a temperatura ambiente.

Tabla 3

Tampén Fosfato potédsico pH 5,5
T1249: Tiempo | ¥ mono- % di- % tri- % T1249
Relacién pegilados | pegilados | pegilados
Meclar PEG
1:10 2h 47 7 0 41
1:10 4h 58 16 0 20
1:10 6h 60 22 3 10
1:10 24h 32 k)| 25 3

El porcentaje de T1249 mono-, di-, y tri-pegilados, y
T124%9 no reactivos libres se obtuvo mediante HPLC de fase
reversa para cada mezcla de reaccién. Los datos ejemplifi-
cados en las Tablas 1, 2, y 3 anteriores ilustra cuando las
cantidades 6ptimaa de T1249 mono-pegilado se alcanza va-
riando las condiciones de la relacién molar de T1249:PEG,
y tiempo de reaccidén. en la Tabla 1 un

pPH, Por ejemplo,

6ptimo de mono-pegilacién de 61% se muestra en una relacién
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molar de T1249:PEG de 1:5 y en un tiempo de 6h. en Tabla 2,
un Sptimo de mono-pegilacién de 61% se muestra en una rela-
cién molar de T1249:PEG de 1:10 y en un tiempo de 4h. En la
Tabla 3, un éptimo de mono-pegilacidén de 60% se mueatra en
una relacién molar de T1249:PEG de 1:10 y en un tiempo de
6h.

Ejemplo 6
Determinacién de los lugares de Pegilacidn

Para evaluar el lugar de unidn de PEG a T1249, una se-
rie de experimentos se realizaron. Los resultados demostra-
ron gue >95% de la modificacifn eatd localizada en el resi-
duo triptéfano N-terminal. Lugares de modificacién adicio-
nales pueden aparecer en menor medida (< 5%), pero su iden-
tidad exacta no se ha establecido de forma clara.

Para poder determinar el lugar de modificacién de PEG,
se digirié una muestra con endoproteinasa Lig-C y los pép-
tidos se separaron mediante HPLC de fase reversa. Los picos
de péptides individuales se analizaron ademfs con nano es-
prai ESI (ionizacién por electroesprai) espectrometria de
masas, MALDI TOF (espectrometria de masas con ionizacién
por desorcién de l&ser asistida por matriz en tiempo de
vuelo) y secuenciacidébn de N-terminal (Edman). Estos proce-
dimientos se resumen a continuacién. -

Muestras de T1249 butancaldehido mono-pegilados de 20K
(20k mPEG-CMAB-T1249) preparado de acuerdo al Ejemplo 4 y
T1249 (a-amino terminal libre; carboxiloc terminal protegido
por -NH;) se digiridé protecliticamente con endoproteinasa

Lis-C durante.2 horas a temperatura ambiente con una mues-
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tra en una relacidn de enzima de 10/1 (p/p). La reaccidn se
paré por adicién de acético a una concentracién final de 2%
(v/v).

La separacidén de péptidos proteoliticos se realizé me-
diante HPLC de fase reversa con un sistema HPLC HP1100
equipado c¢on una columna de fase reversa Phenomenex Luna
(C-18, 3p, 150 x 200 mm). El siat;ma de solvente consiste
de agua, acetonitrilo y &cido trifluorcacético (0,05%). El
gradiente fue de 5% al 64% de solvente orgdnico en 50 minu-
tos en una tasa de flujo de 0,2 mL/min. Los picos qQue con-
tienen péptidos se recogieron para un andlisis miAs profun-
do.

Todas las muestras recogidas se analizaron entonces
con espectrometria de masas nano esprai ESI en un instru-
mento atrapa iones Finnigan LCQ. Los péptidoe individuales
se identificaron basindose en sus pesos moleculares experi-
mentales. La fraccién que contiene péptidos PEG se analizd
también con espectrometrfa de masas MALDI TOF en un instru-
mento Bruker Reflex. Las matriceas utilizadas fueron &cido
trans-3-indoleacrilico o &cido alfa-4-hdroxicinémico.

La fraccién que contiene péptidos PEGC ge sometid en-
tonces al secuenciador automftico N-terminal (Edman) en un
instrumento de precisidén Perkin Elmer (ABI).

Los resultados del anélisis de HPLC de fase reversa de
los fragmentos protecliticos de T1249 pegilado se muestran
en la Figura 1. La Figura 1 muestra el rastro de UV obteni-
do del andlisis de HPLC de fase reversa de las dos mues-

tras. El péptido N-terminal observade en el control T1249
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(Pico HT-20 en la Figura 1B) estd casi totalmente ausente

en el PEG T1249 modificado {(Figura 1A). En su lugar apare-

cié un nuevo pico (Pico PEG-34 en la Figura 1A). Contiene
el/los péptido(s)PEG modificados.

Los resultados de la espectroscopia de masas obtenidos
del andlisis de las fracciones individuales de HPLC se re-
sumen en la Tabla 4. Todos los pesos moleculares experimen-
tales de los péptidos no modificados fueron compatibles con

los calculados.

Tabla 4: Resultados analiticos obtenidos de las fracciones
recogidas por HPLC (ver también Figura 1}.
" Pico PM PM Secuencia Péptido ID Sec
de (calc.) | (exp.)?® | WN-ter-
HPLC ? pa Da minal *
PEG-17 922,4 $22,4|n.D. NEIELQK ID Sec:2
PEG-22 1611,5 1611,7 | n.D. ITALLEQAQIQQEK ID Sec:3
PEG-34 n.D. | 23082, 6 | XQEWEQK PEG-WQEWEQK ID Sec:4
PEG-1317 1122,5 1122,4 1 n.D. WASLWEWF -NH2 ID Sec:5
HT-17 922,4 922,4 {n.D. NEIELQK ID Sec:2
HT-20 1032,5 1032,4 | n.D. WQEWEQK ID Sec:4
HT-22 1l611,5 1611,7 | n.D. ITALLEQAQIQQEK ID Sec:3
HT-37 1122,5 112i,4 n.D. WASLWEWF-~-NH2 ID Sec:5
lver también la figura 1; ? masa exacta calculada en Da; 2

masa medida en Da,

nano sprai ESI MS de péptidos no modifi-

cados y EM MALDI TOF de péptidos modificados PEG; * secuen-

ciacién automatica Edman,

n.b. =

no disponible,

X = no
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identificado; ° basado en la compatibilidad de PM y/o se-
cuenciacién Eédman. La secuencia de amino&cido de la muestra
de T1249 sin modificar es:
WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEIELQKLDKWASLWEWF -NHa .

El espectro de masas MALDI TOF obtenido del intacto
T1249 PEG modificado mse ﬁuestra en la figura 2A. El peso
molecular medido fue de 26758 Da. N6tese la presencia de
algunos péptidos no modificados. El1 origen de estos no se
conoce actualmente, aunque puede estar originado potencial-
mente por las mediciones del espectdmetro en si. El espec-
tro de masas MALDI TOF obtenido de la fracci6ém PEG-34 (fi-
gura 1) se muestra en la figura 2B. El peso molecular medi-
do fue de 23083 Da. El peso molecular asi como la aparicién
del espectro de masas idgntifica esta fraccién de HPLC PEG-
34 como la que contiene el/los péptido(s)PEG modificados.
La presencia de PEG en esta fraccién de HPLC puede también
mostrarse por espectrometria de masas por nano esprai ESI
(datos no mostrados).

Los resultados de la secuenciacién automitica del N-
terminal (Edman) se muestran en la figura 3. La mayor se-
cuencia observada fue el péptido N-terminal endo Lis-C
XQEWEQK. Con excepcidén del primer residuo de amino&cido,
todos los otros aminodcido se recuperaron en cantidades
sustanciales. Esencialmente no pudo recuperarse triptéfano
en la primera posicifn de aminodcidos (Figura 3,.ciclo 3).
Loa rastros de UV HPLC, el espectrc de masas MALDI TOF asi
comc los resultados de la secuenciacién N-terminal s iden-

tifica el triptéfano N-terminal como el mayor lugar de mo-

1
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dificacidén PEG.

Los resultados anteriores son consistentes con la pre-
gencia de una unién entre el aldehido de polietilenglicol y
el triptéfano N-terminal de T1249. Aungue una unién direc-
tamente a la cadena lateral del triptéfano no puede ser
excluida enteramente, los resultados de la secuenciacién N-
terminal parece contradecir la presencia de una porcién
*bloqueante” PEG en el grupo amino N-terminal.

Ejﬂlo 7

Pegilacidén de T1243 con mPEGH_,_l-propionaldahido

Se utiliza un propionaldehfido de PEG de 10kDa, con la

giguiente estructura.

CH;~0- (CHy-CH;-0) 227~CHa-CH;-0-CH;~CH,;-CHO

200 mg of mPEGl1Ok-propiocnaldehido se afiadié a 20 mg del
T1249 (pureza 93,7 %) en 1,0 mL de tampén (50 mM fosfato
potésico pH 6,5) en a relacidén molar de 5 moles de reactivo
por un mol de T1249. El polipéptido T1249 sé desacild en el
a-amino terminal, pero se protegid en el carboxilo terminal
con -NH;.

A la mezcla de reaccibn se afiadid una solucidn al 10%
(v/v) de cianoborohidruro sédico 0,5 M en agua y se agités
durante 4 horas a temperatura ambiente. El1 T1249 pegilado
se purificé de la mezcla de reaccidn utilizando cromatogra-
fia de intercambio idnico (QA). La estructure del T1249
pegilado es la siguiente:

CH3-0- (CHz-CH;-0) n-CH,-CH -0O-~-CHy-CHz-CH,;-NH-T1249 (III)'

Un gradiente lineal con incremento en la concentracién

de gales de 65 mM a 1 M de NaCl en 20 mM de Tris, pH 7,5

("0\

62
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se utiliz® para separar el T1249 pegilado y T1249 no modi-
ficado. El porcentaje de T1249 monco-pegilade y T1249% sin
reaccionar libre se obtuvo entonces por HPLC de fase rever-

sa y se determindé que era del 31,7%.

Ejemplo 8

Ensayos Antivirales cMAGI/MAGI

Estos ensayos indican la reduccidn del titulc de virus
infecciosos utilizando el indicador de lineas celulares
MRGI (Activacién Multinuclear de un Indicador de Galactosi-
dasa) © el derivado CCRS5-que expresa cMAGI. La linea celu-
lar MAGI deriva de las células parentales Hela por intro-
duccién de genes para CD4 y un marcador b-gal dirigido al
LTR de VIH-1 con un vector amfotrdpico de retrovirus (Kimp-
ton J, Emerman M, J Virol 66:2232-9, 1992). lLa linea celu-
lar cMAGI deriva de la linea celular MAGI por la intreduc-
cidén del gen CCR5 utilizando el vector amfotrdpico retrovi-
ral, PA317 (Chackerian B, Long EM, Luciw PA, Overbaugh J, J
Virol 71:3%32-9, 1997). Las células cMAGI soportan la re-
plicacién de aislados NSI primarios (R5) y virus de labora-
torio X4 adaptados, mientras que las célulaes MAGI soportan
la replicacién de s6lo los virus X4. Ambas lineas celulares
explotan la capacidad de VIH-1 para transactivar la expre-
8i6n de un gen marcador b-galactosidasa dirigido por HIV-
LTR. El marcador b-gal ha sido modificado para localizar en
el nﬁcleo-y puede detectarse con el sustrato X-gal como una
tincidén nuclear intensa al cabo de unos dias de la infec-
cién. El niGmero de nicleos teflidos puede interpretarse asi

como el nimero de viriones infectivos en el inéculo probado
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8i ha habido sélo una ronda de infeccién antes de la tin-
cién.

Un inhibidor de la infeccién y de la fusién célula-
célula, por ejemplo, T1249 (Wild C, Greenwell T, Matthews
T, AIDS Res Hum Retroviruses 9:1051-3, 1993), se ailadid 24
horas post-infeccién para permitir una lectura que confi-
dencialmente representa una ronda sencilla de infeccifn.
Las células infectadas se enumeraron utilizande un visuali-
zador CCD y ambos aislados primario y de laboratorio adap-
tade mostraron una relacién lineal entre la entrada de vi-
rus y el nGmero de células infectadas visualizado por el
visualizador. En los ensayos MAGI y cMAGI un 50% de la re-
duccién en el titulo infectivo (V./V, = 0,5) es significati-
vo Yy proporciona el primer valor de corte para evaluar la
actividad antiviral. Un 90% de la reduccién en el titulo
infectivo (V,/V,) es utilizado como un valor de corte adi-
cional para evaluar la actividad antiviral.

Cada dilucifn de compuesto prueba se ensayd por dupli-
cado contra un inéculo de virus ajustado para proporcionar
aproximadamente 1500-2000 células infectadas /pocillo de
una placa de 48 micropocillos. El1 compuesto prueba se afia-
dié a las células cMAGI o células MAGI, seguido por el iné-
culo de virus, y 24 horas después, se afiadié un inhibidor
de la infeccién y de la fusion célula- célula (Wild C,
Greenwell T, Matthews T, AIDS Res Hum Retroviruses 9:1051-
3, 1993) para prevenir rondas secundarias de infeccién y
diseminacibén célula-célula del virus. Las células se culti-

varon durante 2 dias wids, se fijaron y se tifieron con sus-
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trato X-gal para detectar células infectadas. El nimero de
células infectadas para cada contr-ol y dilucién de compues-
to prueba se determiné con el visualizador CCD. La IC50 se
define como la dilucién de un compuesto prueba gque supone
el 50% de reduccidén en el titulc infectivo del virus. La
IC90 se define como la dilucién que supone el 90% de reduc-
cidén en el titulo infectivo.
Ejemplo 9
IC50/IC90 para T13249 Pegilado

Los resultados de IC S0 e IC 90 para T1249 y T1249 pe-
gilados con mPEGau~butancaldehfido (Ejemplo 4), aqui como
"mPEGa0x-CMAB-T1249,” se muestra en la Tabla 5 a continua-
cién. Los valores de ICsq e ICy; 8e determinaron de acuerdo

con el Ejemplo 8.

Péptido IC50 (pg/mL) IC90 (ug/mL)

T1249 0,003 0,023

mMPEG;sx-CMAB-T1249 0,041 (lote 1) 0,206 (lote 1)
0,170 (lote 2) 0,835 (lote 2)

Tabla 5, resultados de IC 50 y IC 50.

Se observé una reduccién (IC50, 13,7 veces e IC90, 9
veces para el lote 1) de la actividad anti-viral in vitro
con mPEG2ok~CMAB-T1245 comparado respecto a la molécula pa-
rental T1249. No obstante, esta pérdida de actividad in
vitro no es predictiva de la actividad biolégica in vivo
tal como se muestra en los resultados del Ejemplo 12 (Ver,

Figura €).

WY
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Ejemplo 10

Farmacocindticas de T1249 Pegilado con mPEGzox-

propionaldehido

Digefio del Estudio

9 ratas Wistar macho (Laboratorios Charles River, Wil-
mington, DE) (n=3/tiempo) recibieron una dosis: subcuténea
sencilla de T1249 pegilado con mPEGz-propionaldehido
(Ejemplo 4).

El mMPEGzox-CMAB-T1249 se suspendi6 en agua y se tituld
con NaOH para llevarlc a pH 6,8. La suspensién de mPEGaox-
CMAB-T1249 se solubilizé entonces en un volumen minimo de
tampdn carbonato s6dico y diluido con tampén PBS a un pH de
7,3 - 7,4. La cantidad de PEG-T1249 empleada fue suficiente
para proporcionar una concentracién de 150 mg mMPEGzox-CMAB-
T1249 por mL en la formulacidén final. Las ratas se dosifi-
caron con 8 mg de ingrediente activo/kg peso corporal.

Tras la administracién de dosis, alrededor de 1 mL de
sangre se recogidé del seno retro-orbital en cada punto de
tiempe. Los tiempos fueron 0,5, 1, 3, 6, 8, 16, 24, 32, 48,
72, y 96 horas tras la administracién de dosis. Todas las
muestras de sangre se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 30 minutes y el suero se separd con centrifugacién
fria.

Método Bicanalitico

Todas las muestras de sangre se separaron en una co-
lumna Cl8 de HPLC de fame reversa usando un gradiente 1li-
neal consistente en acetato de amonio 0,05 M y acetonitri-

lo. La absorbancia se monitorizé a 280 nm. Las concentra-
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ciones se extrapolaron de una representacién (4rea bajo la
curva v. [mPEGae-CMAB-T1249]) usando extractos de suero de
MPEG;0x~-CMAB-T1249 como estindar de calibracién.

Los parémetros farmacocinéticos descritos derivaron de
las concentraciones de perfiles de sueros reunidos de
mPEG;ox-CMAB-T1249, su metabolito, y la combinacién de los
dos, usando anilisis nc compartimental a través de WinNon-
lin, wversién 3,3 (Pharsight Corporation, Mountain View,
CA) , un paquete de programas comercial de cinéticas.
Resultados

La Fig. 4 muestra el perfil de tiempo-concentracién
profile de mPEGzx-CMAB-T1249 en ratas tras una dosis de
administracién subcuténea simple. A las 0,5 horas de tiempo
no se detectaron niveles de mPEGzox-CMAB-T1249 © metabolito,
indicando un procesc de absorcién lenta desde el sitio de
inyeccién. Para el metabolito, la primera concentracién
detectable se encontr§ a las 6 horas tras la dosis, que
representa una lenta formacién de metabolito. Las menores
concentraciones de suero de mPEGy-CMAB-T1249 y su metabo-
lito se detectaron a las 48 y 72 horas tras la dosis, res-
pectivamente.

Se muestran Cl/ F Sistémico y Vo/F, AUC (0-48 horas o

0-72 horas), Cpax, Tmax, Y vida media en la Tabla 6, debajo.
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Pardmetro (uni- | mPEG;qx-CMAB- | mPEG;ox-CMAB-T1249 Parental y
dad) T1249 Metabolito Metabolito
AUC (pug hr/mL) 279" 508" 766"
Coax (pg/mL) 14,8 13,9 27,2
T1/2 terminel (hT) 8,9 15,7 13,8
Cl/F (mL/hr/kg) 27,4 14,6 10,0
Va/F (mL/Xkg) 353 330 199
Toax (Br) 16 24 16

Tabla 6. Parimetros farmacocinéticas para mMPEG;ox-CMAB-~T1249
en ratas.
% AUCs-4snr; ° AUCq-7ans

Ejemplo 11

Farmacocinéticas de T1249

Digefio del estudio

Cada grupo de tratamiento, conaistente de 9 ratas
Sprague-Dawley (Laboratorios Charles River, Wilmington, DE)
por sexo. Cada miembro del grupo recibié una dosis subcuté-
nea sencilla o intravenosa de T1249 (lote 2 referenciado en
el Ejemplo 9/Tabla 5). Las ratas ae dosificaronla 1,2 o 15
mg del ingrediente activo/kg de pesoc corporal.

Las muestras de sangre se recogieron de los animales
prueba durante un periodo de tiempo de doce horas de tres
ratas por sexo por dgrupo a cada punto de tiempo. Los tiem-
pos fueron 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, y 12 horas atrfs la ad-

ministracidén de dosis.

Método Bioanalético
Las muestras de sangre se analizaron usandc un ensayo

ECLIA PcAb T1249. ECLIA PcAb T1249 es un inmunoensayo de
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dos sitios no competitivo, que utiliza dos preparaciones
diferentes de PcAb de conejo especificas para T1249., En
este ensayo, las determinaciones de T1249 se realizan incu-
bando primero la muestra del ensayo diluida en a tubo que
también contiene anticuerpe marcado con biotina (prepara-
cién A) y anticuerpo marcado rutenio (preparacién B). En el
siguiente paso, se afladen cuentas magnéticas recubiertas de
estreptavidina al tubo para capturar los inmunocomplejos de
anticuerpo-péptido-anticuerpo (séndwiches) gue se han for-
mado. La mezcla se bombea entonces a través de un f£flujo
celular en el analizador, tras el cual se aplica una co-
rriente eléctrica a un imin adyacente al flujo celular. Se
genera luz a través de 1las reacciones de oxidacién-
reduccidén ciclicas entré los iones del rutenio que esatén
conjugados con los anticuerpos detectores e iones tripropi-
lamina que estén presentes en exceso en el tampdn de ensa-
yo. Esta energia luminica es el punto final medido. Una
muestra que contiene una cantidad apreciable de T1249 pre-
senta una mayor sefial comparada con una muestra gque contie-
ne poca o ninguna cantidad de T1249.
Resultados

La Fig. 5 muestra el perfil de concentracién-tiempo de
T1249 en ratas tras una administracidén de dosis simple pub-
cutdnea o intravenosa.
Tnax, Vvida media, AUC (0-12 horas y 0-o horas), y Cumx Se

muestran en la Tabla 7, a continuacién.

o

4
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Dosis Grupos

Pardmetro 1,2 mg/kg 15 mg/kg 1,5 mg/kg 5,0 mg/kg
(unidad) (sc) (sc) (xv) (IV)
Ti/a tarminal 2,02 2,00 2,46 1,86
(hr)
Tmax (hr) 1,09 1,88 - -
Cuax {(pg/mL) 6,37 21,5 15,7 46,3
ATUC (0-12hr) 27,0 107 45,6 118
(pg hr/mL)
AUC (9-w) 27,6 110 47,1 120
(pg hr/mL)

Tabla 7. Parametros Farmacocinéticas para T1l249 en ratas,

Considerando los datos farmacocinéticos para mPEGaok-
CMAB-T1249 (Tabla 6) y la dosis subcut&nea de 15 mg/kg con
T1249 (Tabla 7), mMPEGzx-CMAB-T1249 presenta un incremento
de 4,5-veces en la vida media terminal. La mayor Tpx refle-
ja un aclaramiento menor para mPEG;ox-CMAB-T1249 en compara-
cién con T1249 hasta que posee una Cumx 8imilar. Ademds, una
vez normalizados los datos de la Tabla 7 para la diferencia
de dosis (15 mg/kg normalizado a 8 mg/kg como en el Ejemplo
10), un incremento de 5 veces sobre T1249 en AUC se observd
para mPEGp-CMAB-T1249 (57,1 ug hr/mL (normalizado) para
T1249 versus 279 ug hr/mL para mPEGip-CMAB-T1249).

Ej emplo 12

Efecto de T1249 y mPEG;p-CMAB-T1249 sobre la carga viral de

VIH-1 en ratén

Se emplearcn $ ratones HuPBMC-SCID por grupo de trata-

miento {excepto el control de PEG que tienen 6 ratones). En
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el dia 0, cada grupc de tratamiento recibié un tratamiento
p.m. después de la infeccién con VIH aislado. Después, cada
grupo de tratamiento recibié 2 tratamientos en un dia {(a.m.
y p.-m.) del dia 1 al dia 6. Los ratones se aislaron el dia.
Ver Tabla 8 para los detalles de dosis. Se recogieron mues-
tras de plasma para el andlisis de T1249 alrededor de 14

horas tras la tltima administracién de dosis.

Grupo de Doais Dosis Ratdén/grupo Dia |Actividad
Control Salino 0 mg/dia 9 1-6 dosis am
doeis pm
T1249 0,7 mg/dfa 9 1-6 dosis am
2 mg/dia 9 dosis pm

7 mg/dia 9

MPEQG; 0y~ CMAB - 0,7 mg/dia 9 1-6 dosis am
T1249
2 mg/dia 9 dosis pm
7 mg/dia 9

PEG Control 7 mg/dia 6 1-6 dosis am
dosis pm
All 7 aislado

Tabla 8. Eaquema de dosis.

VIH-1 en plasma se determindé mediante PCR cuantitativa
en tiempo real. El plaama se separd para la cuantificacién
del compuesto T1245. Las muestras de plasma congeladas pa-
saron a ser compuestos de andlisis.

La Figura 6 muestra el efecto de la dosis de T1249 y
MPEG20x-CMAB-T1249 sobre la carga viral de VIH-1 en ratones

SCID.
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T1249 y mPEG2-CMAB-T1249 son igualmente activos in
vivo. Los resultados no muestran diferencias apreciables en
la supresién de actividad viral in vivo medido contra la
concentracién de plasma del compuesto probado.

Los resultados anteriores indican las ventajosas pro-
piedades de la invencidn, la actividad biol&gica equivalen-
te in vivo de mPEG;¢~CMAB-T1249 y T1249 en las mismas con-
centraciones de plasma {Ejemplo 12), y un perfil farmacoci-
nético muy superior de mPEG;o-CMAB-T1249 como se demuestra
por la comparacién de los Ejemplos 10 y 11.

La invencidn siendo asi descrita, serd obvio que la
misma puede variar de muchas maneras. Tales variaciones no
deben entenderse como un alejamiento en el espiritu y al-
cance de la invencién y todas estas modificaciones eren
incluirse dentro del alcance de las siguientes reivindica-

ciones.

\g\
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> BATLON, Pascal Sebastién

WON, Chee-Youb

<120>
<130>
<150>
<l151>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<21l>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
grupo

<400>

Polipéptido T1249 pegilado
21327US1
US 60/439.213
2003-01-10
US 60/398.190
2002-07-24
5
PatentIn versién 3.1
1l
38
PRT

Artificial

Secuencia peptidica derivada sintéticamente

MOD_RES

(39)..(39)

El residuo 39 estl modificado opcionalmente con un
amino.

1

3
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<210>
<21l1>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211l>
<2125
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>

-48-

2
Y,
PRT

Artificial

Secuencia peptidica derivada sintéticamente

2

3
14
PRT

Artificial

Secuencia peptidica derivada sintéticamente

3

4
7
PRT

Artificial

Secuencia peptidica derivada sintéticamente

4

o
-t
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<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

-49-

8
PRT

Artificial

Secuencia peptidica derivada sintéticamente

MOD_RES

(8)..(8)

El residuo 8 estd modificado opcionalmente con un

grupo amino.

<400>

5
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Reivindicaciones:

1. Un compuesto de férmula (I},

o)

- (CHaCH3z0) n-CHaCH;3-0- (CHz) n-C-NH-~ (CH;) p-CH3-NHT1249 (I)

en donde
R; es un grupo de cabeza
mes de 1 a 17,
n es de 10 a 1.000,

pesde la3, vy

NHT1249 es un polipéptido T1249 unido covalentemente a

través de su grupo ao-amino terminal.

2. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1, en

donde R, se sustituye por el grupo consistente en halégeno,

epdxido, maleimida, disulfuro ortopiridilo, tosilato,
cianato, hidrato de hidrazina, haluro cianiirico,
succinimidiloxi, sulfo-N-succinimidiloxi,

benzotriazoliloxi, l-imidazoliloxi, p-nitrofeniloxi, y

~CH,CH,-0- (ca,).d)ﬂ (CHz) 5-CHO.

Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1,

donde p es 3.

4. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 1,

donde p es 3, R, es metoxi, mes 1, y n es de 100 a 750.
5. Un compuesto de f&rmula:

CH3-0- (CH;-CH;-0) ;-CH;-CH;-0-CH,-CH;-CH,;-NHT1249 (III)

iso-

N-

1-

en

earl

en donde n es de 10 a 1.000 y NHT1I249 es un Polipéptido

6
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1249 unido covalentemente a través de su grupo «-amino
terminal.

6. Un compuesto de acuerdo a la reivindicacién 5, en
donde n es aproximadamente 450,

7. Una composicidn farmacéutica que comprende, en una
mezcla con un excipiente farmacéuticamente aceptable, un
compuesto de férmula:

o)

[
R, - (cn,cn,o),,-CH,CH,-é- (CH3) n~C-NH- (CH;) p-CH,-NHT1249 (I)
en donde

R, es un grupo de cabeza,

mes de 1 a 17,

n es de 10 a 1.000,

pesdela3l, vy

NHT1249 es un polipéptido T1249 unido covalentemente a
través de su grupo a-amino terminal.

8. Una composicién farmac&utica de acuerdo a la rei-
vindicacidén 7, en donde p es 3, R, es metoxi, mes 1, y n es
de 100 a 750.

9. Una composicidén farmacéutica de acuerdo a la rei-
vindicacién 7 en la forma de un polvo liofilizado.

10. Una composicién farmacéutica de acuerdo a la rei-
vindicacién 7 en forma de una solucién o suspensién inyec-

table.
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Figura l: Comparacidr. 3a una Ti249 digerrda proteolftica no
modificada y modificada. Digeatidn ccn endoproteinasa Lis-C
y separacidn subsiguiente con HPLC de £fape reversa. A)
muestra de T-1245 de PiEG-Butanoa.ldehido de 2C kDa; 38! muea-

tra de 7-1249. Absorbancia de UV a 2i5 am.
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Figura 2: Espectrometriz de mRSan t.:c-n ionizacidn por cesor-
ci6n de lhser asistida Por matriz en tiempo de vuelo (MALDI
TOF) . Masa espectral de la £¥acci6n HPLC reccgida con PEG-
34 (Figura 1). El espeé:ro ge adquir:f de un modo lineal
con dcido Trana-3 indolacrilicc'como la matriz. Peso mcle-

cular en Da.
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Figura 3: Secuenciacién N-terminal (Edman) de la fraccién

PEG-34 recogida por HPLC.




Figura 4. Perfil de Tiempo-Concentracitn de Mpeg;ox-T124S5 en

ratas degpués de una administraciér subcutdnea sencilla den

8 mg/Xg.
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Concentracion en Plasma de T-1249

Figura 5. Farmacocinéticas de plasma para la T-1249% admi-

nistrada por inveccién intravencsa ¢ subcutdnea en ratas.
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Carga Vival en Plaama (RNA de VIH-1 copizs/ml)

Figura 6

Efecto de T-24% y PEG-T-1249 sobre la carga »iral de VIH-1

l."

an Flasma.

Zn razén SCID después de 7 diag de tratamiexto.

IS (mg/Kg/dia - 1.P., bld)
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APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961

PAIS: ESTADQOS UNIDOS DE AMERICA
EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: 7. LAWRENCE
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CERTIFICADO

5. EN: WASHINGTON, D.C.
EL: 30 DE MAYO DE 2003
7. POR: EL ASISTENTE DE AUTENTICACIONES OFICIALES,
DEPARTAMENTO DE ESTADO DE LOS ESTADOS UNIDOS
BAJO EL NO.: 03018476-1 =
9. SELLO: HAY SELLO EN ALTO RELIEVE DE n%MENEB:E
=E
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.- _
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS A QUIENES LOS PRESENTEN LLEGUEN, SALUDOS
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos
23 DE Mayo de 2003
POR MEDIO DEL PRESENTE CERTIFICAMOS QUE EL DOCUMENTO ADJUNTO
ES UNA COPIA VERDADERA DE UN DOCUMENTO REGISTRADO EL 11 DE
SEPTIEMBRE DE 2002 QUE SE ENCUENTRA EN LOS ARCHIVOS DE ESTE
DESPACHOQ.
Por autorizacién del COMISIONADO DE MARCAS Y PATENTES
FIRMADO: T. LAWRENCE - Funcionario Certificador.
HAY SELLO EN ALTO RELIEVE DEL FUNCIONARIO.
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-
9-11-02 .
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas
EXPEDIENTE NO. 21327 US
Al Honorable Comisionado de Patentes y Marcas Comerciales:

sirvase registrar los documentos originales adjuntos ¢ 1la
copla de los mismos.

1. Nombre de las partes que traspasan:

1} Pascal Sebastian Bailon

2) Chee-~Youb Won
Nombres adicionales de: No
2. Nombre y direccién de la parte que recibe:

HOFFMANN-LA ROCHE INC.
3. Naturaleza del traspaso: Cesidn

Direccibn: 340 Kingsland Street

Ciudad: Nutley, Estado: New Jersey, Zip: 07110

Nombre adicional y Direccidn adjunta: No

Fecha de Ejecucién: 1) 21 DE Agosto de 2002

2) 24 de Julio de 2002.
4. NGmero de solicitud o niimero de patente:
Si el documento estd siendo radicado junto con una nueva
solicitud, la fecha de ejecuciédn de la solicitud es:
SERIE DE SOLICITUD PROVISIONAL EN LOS ESTADOS UNIDOS NO.
60/398,190, RADICADA EL 24 DE JULIO DE 2002.
Nimeros adicionales adjuntos?: No.
09/16/2002 BTOM11 00000145 062525 60398190
01 FC: 581 40,00 CH
PATENTE

REEL: 013285 FRAME 0471
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

5. Nombre y direccién de la persona a quien debe enviarse la
correspondencia relativa a este documento:

George W. Johnston

Direccidédn interna:

HOFFMANN-LA ROCHE INC.

PATENT LAW DEPARTMENT

Direccién:

340 Kingsland Street, Ciudad: Nutley Estado: New Jersey
Zip: 07110

6. NGmero total de solicitudes y patentes involucradas: UNA
7. Total Derechos: US540.00

Se autoriza debitarlos de la cuenta de depédsito.

Se autoriza cobrar faltantes a la cuenta de depdsito.

8. Nimero de la cuenta de depbsito: 08-2525

NO UTILICE ESTE ESPACIO

9. Declaracién y firma:

Hasta donde van mis conocimientos, la anterior informacién es
verdadera y correcta y cualquier copia adjunta es una copia
verdadera del documento original.

PERSONA QUE FIRMA: EILEEN M. EBEL - 6 DE FEBRERO DE 2002
Contacto: Bettyann Hedemus

Telé&fono: (973) 235 4383

Fax: (973) "235 2363

Nimero total de péginas incluyendo la cubierta, anexos vy
documentos: 6.
123395

REEL: 013285 FRAME 0472
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

INVENCION CONJUNTA

Expediente No. 21327 US

TRASPASO

CONSIDERANDO QUE yo, Pascal Sebastian Bailon, (Cedente),
junto con Chee-Youb Won hemos inventado ciertas nuevas y
Utiles mejoras que se describen y hemos reivindicado su
aplicacién para Patente en los

Estados Unidos, e identificadas como Serie No. 60/398,190,
radicadas el 24 de Julio de 2002, y titulada

POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO

CONSIDERANDO QUE HOFFMANN-LA ROCHE INC., una sociedad
constituida y que existe bajo y en virtud de las leyes del
Estado de Nueva Jersey, y cuya sede principal estd situada en
Nutley, New Jersey, desea adquirir todo el 'interés sobre
dicha invencién, dicha solicitud y 1la Patente dque sera
obtenida;

POR LO TANTO, en consideracién a la suma de UN DOLAR
(US$1.00) y a otras buenas y valiosas consideraciones cuyo
recibo y suficiencia se reconocen por el presente, hemos
vendido, cedido y traspasado y por medio de los presentes,
vendemos, cedemos y traspasamos a HOFFMANN-LA ROCHE INC. (el
Cesionario), y a los representantes y sucesores legales del
Cesionario, el derecho total, el titulo e interés en todo el
mundo para dicha invencién y dicha solicitud, asi como la
respectiva solicitud que reivindica la prioridad con base en
la fecha de radicacidén de dicha solicitud identificada como
el Expediente No. 21327 USl y las patentes, tanto locales

como extranjeras respectivgs ncluyendo el derecho de

reclamar con relacién solicitud de patente

8
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

posterior en los Estados Unidos o en el exterior, la fecha de
prioridad de dicha solicitud bajo cualquier estatuto en los
Estados Unidos y cualquier convenio o tratado internacional;
y por medio del presente autorizamos y solicitamos 1la
expedicién de dichas patentes locales y extranjeras, de
conformidad con los términos del presente Acuerdo.

POR DICHA CONSIDERACION, por medio del presente me comprometo
y acuerdo con el Cesionario que no ejecutaré ningin escrito
ni haré ningin acto de ningin tipo que entre en conflicto con
estos presentes, y que en cualquier momento, a solicitud y
sin consideracibtn posterior o adicicnal, pero por cuenta y
gasto de dicho Cesionario, ejecutaremos todos los traspasos
adicionales y demds escritos y efectuaremos todos aquellos
actos adicionales que dicho Cesionario considere necesario o
deseable llevar a cabc para el goce perfecto por parte del
Cesionario de este otorgamiento y a prestar la asistencia
necesaria para hacer la solicitud con el fin de obtener la
patente provisional original, la continuacién parcial, la
divisién la re;emisibn, el re-examen o la prérroga de la
Patente de los Estados Unidos o de cualquier pais extranjero
sobre dicho invento y para hacer cumplir los derechos o
acciones que se causen como resultado de dichas solicitudes
de patentes, incluyendo, peroc sin limitarse al hecho de dar
testimonio en un proceso o transaccién que involucre dichas
solicitudes o patentes, y ejecutar las declaraciones
preliminares y otras declaraciocnes, siendo entendido que el
compromiso y el acuerdo anterior se hace para beneficio de

los cesionarios y de los representantes legales de todas las
partes del presente.

SEFT 6 1872
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

PATENT REEL 013285 FRAME 0473
EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR firmo y coloco mi sello a los
veintiin dias del mes de Agosto de 2002 en Nutley, New
Jersey, U.S.A.
FIRMADO: PASCAI, SEBASTIAN BAILON
RECONOCIMIENTO
Estados unidoe de América
Estado de New Jersey
Condado de Essex
El 21 de Agosto de 2002, ante mi comparecié personalmente
PASCAL SEBASTIAN BAILON, a gquien conozco como la persona
descrita en la anterior Cesidn, quien reconocié que ejecutd
la anterior Cesién como su acto libre para todos los fines
estipulados alli.
FIRMADO: LOU ANN DONATONI - NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY CON
COMISION HASTA EL 26 DE MARZO DE 2003.
121989
PATENTE
REEL: 013285 FRAME: 0474
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2008.-

INVENCION CONJUNTA

Expedienta No. 21327 US

TRASPASO
CONSIDERANDO QUE yo, Chee-Youb Won, {el Cedente),
conjuntamente con Pascal Sebastian Bailon, hemos inventado
ciertas nuevas y idtiles mejoras que se describen y hemos
reivindicado la solicitud de Patente en los Estados Unidos,
identificada bajo el expediente nimero 21327US titulada
titulada
POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO

CONSIDERANDO QUE HOFFMANN-LA ROCHE INC., una sociedad
constituida y gque existe bajo y en virtud de las leyes del
Estado de Nueva Jersey, y cuya sede principal esta situada en
Nutley, New Jersey, desea adquirir todo el interés sobre
dicha invencién, dicha solicitud y 1la Patente que sera
obtenida;

POR LO TANTO, en consideracién a la suma de UN DOLAR
(US$1.00) y a otras buenas y valiosas consideraciones cuyo
recibo y suficiencia se reconocen por el presente, henos
vendido, cedido y traspasado y por medio de los presentes,
vendemos, cedemos y traspasamos a HOFFMANN-LA ROCHE INC. (el
Cesionario), y a los representantes y sucesores legales del
Cesionario, el derecho total, el titulo e interés en todo el
mundo para dicha invenciédn y dicha solicitud, asi como la
respectiva solicitud que reivindica la prioridad con base en
la fecha de radicacidén de dicha solicitud identificada como
el Expediente No. 21327 US1 y las patentes, tanto locales

como extranjeras incluyendo el derecho de

reclamar con relacif nédNuier solicitud de patente
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

posterior en los Estados Unidos 0 en el exterior, la fecha de
prioridad de dicha solicitud bajo cualquier estatuto en los
Estados Unidos y cualquier convenio ¢ tratado internacional;
y por medio del presente autorizamos y solicitamos 1la
expediciébn de dichas patentes locales y extranjeras, de
conformidad con los términos del presente Acuerdo.

POR DICHA CONSIDERACION, por medio del presente me comprometo
y acuerdo con el Cesionario que no ejecutaré ningin escrito
ni haré ningin acto de ningin tipo que entre en conflicto con
estos presentes, y que en cualquier momento, a solicitud y
sin consideracién posterior o adicional, pero por cuenta y
gasto de dicho Cesionario, ejecutaremos todos los traspasos
adicionales y demds escritos y efectuaremos todos aquellos
actos adicionales que dicho Cesionario considere necesario o
deseable llevar a cabo para el goce perfecto por parte del
Cesionaric de este otorgamiento y a prestar la asistencia
necesaria para hacer la solicitud con el fin de obtener la
patente provisional original, la continuacién parcial, la
divisién la re-emisidén, el re-examen o la prérroga de la
Patente de los Estados Unidos o de cualquier pais extranjero
sobre dicho invento y para hacer cumplir 1los derechos o
acciones que se causen como resultado de dichas solicitudes
de patentes, incluyendo, pero sin limitarse al hecho de dar
testimonio en un proceso o transaccién que involucre dichas
solicitudes o© patentes, y ejecutar las declaraciones
preliminares y otras declaraciocnes, siendo entendido que el
compromiso y el acuerdo anterior se hace para beneficio de
los cesionarios y de los representantes legales de todas las
partes.del presente.
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

PATENT REEL 013285 FRAME 0473
EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR firmo y coloco mi sello a los
veinticuatro dias del mes de Julio de 2002 en Nutley, New
Jersey, U.S.A.
FIRMADO: PASCAL SEBASTIAN BAILON
RECONOCIMIENTO
Estados unidos de América
Estado de New Jersey
Condado de Essex
El 24 de Julio de 2002, ante mi comparecid personalmente
Chee-Youb Won, a quien conozco como la persona descrita en la
anterior Cesifén, quien reconoci® que ejecuté la anterior
Cesidn como su acto libre para todos loe fines estipulados
alli.
FIRMADO: LOU ANN DONATONI - NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY CON
COMISION HASTA EL 26 DE MARZO DE 2003.
121988
PATENTE
REEL: 013285 FRAME: 0476
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APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document

2. has been signed by T. Lawrence

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4, bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the thirticth of May, 2003

7. by Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 03018476-1

9. Seal/Stamp:

s
Joan C. Hampton
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Torm PT0-1585

Page 1 of 3 017 2002 \Eant and Tredemark Office
\‘\““I 1

Case Doockast Fo. 21327 0B

To the Honorable Commimsionar of Patents and Tradewmarks:
original documents or copy thareof.

Plsass record the attached

1. ¥ama of conveying party(ies):

2. Nams and address of receiving party(ies):
1) Pascal Sebastlan Bailom Name : -LA ROCEE XNC.
2) Chese-Youb Wom -
Internal Address: - 5 2
ein LR J - b
R S
" Additional name(s)} of conveying =
. -
. party{ies) attached? ___ Yes _X_ JNo wn
m XX -
o =
=
2 =5 2
3. Mature of conveyance: )
_X Assigmment __ Warger Btreet Address: 340 XDNIELAND GTRENT
__ Becurity Agreement __ Change of Hxme
__ Other City: MUTLNY State:_ N PRip:__ 97110
Execution Date: 1 41, 2003
1) JULY 34, 2003

Additional name (s} & address{as) attached:
Yen No X

4. Applicstion number(w) or patspt number (s):

If thig document is being filed together with a new application, the sxecution date of
the application is:

A. Patent Application Ne. (s) B. Patant No.(s)

/\..

FILED: JULY 24, 3002
Additicnal musbers attachad?

Yes _X No
SWVIL/ENIE STINLL  ODMORIAS MY  LEIN
Y, "o
PATENT
REEL: 013285 FRAME: 0471
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5. Name and sddress of party to whom 6. Total mumbar of applications and pateunts
correspondsnce concerning document involved: CNE
should be mailed:

Nams: GRORGE W. JONNETON

Internal MNdress: 7. Total fee t:" CFR 3.‘1‘ teaw 0-‘ 40.00
BOFFMANN-LA ROCEE INC. _X Authorimed to be charged to deposit
account
PATENT LAN DEPARTMENT _X Athorised any daficiencias to ba

charged to deposit account

Btrast address;_340 ETNGELAND STRENT
8. Daposit account numbar;

City: MUTLEY gState: NJ 2Zip: 07110

DO NOT USE THIS SPACE

9. Btatemsnt gnd signaturs.

To the best of my knowledge and balief, the foregeing informatien is true and ocorrect
and any attached copy is a true copy of tha original document.

T Sl 2 S memgma som

CONTALT Battyann Hedaosus
TELEVECHN: (573) 235-43183
FAX: (973) 235-32263

Total number of pages inrluding cover shest, attachments and document:__§
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JOINT INVENTION Case Docket No. 21327 US

ASSIGNMENT

WHEREAS, 1, Pascal Sebastian Bailon (Assignor) together with Chee-Youb Won, have invented
certein new and useful improvements in which are described and claimed in application for United
States Putent and identified as Serlal No. 60/398,190, filed July 24, 2002, extitled

PEGYLATED T1249 POLYPEFTIDE

WHEREAS, HOFFMANN-LA ROCHE INC,, a corporation orgmmized and existing under
and by virtue of the laws of the State of New Jersey, and having its principal place of business at
Nutley, New Jersoy, is desirous of acquiring the entire interest in and to said invention, sid
application and the Patent to be obtained therefor;

NOW, THEREFORE, for ardl in consideration of One Dollar ($1.00) and other good and
valusble considerstion t0 me in hand paid, the receipt and sufficiency whereof are hereby
acknowiedged, I have sold, assigned, and set over, and by these presents do hereby sell, assign, and
set over umto the said HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Aasignee), and said Assignec's legal
representatives, sucoessors, the entire right, title and interest, for the whole world, in and to said
invention and said application, as well as any subsequent application which claims priority based
upon fhe filing date of said application identifiod as Serial No. 60/398,190 end the patents, both
domestic and foreign, that may or ghall result therefrom including the right to claim in respect of
any subsequent United States and foreign patent applications and patents, the priority date of said
application under any United Sistes sinfute and international convention or treaty; and I do heroby
authorize and request the issuance of said patents, domestic and foreign, conformably to the terms
of this Agreament.

UPON SAID CONSIDERATION, I do heroby covenant and agree with the said Assignee
that I will not execute any writing or do any act whatsoever conflicting with these presents, and that
I will at any time upon request, without further or additional consideration, but at the expense of the
said Assignee, exooute such additional assignments and other writings aud do such additional acts
as said Assignos may deomn necessary or desirable to perfiot the Assignee's enjoyment of this grant,
and render all necessary assistance in making application for and obiaining provisional, original,
continuation, comtinuation-in-part, dividonsl, reissued, re-examined or extended Patent of the
United States or of any and all foreign countries on seid invention, and in enforcing any rights or
choses in action accruing as a result of such applications or patents, including but not limited to,
giving testimony in any proccedings or transactions involving such applications or patents, and
executing proliminary statements and other affidsvits, it being understood that the foregoing
covenant and agroeement shall bind and inure to the benefit of the assigns and {egal representatives
of all parties hereto.

PATENT
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IN WITNESS WHEREOF, I have herounto sct my hand and affixed my scal this 21* day of

August, 2002.
Nutley, New Jarscy, U.S.A,

Pascal Sebastian Bailon

ACKNOWLEDGMENT

United States of Americs)
State of Noew Jersey )

County of Essex )

On August 21, 2002, before me personally appearcd Pascal Scbastian Bailon to me known to be the
. person described in the foregoing Assignment, who acknowledged that he executed the foregoing
Asgignment of his own free will for the purposes therein set forth.

.’ /)

~ N

LOU ANN DONATOM
121989 Notary Public of New jersey

My Cominiszion Expires March 26, 2001

PATENT
REEL: 013285 FRAME: 0474
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JOINT INVENTION Case Docket No. 21327 US

ASSIGNMENT

WHEREAS, I, Chee-Youb Won (Assignor) together with Pascal Seba stian Bailon, have invented
certain new and useful improvements in which are described and claimed in application for United
States Patent and identified as Case Docket No. 21327 US, entitled

PEGYLATED T1249 POLYPEPTIDE

WHEREAS, HOFFMANN-LA ROCHE INC., a corporation organired and existing under
end by virtue of the laws of the Stats of New Jersey, and having its principat place of business at
Nutley, New Jemsey, is desirous of acquiring the entire interest in and to said invention, said
application and the Patent to be obtained therefor;

NOW, THEREFORE, for and in consideration of One Dollar ($1.00) and other good and
valusble consideration to me in hand paid, the receipt and sufficiency whereof are hereby
acknowledged, I have sold, aasigned, and set over, and by these presents do hereby sell, assign, and
set over unfo the said HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignes), and said Asgignee’s legal
representatives, successors, the entire right, title and interest, for the whole world, in and to said
invention and said application, as well as any subsequent application which claims priority based
upon the filing date of said application identified as Case Docket No. 21327 US and the patents,
bath domestic and foreign, that may or shall result therefrom including the right to claim in respect
of any subsequent United States and foreign patent applications and patents, the priority date of said
application under any United States statute and intarnational convention or treaty; and [ do hercby
suthorize and request the issuance of said patents, domestic and foreign, conformably to the terms
of this Agreemsnt.

UPON SAID CONSIDERATION, I do bereby covenant and agree with the said Assignee
that I will not execute any writing or do any act whatsoever conflicting with these presents, and that
I will at any time upon request, without further or additional consideration, but at the expense of the
. said Assignee, execute such additional assignments and other writings and do such additional acts
- ns suid Assignee may deern necessary or desirable to perfect the Assignee’s enjoyment of this grant,
and remder all necessary assistance in making application for and obtaining provisional, original,
continuation, continuation-in-part, divisional, relssued, re-examined or extended Patemt of the
United States or of any und alt foreign countries on said invention, and in enforcing any rights or
choses in action accruing as a result of such applications or patents, including but not limited to,
giving testimony in any proceedings or transactions involving such applications or patents, and
exoouting preliminary statements and other affidavits, it being understood that the foregoing
covenant and agreement shall bind and inure to the benefit of the assigns and legal representatives

of all parties hereto.

PATENT
REEL: 013285 FRAME: 0475
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IN WITNESS WHEREOF, | have hereunto set my hand and effixed my seal this 24* day of
July, 2002.

Nutley, New Jersey, US.A.

’
%b %

ACKNOWLEDGMENT

United States of America)
State of New Jersey )
County of Eassex )

On July 24, 2002, before me personally appeared Chee-Youb Won to me known tp be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that he exccuted the foregoing
Assigrament of his own free will for the purposes therein set forth.

LOU ANN DONATONY
- Inlgrr_ Public of New Jarsy
- Wy Commisxion Expiras March 26, 2000.

e
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APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961

1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: M. K. HAWKINS
3. ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: OFICIAL DE CERTIFICACIONES
4. LLEVA EL SELLO DEL: OFICINA DE PATENTES Y MARCAS
COMERCIALES

CERTIFICADO

EN: WASHINGTON, D. C.
EL: 16 DE JULIO DE 2003
POR: EL ASISTENTE DE AUTENTICACIONES OFICIALES,

DEPARTAMENTO DE ESTADO DE LOS ESTADOS.UN§DOS E
8. BAJO EL NO.: 03022305-12 Eg; 2
- | — 3
9. SELLO: HAY SELLO EN ALTO RELIEVE DEL TH:;EN’E E
ESTADO DE LOS ESTADOS UNIDOS E 3 §
10. FIRMADG POR: SONYA N. JOHNSON sl =R
*Bh= G-
% %M -]
HELENA URIBE DE LEMOINE 8 g
m
-
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.- \@

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS A QUIENES LOS PRESENTEN LLEGUEN, SALUDOS
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOB ESTADOS UNIDOS

Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos
11 de Julio de 2003
POR MEDIQO DEL PRESENTE CERTIFICAMOS QUE EL DOCUMENTO ADJUNTO
ES UNA COPIA VERDADERA DE UN DOCUMENTO REGISTRADO EL 19 DE
FEBRERO DE 2003, QUE SE ENCUENTRA EN LOS ARCHIVOS DE ESTE
DESPACHO.
Por autorizacién del COMISIONADO DE MARCAS Y PATENTES
FIRMADO: M. K. HAWKINS - Funcionario Certificador.
HAY SELLO EN ALTO RELIEVE DEL FUNCIONARIO.

SE. I 972
MINISTERIQ
JUSTICIA

403
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REL 013763 FRAME 0132
2/19/03
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas
EXPEDIENTE NO. 21327 US1
Al Honorable Comisionado de Patentes y Marcas Comerciales:
sirvase registrar los documentos originales adjuntos o 1la
copia de los mismos.
1. Nombre de la parte que traspasa:
1) Pascal Sebastian Bailon
2) Chee-Youb Won
Nombres adicionales de: No
2. Nombre y direccién de la parte que recibe:
HOFFMANN-LA ROCHE INC.
3. Naturaleza del traspaso: Cesién
Direccidn: 340 Kingsland Street
Ciudad: Nutley, Estado: New Jersey, Zip: 07110
Nombre adicional y Direccién adjunta: no
Fecha de Ejecucién: 10 de Enero de 2003.
4. NGmero de solicitud o nGmero de patente:
Si el documento estd siendo radicado junto con una nueva
solicitud, la fecha de ejecucién de la solicitud es:
SERIE DE SOLICITUD PROVISIONAL EN LOS ESTADOS UNIDOS NO.
60/439,213, RADICADA EL 10 DE ENERO DE 2003.
Nimeros adicionales adjuntos?: No.
02/21/2003 TDIAZ1 00000009 082525 60439213
01 FC:8021 40.00 CH

it
8
U seri 2072

Qu-:zs TERIO
4
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REL 013763 FRAME 0133
5. Nombre y direccién de la persona a quien debe enviarse la
correspondancia raelativa a este documento:
George W. Johnston
Direccién interna:
HOFFMANN-LA ROCHE INC.
PATENT LAW DEPARTMENT
Direccidn:
340 Kingsland Street, Ciudad: Nutley Estado: New Jersey
Zip: 07110
6. Namero total de solicitudes y patentes involucradas: UNA
7. Total Derachos: US$40.00
Se autoriza debitarlos de la cuenta de depbsito.
Se autoriza cobrar faltantes a la cuenta de depdsito.

8. Nimero de la cuenta de depbsito: 08-2525

NO UTILICE ESTE ESPACIO

9. Declaracién y firma:
Hasta donde van mis conocimientos, la anterior informacibén es
verdadera y correcta y cualquier copia adjunta es una copia
verdadera del documento original.

PERSONA QUE FIRMA: EILEEN M. EBEL - 11 DE FEBRERO DE 2003
Contacto: Bettyann Hedemos

Teléfono: (973) 235 4383

Fax: (973) 235 2363

Numero total de pdéginas incluyendo la cubierta, anexos ¥y
documentos: 4.

SE-T 31972
MINISTERIO
JUSTICIA

A0S
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REL 013763 FRAME 0134

INVENCION CONJUNTA

Expediente No. 21327 USl
TRASPASO

Considerando que nosotros, Pascal Sebastian Bailon, Chee-Youb
Won (Cedentes) hemos inventado ciertas nuevas y itiles
mejoras que se describen y reivindican en la solicitud de
Patente en los Estados Unidos, e identificada con el Namero
de Expediente 21327 US1l titulada
POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO

CONSIDERANDO QUE HOFFMANN-LA ROCHE 1INC., una sociedad
constituida y que existe bajo y en virtud de las leyes del
Estado de Nueva Jersey, y cuya sede principal estd situada en
Nutley, New Jersey, desea adquirir todo el interés sobre
dicha invencidén, dicha solicitud y la Patente que sera
obtenida;

POR LO TANTO, en consideracién a la suma de UN DOLAR
(US$1.00) y a otras buenas y valiosas consideraciones cuyo
recibo y suficiencia se reconocen por el presente, hemos
vendido, cedido y traspasado y por medioc de los presentes,
vendemes, cedemos y traspasamos a HOFFMANN-LA ROCHE INC. (el
Cesionario), y a los representantes y sucesores legales del
Cesionario, el derecho total, el titulo e interés en todo el
mundo sobre dicha invencién y dicha solicitud, asi como la
posterior solicitud que reivindica la prioridad con base en
la fecha de radicacién de dicha solicitud identificada como

Expediente No. 21327 USl y las aQtes, tanto locales como

extranjeras, que puedan reg tud de lo anterior,

1
SEPT 6 1372
MINISTERIO
JUSTICIA

\
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incluyendo el derecho a reclamar, con respecto a cualquier

TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

solicitud de patente posterior en los Estados Unidos o en el
exterior, la fecha de prioridad de dicha solicitud bajo
cualquier estatuto en los Estados Unidos y cualquier convenio
0 tratado internacional; y por medio del presente autorizamos
y solicitamos la expedicié4n de dichas patentes, locales vy
extranjeras, de conformidad con los términos del presente
acuerdo.

POR DICHA CONSIDERACION, por medio del presente nos
comprometemos y acordamos con el Cesionaric que no
ejecutaremos ninglin documento ni haremos ninglin acto de
ningin tipo que entre en conflicto con estos presentes, y que
en cualquier momento, a solicitud y sin consideracién
posterior o adicional, pero por cuenta y gasto de dicho
Cesionario, ejecutaremos todos los traspasos y demds escritos
adicionales y efectuaremos todos aquellos actos que dicho
Cesionario considere necesarios o deseables para el goce
perfecto por parte del Cesionario de este otorgamiento y a
prestar la asistencia necesaria para hacer la solicitud con
el fin de obtener la patente provisional original, la
continuaciébn parcial, la divisién, la re-emisidn, el re-
examen o la prérroga de la Patente de los Estados Unidos o de
cualquier pais extranjero sobre dicho invento y para hacer
cumplir los derechos o acciones gque se causen como resultado
de dichas solicitudes de patentes, incluyendo, pero sin
limitarse al hecho de dar testimonio en un proceso o
transacciébn que involucre dichas solicitudes o patentes, y

ejecutar las declaraciones preliminares Y otras

declaraciones, siendo el compromiso y el

acuerdo anterior se hace o de los cesionarios y

SEPT 6 1972 2
MINISTERIO
, JUSTICIA 4
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de los representantes legales de todas las partes del
presente.

EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR firmamos y colocamos nuestros
sellos a los diez dias del mes de Enero de 2003 en Nutley,
New Jersey, U.S5.A.

FIRMADO: PASCAL SEBASTIAN BAILON

FIRMADO: CHEE-YQUB WON

REL 013763 FRAME 135

RECONOCIMIENTO
Estados unidos de América
Estado de New Jersey
Condado de Essex
El 10 de Enero de 2003, ante mi comparecieron personalmente
PASCAL SEBASTIAN BAILON y CHEE-YOUB WON, a quienes conozco
como las personas descritas en la anterior Cesién, quienes
reconocieron que ejecutaron la anterior Cesién como su acto
libre para todos los fines estipulados alli.
FIRMADO: LOU ANN DONATONI - NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY CON
COMISION HASTA EL 26 DE MARZO DE 2003.
126649
REGISTRADO EL: 19 DE FEBRERQO DE 2003.

SEFT 8 1972
MNIETERIO
JUSTICIA
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APOSTILLE \60

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by M. K. Hawkins

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

_ e, Certified

5. at Washington, D.C.

6. the sixteenthofJuly,2003

— et — o Em e Eme— m—— -

by Assistant Authentication Officer. United States Department of State

8. No. 03022305-12

9. Seal/Stamp:

10. Signgture:
g’*«fJ\ —

Sonya N. Johw

M
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

‘1-2._.

July 11, 2003

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
FEBRUARY 19, 2003.




' 3. Nature of conveyance:

. PTO-1595
. ‘lof 2

U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
Patent and Trademark Office

. wmeo  02-24-2003

5 A Ve LT

102370074
Case Docket No. 21327 US1

To the Honorable Commissioner of Patents and Trademarke: Please record the sttachad

original documents or copy thereof.

1. Name of conveying party{ies): 2. Name and address of recelving party{ies):

1) Pascal Sebastian Bailon Name : HOFFMAMN-LA ROCHE INC.

2} Chee-Ycub Won

Internal Address: nz,

Additional name(s) of canveying

party(ies) attached? ___ Yes _X No

Straet Address: 340 EINGSLAND STREET

_X Aspignment __ Merger

__ Becurity hgreement __ Change of Name

Other City: NUTLEY Btate: NJ Zip: 07110

——

Additional name(a} & address{es} attached:
Yen No P 4

Execution Date: Januery 10, 2003

4. Application number{s) or patent number {(a):

If tkis document ia being filed together with a new application, the executlon date of
the application is:

A. Patent Application No. (s) B. Patent No.(s)

U.8. PROVISIONAL APPLN. SERIAL FILED: January 10. 2003

Mdditional numbers attached? _ Yes X No

N\

&
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5..Na nd address of party to whom 6. Total number of applications and patents
o ence concerning document involved: oMNE
should be mailed:

Namé: GEORGE W. JOENSTOR

Internal Address: 7. Tatal fee (37 CFR 3.41}...... $_40.00
HOPFMANN-LA ROCHE TNC. _X Authorized to be charged to deposit
account
PATENT LAN DEPARTMENT _X Authorized any deficiencies to be

charged to depoait account

Street addrees: 340 KINGSLAND ETRERT

8. Deposlt account number:

City: FUTLEY Stare: WJ Zip: 07110

DO NOT UBE THIS SPACE

9. Statement and signature.

To the beet of my knowledge and belief, the foregoing information is true and correct
and any atcached copy is a true copy of the original document.

EILEEN M. EBYL FEBRUARY 11, 2003

Name of Person 6igning signature - Date

CONTACT Bsttyann Hedemus
TELEPEONE: (973) 235-4383
FAX: (973) 235-2383

Total number of pages including cover sheet, attachments and document:__ 4

§478%

o
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JOINT ENTION Case Docket No. 21327 US1

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Pascal Sebastian Bailon, Chee-Youb Won (Assignors) have invented certain new
and useful imiprovements which are described and claimed in application for United States Patent
and identified as Case Docket No. 21327 US|, entitled

PEGYLATED T1249 POLYPEPTIDE

WHEREAS, HOFFMANN-LA ROCHE INC., a corporation organized and existing under
and by virtue of the laws of the State of New Jersey, eand having its principal place of business at
Nutley, New Jersey, is desirous of acquiring the entire interest in and to said invention, said
application and the Patent to be obtained therefor,

NOW, THEREFORE, for and in consideration of One Dollar ($1.00) and other good and
valuable considerstion to us in hand peid, the receipt and sufficiency whereof ere hereby
acknowledged, we have sold, assigned, and set over, and by these presents do hereby sell, asaign,
and set over unto the said HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignee), and said Assignee's legal
representatives, successors, the entire right, title and interest, for the whole world, in and to said
invention and said application, as well as any subsequent application which claims priority based
u ¢ filing date of said application identified as Case Docket No. 21327 US1 and the patents,
both domestic and foreign, that may or shall result therefrom including the right to claim in respect
of any subsequent United States and foreign patent applications and patents, the priority date of said
application under any United States statute and intemational convention or treaty; and we do
hereby authorize and request the issuance of said patents, domestic and foreign, conformably to the
terms of this Agreement.

UPON SAID CONSIDERATION, we do hereby covenant and agree with the said Assignee
that we will not execute any writing or do any act whatsoever conflicting with these presents, and
that we will at any time upon request, without further or additional consideration, but at the expense
of the said Assignee, execute such additional assignments and other writings and do such additional
acts as said Assignee may deem necessary or desirable to perfect the Assignee's enjoyment of this
grant, and render all necessary assistance in making application for and obtaining provisional,
original, continuation, continuation-in-part, divisional, reissued, re-examined or extended Patent of
the United States or of any and all foreign countries on said invention, and in enforcing any rights
or choses in action accruing as a result of such applications or patents, including but not limited to,
gi_.g testimony in any proceedings or trangactions involving such applications or patents, and
exccuting preliminary statements and other affidavits, it being understood that the foregoing
covenant and agreement shall bind and inure to the benefit of the assigns and legal representatives
of all parties hereto.

\\0
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WITNESS WHEREOF, we have hereunto sct our hands and affixed our seals this 10th
day uery, 2003.

Nutley; New Jersey, U.S.A.

Pascal Sebastian Bailon
2l 4 TS 2]
Chee-Yaub Wi
ACKNOWLEDGMENT

United States of America)
State of New Jersey )
County of Essex )

On Janmuary 10, 2003, before me personally appeared Pascal Sebastian Bailon, Chee-Youb Won
to me known to be the persons described in the foregoing Assignment, who acknowledged that they
exwtedtheforegoingAssignmentoftheirown&eeuﬁﬂforﬂmpmposes therein set forth.

-~

»’f:; - I/flg : 4’({ A0 14 ,.

_ . Ium ANN DONATON]
126649 otaty Public of New Jersey
My Commission Expires March 26, 2003

RECORDED ON: 02/19/ 2003

SE10 HNVUA €92£T10 THN
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APOSTILLA

CONVENIC DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961

PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: LOU ANN DONATONI
ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO PUBLICO DE NEW
JERSEY
LLEVA EL SELLO DEL: LOU ANN DONATONI, NOTARIOQ

CERTIFICADO

EN: TRENTON, NEW JERSEY.

EL: 23 DE MAYO DE 2003

POR: JOHN E McCORMAC, CPA, TESORERQ
BAJO EL NO.: Al72884

SELLO: HAY GRAN SELLO EN ALTO RELIE
FIRMADC POR: JOHN E McCORMAC
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Expediente No. 21327 Us

CESION
HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Cedente), una sociedad del Estado de
Nueva Jersey, Estados Unidos de América, cuyas oficinas
principales est&n situadas en Nutley, New Jersey, Estados
Unidos de América, por medio del presente cede a
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (Cesionario)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Suiza
todos sus derechos, titulos e intereses para todos los palses
del mundo, salvo los Estados Unidos de América y sus
territorios y posesiones, sobre el invento descrito vy
reivindicado en la solicitud de Patente de los Estados Unidos
Serie No. 60/398,190, radicada el 24 de Julio de 2002 vy
titulada
POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO
por Pascual Sebastian Bailon y Chee-Youb Won, asi como sus
posteriores solicitudes en todos los paises del mundo, salvo
en los Estados Unidos de BAmérica y sus territorios vy
posesicnes, con las posteriores reivindicaciones de
solicitudes de esta solicitud Serie No. 60/398,190, como
prioridad; y cdn respecto al invento y a las solicitudes de
patentes locales y extranjeras sobre dicha invencién, la
cesibn de todos los derechos, titulos e intereses en la
misma, para todo el mundo, a favor del Cedente, fue ejecutada
el 21 de Agosto de 2002 por Pascal Sebastian Bailon y el 24
de Julio de 2002 por Chee-Youb Won.
La presente cesidn tiene por objeto pero no estd limitada a

los siguientes paises y se hace por buenas y valiosas

consideraciones, cuyo recibgZy® cia se reconocen:

=3 No
15,8
SEEY .+, 1312
KLWN-STERIO
..IUSTICIA
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Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada,
Chile, Reptblica Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia,
Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel, Italia, Japébn,
Kasajistan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Paquistén, Replblica de China, Filipinas,
Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Sudafrica, Espafia,
Suecia, Suiza, Taiwan, Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda
del Norte, Ucrania, Uruguay, Venezuela.

El Cedente expresamente cede al Cesicnario el derecho a
radicar las correspondientes solicitudes de patente en todos
los paises del mundo, salvo en los Estados Unidos de América
Yy a reclamar la fecha de prioridad bajo cualquier tratado o
convenio internacional de cualquiera de las anteriores
solicitudes de patentes de los Estados Unidos cedidas por el
Cedente en la presente Cesién. El Cedente se compromete a
ejecutar todas las cesiones adicionales y los documentos que
puedan necesitarse, asi como a llevar a cabo todos los actos
adicionales necesarios para permitir al Cesionario disfrutar
de todos los derechos de la presente Cesién.

POR Y A NOMBRE DE: HOFFMANN-LA ROCHE INC.,

FIRMADO: GEORGE W. JOHNSTON —~ VICEPRESIDENTE

Nutley, New Jersey, U.S.A.

FECHA: 6 DE SEPTIEMBRE DE 2002,

;mﬂ.
SEFR” 7 1972
LORSTERIO

JUSTICIA 19
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RECONOCIMIENTO
Estados unidos de América
Estado de New Jersey
Condado de Essex
El 6 de Septiembre de 2002, ante mi comparecid personalmente
George W. Johnston, a quien conozco como la persona descrita
en la anterior Cesidén, y quien reconocié que ejecutd la
anterior Cesién a nombre de Hoffmann-La Roche Inc., y gue
estd facultado para ejecutar la anterior Cesién y para
traspasar los derechos otorgados bajo la misma.
FIRMADO: LOU ANN DONATONI - NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY CON
COMISION HASTA EL 26 DE MARZO DE 2003,
HAY SELLQO EN RELIEVE DEL NOTARIO
55386

20
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1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA ==

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY: =

LOU ANN DONATONI ==

=2

3. ACTING IN THE CAPACITY OF: —=

NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

4. BEARS THE SEAL/STAMP OF:
LOU ANN DONATONI, NOTARY
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CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY
THE 23RD DAY OF MAY 2003

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
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COLOMBIA \a
Case Docket No. 21327 US

ASSIGNMENT

HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignor), a corporation of the State of New Jersey, United States of
America, having its principal place of business at Nutley, New Jersey, United States of America, hereby
assigns to )

FHOFFMANN-LA ROCHE AG (Assignee)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Switzerland

all of its right, title and interest for all countries of the world except the United States of America and its
territories and possessions, in and to the invention described and claimed in an application for United States
Patent, Serial No. 60/398,190, filed on July 24, 2002, entitled

PEGYLATED T1249 POLYPEPTIDE
by Pascal Sebastian Bailon and Chee-Youb Won

as well as in any subsequent application(s) in all countries of the world ,except the United States of America
and its territories and possessions, which subsequent application(s) claims this application, Serial No.
60/398,190, as priority; and in respect of which invention and all such patent applications, domestic and
foreign, on seid invention, an assignment of all right, title and interest therein, for the whole world, in favor
of Assignor was executed on August 21, 2002 by Pascal Sebastian Bailon and July 24, 2002 by Chee-Youb
Won.

The present assignment is for, but is not limited to, the following countries and is for good and valuable
consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brezil, Canada, Chile, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal,
Russia, Saudi Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, United Kingdom of Great Britain
and Northemn Ireland, Ukraine, Uruguay, Venezuela.

Assignor expressly assigns to Assignee the right to file corresponding patent applications in all countries of
the world except the United States of America and to claim the priority date under any international treaty or
convention of any of the above U.S. patent application(s) assigned by Assignor in this present Assignment.
Assignor agrees to execute any additional assignments and writings as well as to perform any additional acts
necessary to enable-Assignee to enjoy the full rights of the present Assignment.

Nutley, New Jersey, U.S.A.
Date: September 6, 2002




ACKNOWLEDGMENT

United States of America )
State of New Jersey )
County of Essex )

On September 6, 2002, before me personally appeared George W. Johnston to me known to be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that (s)he executed the foregoing Assignment on
behalf of Hoffmann-La Roche [nc., and that (s)he is empowered to execute the foregoing Assignment and

to convey the rights granted thereunder.

" LOU ANN DDNATON!
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires March 26, 2003

35386
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APOSTILLA

CONVENIQ DE LA HAYA DEL > DE OCTUBRE DE 1961

PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: BETTYANN HEDEMUS
ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO PUBLICO DE NEW
JERSEY
LLEVA EL SELLO DE: BETTYANN HEDEMUS, NOTARIO

CERTIFICADO

EN: TRENTON, NEW JERSEY

EL: 23 DE MAYO DE 2003

POR: JOHN E. McCORMAC, CPA, TESORERO DE NEW JERSEY
BAJO EL NO.: Al172921

SELLO: HAY SELLO EN ALTO RELIEVE DE NEW JERSEY
FIRMADO POR: JOHN E. McCORMAC

LA TRADUW% Z
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Expediente No. 21327 USl

CESION

HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Cedente), una sociedad del Estado de
Nueva Jersey, Estades Unidos de América, cuyas oficinas
principales estdn situadas en Nutley, New Jersey, Estados
Unidos de América, por medio del presente cede a

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (Cesionario)

124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Suiza

todos sus derechos, titulos e intereses para todos los paises
del mundo, salvo 1los Estados Unidos de América y sus
territorios y posesiones, en el invento descrito vy
reivindicado en la solicitud de Patente de los Estados Unidos

Serie No. 60/439,213, radicada el 10 de Enero de 2003 y
titulada

POLIPEPTIDO T1249 PEGILADO

por Pascal Sebastian Bailon y Chee-Youb Won, asi comc sus
posteriores solicitudes en todos los paises del mundo, salvo
en los Estados Unidos de América y sus territorios vy
posesiones, con las posteriores reivindicaciones de
solicitudes de esta solicitud Serie No. 60/439,213, como
prioridad; con respectc a la invencién y a las solicitudes de
patentes 1locales y extranjeras sobre dicha invencibq, la
cesién de todos los dereches, titulos e intereses en 1la
misma, para todo el mundo, a favor del Cedente, fue ejecutada
el 10 de Enero de 2003 por Pascal Sebastian Bailon y el 24 de
Julio de 2002 por Chee-Youb Won.

SEPT § 1072
"\ WNISTERIO
} KISTICIA
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

La presente cesién cubre pero no esta limitada a los
siguientes paises y se hace por buenas y valiosas
consideraciones, cuyo recibo y suficiencia se reconocen:
Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canad4,
Chile, Repitblica Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia,
Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel, Italia, Japén,
Kasajistan, Corea, Luxemburgo, México, Mbénaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Paquistan, Repiblica de China, Filipinas,
Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Suddfrica, Espafia,
Suecia, Suiza, Taiwan, Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda
del Norte, Ucrania, Uruguay, Venezuela.

El Cedente expresamente cede al Cesionarioc el derecho a
radicar las correspondientes solicitudes de patente en todos
los paises del mundo, salvo en los Estados Unidos de América
y a reclamar la fecha de pricoridad bajo cualquier tratado o
convenio internacional de cualquiera de las anteriores
solicitudes de patentes de los Estados Unidos cedidas por el
Cedente en la presente Cesién. El Cedente se compromete a
ejecutar todas las cesiones adicionales y los documentos que
puedan necesitarse, asi como llevar a cabo todos los actos
adicionales necesarios para permitir al Cesionario disfrutar
de todos los derechos de la presente Cesifén.

POR Y A NOMBRE '‘DE: HOFFMANN-LA ROCHE INC.,

FIRMADO: GEORGE W. JOHNSTON - VICEPRESIDENTE

Nutley, New Jersey, U.S.A.

FECHA: 4 DE FEBRERO DE 2003.

gl '? 1Fll02
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TRADUCCION OFICIAL No. 004/2005.-

RECONOCIMIENTO

Estados unidos de América

Estado de New Jersey

Condado de Essex

El 4 de Febrero de 2003, ante mi comparecié personalmente
George W. Johnston, a quien conozco como la persona descrita
en la anterior Cesién, y quien reconocidé que ejecutdé la
anterior Cesiétn a nombre de Hoffmann-La Roche Inc., y que
esta facultado para ejecutar 1la anterior Cesidn y para
traspasar los derechos otorgados bajo la misma.

FIRMADO: BETTYANN HEDEMUS - NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY CON
COMISION HASTA EL 25 DE SEPTIEMBRE DE 2007.

55386
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{(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BETTYANN HEDEMUS

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
BETTYANN HEDEMUS, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 23RD DAY OF MAY 2003
BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER

NO. Al172921
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Case Docket No. 21327 US1

ASSIGNMENT

HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignor), a corporation of the State of New Jersey, United States of
America, having its principal place of business at Nutley, New Jersey, United States of America, hereby
assigns to

FHOFFMANN-LA ROCHE AG (Assignee)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Switzerland

all of its right, title and interest for all countries of the world except the United States of America and its
territories and possessions, in and to the invention described and claimed in an application for United States
Patent, Serial No. 60/439,213, filed on January 10, 2003, entitled

PEGYLATED T1249 POLYPEPTIDE
by Pascal Sebastian Bailon and Chee-Youb Won

as well as in any subsequent application(s) in all countries of the world, except the United States of America
and its territories and possessions, which subsequent application(s) claims this application, Serial No.
60/439,213, as priarity; and in respect of which invention and all such patent applications, domestic and
foreign, on said invention, an assignment of all right, title and interest therein, for the whole world, in favor
of Assignor was executed on January 10, 2003 by Pascal Sebastian Bailon and Chee-Youb Won

The present assignment is for, but is not limited to, the following countries and is for good and valuable
consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal,
Russia, Saudi Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, United Kingdom of Great Britain
and Northern Ireland, Ukraine, Uruguay, Venezuela.

Assignor expressly assigns to Assignee the right to file comresponding patent applications in all countries of
the world except the United States of America and to claim the priority date under any international treaty or
convention of any of the above U.S. patent application(s) assigned by Assignor in this present Assignment.
Assignor agrees to execute any additional assignments and writings as well as to perform any additional acts
necessary to enable Assignee to enjoy the full rights of the present Assignment.

Nutley, New Jersey, U.S.A.
Date: February 4, 2003

Y an



ACKNOWLEDGMENT

United States of America )
State of New Jersey )
County of Essex )

On February 4, 2003, before me personally appeared George W. Johnston to me known to be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that (s)he executed the foregoing Assignment on
behalf of Hoffmann-La Roche Inc., and that (s)he is empowered to execute the foregoing Assignment and
to convey the rights granted thereunder.

/1::74;...._ Kholermsiar

BETTYANN HEDEMUS
NOTARY PUSLIC OF NEW JERSEY
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Radicacion : UT0N3A91 ONEDEEE Folios: 1P

Fechs (AND): 2005-81-19 16:13:34

Tramite : @11 PCT-PATENT 379 FASE WACI A1l PRESENTAL Industria v Co z

Sependeucia: 2699 BIVISION BE MEVRS CEACIBES y L omercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacion de que se solicita la concesi6n de una patente {»] 4
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [x] 4
¢ Descripcion de la invencion ] 2%
@ Dibujos de ser estos pertinentes - [x] 1B
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [x] 2
COMPLETA [X] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ 1]
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréifica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ |

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [ 1]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grifica del esquema trazado [ ]
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
Q(aod‘.o M Neve
Firma Responsable
Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fexx 350 52 20
E-mail: Infofisic.gov.co
www.alc.gov.co

Bogota, D.C., Colombia



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

W
2020
Bogota DC
Doctor(a)
ALICIA LLOREDA SARMIENTO
Apoderado(a)
F.HOFFMANN-LA ROCHE
REFERENCIA: Radicacién N° 05-3891
Solicitud intemacional PCTI/EP2003/007711
Fecha limite inicio fase nacional 2005-02-24
Tramite 011
Evento 379
Actuacién 416
Oficio N° 1889
Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Decisién 486, de la Comisién de la Comunidad Andina, y
en las demés disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la oficina de comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta
de Propiedad Industrial, conforme 10 establece el articulo 40 de la Decisién 486.

Camplase
Dado en Bogota D C,

Jefe Division de Nuevas Creaciones (



