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Asunto . Solicitud de Patente para:
FORMAS SOLIDAS DE ANTICUERPOS ANTI-EGFR
Solicitante . MERCK PATENT GMBH
Fecha de Solicitud : 25 de Mayo de 2006
1. Yo, Luz Clemencia de PAEZ, obrando como apoderada del solicitante en el asunto antes
identificado, me refiero al Oficio No. 19418 notificado por fijaciéon en lista del 15 de Diciembre de
2011.
2. Mediante memorial radicado el dia 07 de Marzo de 2012 solicité plazo de treinta (30) dias

para atender el oficio No. 19418.

3. Mediante el Oficio No. 19418 se puso en conocimiento del solicitante el informe del examen
de fondo que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de
patente.

4. Novedad

Para la evaluacién de este requisito, el Examinador ha citado la anterioridad D5 correspondiente al
documento US 6 217 866: “Monoclonal antibodies specific to human epidermal growth factor
receptor and therapeutic methods employing same”, y determina que este afecta la novedad de la
presente solicitud, puesto que ya eran conocidas las caracteristicas esenciales del procedimiento
reclamado en la presente solicitud.

NIT. 860.041.367-3
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5. Nivel Inventivo

De acuerdo con el Examinador, el procedimiento para la preparacién de un cristal de anticuerpo
anti-EGFR, resulta evidente para el técnico medio en la materia, partiendo de los anticuerpos y
obtencion de los mismos de acuerdo a D5, y el proceso de purificacion ensefiado en D4 (Amersham
Biosciences: “Antibody purification handbook™); razén por la cual no se puede aftribuir altura
inventiva a la presente solicitud.

6. Respuesta a las objeciones

De este modo y con el objeto de atender las objeciones arriba mencionadas, se pone de presente al
Despacho las siguientes modificaciones, aclaraciones y argumentos:

6.1. Modificacion a una Solicitud en Tramite

De conformidad con lo establecido en los articulos 34 y 36 de la Decision 486, que permite al
solicitante en cualquier momento del tramite efectuar modificaciones y divisiones sin ampliar el
objeto-de la invencion inicialmente solicitada, me permito presentar un nuevo capitulo reivindicatorio,
gue comprende 4 reivindicaciones.

De esta manera, la nueva reivindicacién 1 limita fa presente solicitud al proceso de preparacién de
un cristal de Mab C225 (Cetuximab), caracterizado porque al anticuerpo disuelto o suspendido en un
medio acuoso, se afiade un reactivo de precipitacion, en la presencia de un bufer adecuado. Dicho
reactivo de precipitacion se selecciona entre etanol y citrato de sodio, y sulfato de amonio y fosfato
de potasio. Posteriormente, el producto de precipitacion se separado del mismo. Sustento de la
anterior modificacién puede encontrarse en los ejemplos 2 y 3 de la memoria descriptiva,

Adicionalmente, las nuevas reivindicaciones 2 a 4 definen la composicién farmacéutica que
comprende un cristal del anticuerpo activado bioloégicamente, caracterizado porque el anticuerpo
puede estar presente a una concentracion entre 10-200 mg/ml, y preferiblemente, entre 50 y 150
mg/ml.

Por otro lado, se desea poner de presente que junto con el presente memorial, se presenta una
solicitud divisional, la cual reivindica el procedimiento de preparacion de un cristal de anticuerpos
anti-EGFR, caracterizado porque comprende las etapas de: disolver o suspender la proteina del
anticuerpo anti-EGFR (cetuximab 6 EMD 72000) en un medio acuoso; afadir un reactivo de
precipitacion en presencia de un bufer apropiado, a un pH entre 4 y 10, y a una temperatura entre -
10°C y 40°C; y separar el producto de precipitacion del mismo.
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Con base en lo anterior, el titulo de la solicitud inicial y de la solicitud divisional permanece como:
“FORMAS SOLIDAS DE ANTICUERPOS ANTI-EGFR’, ya que este refleja la naturaleza de la
materia reclamada en ambas solicitudes.

Por lo tanto, solicitamos atentamente tener en cuenta el nuevo capitulo reivindicatorio que se
presenta, el cual cumple con las disposiciones de la Decision 486.

6.2. Argumentos a favor de la patentabilidad de la invencion

Siguiendo los lineamientos de los articulos 16 y 18 de la Decision 486 se tiene que:

* unainvencion sera considerada novedosa si provee por lo menos una diferencia técnica con
respecto al estado del arte méas cercano; y

* una invencién posee nivel inventivo si no puede ser derivada de manera obvia a partir del
arte previo y/o si provee mejoras o un efecto inesperado sobre dicho arte previo.

Ahora bien, el Examinador ha citado el documento D5 y manifiesta que dicho documento afecta la
novedad de la presente solicitud, ya que dicho documento revela la forma de purificacién del

anticuerpo de Cetuximab por precipitaciéon con sulfato de amonio, a una temperatura de 4°C y pH de
7.5.

No obstante, se le aclara a su Despacho que el documento citado D5 (US 6 217 866) no revela
especifica un cristal de Cetuximab (forma sdélida), el cual se mantiene como una proteina
biolégicamente activa, cuando se disuelve o se suspende en un medio acuoso. De igual manera, el
documento citado falla en ensefiar el proceso de preparacion del cristal antes mencionado, y mucho
menos, las condiciones para la preparacion especificadas en la presente solicitud.

Por otro lado, el Examinador considera que la presente solicitud carece de nivel inventivo a la luz de
las ensefanzas de los documentos D4 y D5. A este respecto manifestamos nuestro desacuerdo con
el andlisis llevado a cabo y con las conclusiones derivadas del mismo y solicitamos Ia
reconsideracion de la objecién, con base en los siguientes argumentos:

fnicialmente, se llama la atencion del Sefior Examinador al hecho que el objetivo de la presente
invencion es el de proporcionar cristales de Cetuximab para aplicaciones farmacéuticas, que
conducen a la proteina de anticuerpos bioldgicamente activos, a través de su disolucién o
suspension en un medio acuoso; asi como también proporcionar un procedimiento para la
preparacion de tales cristales de Cetuximab que conducen a un alto rendimiento vy pureza del
producto, lo que representa una disminucién en el consumo de tiempo, y reducciéon de costos
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asociados con la produccién en comparacion con los procedimientos descritos en el estado de la
técnica anterior.

Particularmente, el objetivo de la presente invencion es el de proporcionar un procedimiento para la
preparacion de cristales de Cetuximab que conducen a anticuerpos proteicos biolégicamente activos
a través de la disolucién o suspension en un medio acuoso, sin la adicién obligatoria de agentes
farmacologicamente no aceptables, tales como CHES, imidazol, TRIS, cloruro de magnesio (II),
cloruro de zinc (ll), sulfato de cobre (lIl), 2-propanol, 2-metil-2 ,4-pentanodiol, HEPES, sulfato de litio,
etoxietanol o detergentes, tales como polisorbato 80 o 20, como era usado antes de la presente
invencion.

La solucién al objetivo arriba mencionado la proporciona la invencién bajo estudio, en la cual el
proceso de preparacion de los cristales se caracteriza porque al anticuerpo proteico disuelto o
suspendido en un medio acuoso:

(i) se afiade una precipitacién de reactivos en la presencia de un regulador adecuado, dicha
precipitacion de reactivos es seleccionada de un grupo consistente en sulfato de amonio, acetato de
sodio, citrato de sodio, fosfato de potasio, PEG, etanol y mezclas de los mismos,

(ii) de alli el anticuerpo proteico se precipita, y

(iii) el producto de precipitacion se separa, formando un cristal de Mab C225 (Cetuximab).

De esta manera, los cristales obtenidos pueden ser usados directamente para aplicaciones
farmacéuticas, especialmente, en formulaciones altamente concentradas.

Ahora bien, aun cuando el documento citado D4 ensefia diversas técnicas de purificacion de
anticuerpos, no se proporciona indicio alguno de cémo y bajo qué condiciones se debe cristalizar el
Cetuximab, de forma que, a pesar de encontrarse en estado sélido, se mantengan los anticuerpos
bioldgicamente activos; o que las técnicas de purificacion ensefiadas resulten exitosas para
separacion especifica de los cristales, sin alterar la actividad de los mismos.

En este sentido, respetuosamente solicitamos al Sefior Examinador tener en cuenta que cada
anticuerpo requiere de condiciones de cristalizacion especificas determinadas mediante
procedimientos experimentales extensos, puesto que los anticuerpos son proteinas grandes,
complejas y tridimensionales, que difieren entre si con respecto a su estructura molecular, peso,
glicosilacion y flexibilidad segmental estructural, y por tanto, con respecto a sus condiciones de
cristalizacion.

Adicionalmente, se debe recordar que el objetivo de la cristalizacion de un anticuerpo terapéutico es
el de obtener anticuerpos que son innatos, por ejemplo, de efectos terapéuticos. Con base en lo
anterior, y aunque el documento D5 ensefia las lineas celulares de hibridomas que producen
anticuerpos monoclonales especificos al receptor del factor de crecimiento epidermal, dicho
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documento no contiene ensefianzas para la formacion de cristales a partir de los mismos (etapa de
cristalizacion exitosa del anticuerpo), o que dichos cristales resulten biolégicamente activos.

Como sustento de los anteriores argumentos, se llama la atencion de su Despacho al ejemplo 8 de
la presente solicitud, el cual muestra que al aplicar métodos de cristalizacion disefiados para otros
anticuerpos los resultados finales resultaron insatisfactorios.

En contraste, el ejemplo 7 de la presente solicitud demuestra la formacion de los cristales segun el
procedimiento de la invencién bajo estudio. A partir de los datos obtenidos con el método FTIR
(Fourier transform infrared spectra), fue posible observar que la integridad estructural del anticuerpo
antes y después de la cristalizacion permanecié constante, asi como su eficacia y actividad biologica
(ver también las paginas 42 y 43).

De esta manera, queda demostrado que todos y cada uno de los anticuerpos terapéuticos requieren
de un protocolo de cristalizaciéon especifico, por lo que resulta claro que D4 falla en describir las
condiciones especificas para la preparacion de cristales de Cetuximab. Ademas; D4 simplemente
describe la precipitacion de anticuerpos protéicos, pero no la cristalizacion estos, que permanecen
en un estado biol6gicamente activo cuando se disuelven o suspenden en un medio acuoso.

En vista de lo anterior, se puede concluir que en el momento de la invencion, no resultaba obvio
modificar las ensefianzas de D4 y D5 para que una persona versada en la materia logre alcanzar el
resultado reclamado en la presente solicitud y asi solucionar el problema técnico en cuestion, puesto
que ninguno de los documentos citados ensefia la forma de cristalizacion y separacion especifica
para la obtencion de cristales de Cetuximab.

Por lo tanto, consideramos que los documentos D4 y D5 no son anterioridades vélidas capaces de
afectar los requerimientos de patentabilidad de la presente solicitud, toda vez que la materia
reclamada es diferente a lo descritos en el estado del arte, y una persona medianamente versada en
la materia tuvo que emplear habilidad inventiva para llegar a la solucion técnica reivindicada.

7. Conclusiones

Finalmente, puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por su Despacho
sobre la presente solicitud de patente, respetuosamente solicito se continGie con su tramitacién. Sin
embargo, en el evento que el Despacho considere que una modificacion adicional es necesaria,
respetuosamente le solicito hacer uso de la facultad que le otorga el articulo 45 inciso 2 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina a efecto de requerir nuevamente de nuestra
parte cualquier complementacioén o aclaracion.
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8. Anexos

o Nuevo pliego reivindicatorio correspondiente a la solicitud inicial, conformado por cuatro (4)
reivindicaciones.

o Capitulo descriptivo correspondiente a la solicitud divisional.

. Nuevo pliego reivindicatorio correspondiente a la solicitud divisional, conformado por seis (6)
reivindicaciones.

. Formulario para modificaciones.

. Formulario de division de la solicitud de patente.

. Comprobantes de pago por concepto de presentacion de nueva solicitud.

) Copia autenticada del poder otorgado por MERCK PATENT GMBH al Doctor Emilio Ferrero.

o Copia autenticada de la sustitucion del poder otorgado por la Sociedad Solicitante realizada

por el Doctor EMILIO FERRERO a mi favor, y para lo cual solicito me sea reconocida
personeria para continuar con el tramite del asunto de la referencia.

Serfior Director,
%&a@é@%
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén
T.P.A. No. 23.555

COLO-09266-841-014-2
COLO-09266-841-031-6

O,\ LLG\LLGVID-215098\WPCL9266
No. M-2012-215098\LLG
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FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

L@ | soucnuo DE

D Correccién de Error Matenal |Z| Moduﬁcacnon a una solicitud
. I'Nombre: MERCK PATENT GMBH ~ :
F@ ;Somedad constituida 'y exnstente bajo las: leyes de ’ ;
| Alemania. S e IDENTIFICACION
SOLICITANTE | 5reccion: FrankfurterkStras‘se 250,"“ | |
e Darmstagtes203 | cc L owr O
| Alemama ’ 7‘  }:‘ o CE. D Otro I:I
| Domicilio: Darmstadt64293 v ‘ S
Alemania Numero:
Teléfono: 347 36 11 Fax: 211 86 50
E-mail: clientes@cavelier.com
IDENTIFICACION
Nombre: Luz Clemencia de PAEZ
Direccion: Carrera 42 No. 72-35 C.C. x] Nt O
REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fax: 2179211 ] (H
: C.E. Ot
O APODERADO . . . o
| E-mail: cavelier@cavelier.com
Namero: 35.456.344 TP 23.555

Numero de expediente: 06.050;5‘07‘ T :

'® Descnpcnon de la correccién o modlflca

‘.‘on' sollcltada
- Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 4. rervmdlcacnones con el fin de superar las

: objecvones hechas por Su Despacho ala presente sohmtud de patente y pido respetuosamente que

- el examen de patentabllldad sea realizado sobre‘ estas nuevas,re|v;ndxcaCIones presentadas.

ofe]

O 0o oo

Comprobante de pago No. __ Fecha:
Anexos
Comprobante de pago de la tasa por $120.000.00, por concepto de modificaciones.

Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por.

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.

Copia auténtica de la sustitucion que del poder otorgado por la Sociedad Solicitante hizo el
Doctor EMILIO FERRERO a mi favor, y para lo cual solicito me sea reconocida personeria
para continuar con el tramite del asunto de la referencia.




C.C. 35, 456 344 de. Usaquen T.P.A. 23.555
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SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE

SOLICITUDES
1 SOLICITUD DE:
[ Conversion. Division O Fusion
Patente de Invencién [] Patente de Modelo de Utilidad
[] Registro de Disefio Industrial ] Esquemas de Trazado para Circuitos Integrados
Nombre: MERCK PATENTGMBH
Sociedad const[tuida y existente bajo las
SOLICITANTE | '6ves de Alemania. - IDENTIFICACION
(71) Direccidn: Frankfurter Strasse 250
i Darmstadt 64293 =~ C.C. o NIT u
Al i
STAN e CE. O oro O
Domicilio: Darmstadt 64293 Cual
Alemania ” : : ua
Numero
Teléfono: 546 09 70 Fax: 249 40 70
. E-mail: clientes@cavelier.com
IDENTIFICACION
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ B] D
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 42. No. 72-35 c.C. NIT
O APODERADO Teléfono: 347 3611 Fax: 217 92 11 C.E. [ Otro M
E-mail: cavelier@cavelier.com. : Cual
_ Nlmero 35.456.344 T.P 23.555
@ CONVERSION DIVISION FUSION
‘ Expediente No: Expediente No: 06.050.507 Expediente No:
De: No. de Divisionales: 1 Expediente No:
A;

| Comprobante de pago No.: 12-0032563 Fecha: 02 de abril de 2012

Anexos

Comprobante de pago de la tasa por $590.000.00

] Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la décima
reivindicacion por.

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando
sean personas juridicas.

Copia de la Solicitud Divisional.

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : @ @éooé%@a @%é?—

C.C. 35.456.344 de Usaqguén T.P. 23.555

LLG




NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la
solicitud de patente No. 06.050.507. La solicitud de division de la materia se hace como
consecuencia de las observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a
conocer al solicitante por medio del oficio No. 19418 notificado por fijacion en lista del 15
de diciembre de 2011. Por lo tanto pido que esta solicitud de division de materia sea
tratada con el beneficio de presentacion de la solicitud original, esto es 25 de mayo de

2006 y la prioridad que alli se reivindica del 29 de noviembre de 2003.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 06.050.507



REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacion de un cristal de Mab C225 (cetuximab) el cual resuita
en una proteina de anticuerpo biolégicamente activa por disolucién o suspensiéon en medio
acuoso, caracterizado en que al anticuerpo Mab C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000)
disuelto o suspendido en un medio acuoso, se afiade un reactivo de precipitacién, en la
presencia de un blfer adecuado, siendo que dicho reactivo de precipitacion es seleccionado a
partir del grupo que consiste:

a. etanol y citrato de sodio, y

b. sulfato de amonio y fosfato de potasio,
y el producto de precipitacion es separado del mismo.

2. Una composicién farmacéutica que comprende por lo menos un cristal obtenido
mediante un proceso segun la reivindicacion 1, y los excipientes y/o adyuvantes.

3. La composicion farmacéutica segin la reivindicacion 2, caracterizada en que la
concentracioén de anticuerpo es de 10 - 200 mg/ml. '

4. La composicion farmacéutica segln la reivindicacion 3, caracterizada en que la
concentracion de anticuerpo es 50 - 150 mg/ml.

LLG\LLGVID-215097\WPCL9266

W\
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SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE

SOLICITUDES
@ SOLICITUD DE:
O Conversién. Divisién 1 Fusion
Patente de Invencion [] Patente de Modelo de Utilidad
[] Registro de Disefio Industrial [] Esquemas de Trazado para Circuitos Integrados
Nombre: MERCK PATENT GMBH o
Sociedad consti_t'uida y existente- bajo las
TSOLICITANTE | 'eves de Alemania 1 IDENTIFICACION
: (71) Direccién: Frankfurter Strasse 250
Darmstadt 64293 - CC D - NIT D
Alemania :
remania CE. O Otro
Domicilio: Darmstadt 64293 Ccual
Alemania ua
Nlmero
Teléfono: 546 09 70 Fax: 249 4070
E-mail: clientes@cavelier.com
IDENTIFICACION
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ . [:]
_
REPRESENTANTE | Direccién: Carrera 42. No. 72-35 C.C. NIT
O APODERADO Teléfono: 347 36 11 Fax: 217 92 11 C.E. o Otro [
E-mail: cavelier@cavelier.com. : Cual
. Numero 35.456.344 T.P 23.555
—— > T S——————
CONVERSION DIVISION FUSION
Expediente No: - Expediente No: 06.050.507 Expediente No:
De: No. de Divisionales: 1 Expediente No:
A

' Comprobante de pago No.: 12-0032563 Fecha: 02 de abril de 2012

Anexos

Comprobante de pago de la tasa por $590.000.00

] Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la décima
reivindicacién por.

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando
sean personas juridicas.

Copia de la Solicitud Divisional.

@ NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FRMA: \ @bomena.c De/Res

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555

LLG




NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la
solicitud de patente No. 06.050.507. La solicitud de divisién de la materia se hace como
consecuencia de las observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a
conocer al solicitante por medio del oficio No. 19418 notificado por fijacion en lista del 15
de diciembre de 2011. Por lo tanto pido que esta solicitud de divisién de materia sea
tratada con el beneficio de presentacién de la solicitud original, esto es 25 de mayo de

2006 y la prioridad que alli se reivindica del 29 de noviembre de 2003.

Nota: La copia basica origihal se encuentra en el expediente No. 06.050.507
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Representacion y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos ‘de utilidad, disefiés * industriales,
marcas de fabrica, nombres comerciales, enscfias, nmombres

de dominio, lemas comergiales, licencias. 005

Representation and Power-of- Attorney  with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade

emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

a6k
01053

MERCK PATENT GMBH

domiciliado (s) en/of _Frankfurter Strasse 250, 64293

Darmstadt, Republica Federal de Alemania

Hereby ratify the patent applications numbers 05.099.907 and 05,105,366 filed by Emilio Ferre

ro on October 3 and 14, 2005, respectively, and

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados.en la Carrera 4*
N° 72_35, Bogota, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el

aragrafo 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como
principal y los demés como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad
para recibir notificaciones nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazaré al principal
en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el
representante principal, o el primero, 0 segundo suplente, en su ¢aso, 0
ambos, declararén su intencién de no ejercer la representacion mediante
declaracién autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario
u otro Funcionario Publico, o Consul de Colombia, en el extranjero; y si
se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacion, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la

. representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan 0 no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso_.administrativo y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacidn, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacion voluntaria; y el registro de. licencias de uso de esos derechos;
b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacion administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela, la
proteccion de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso...administrativos relacionados con

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929,
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4° N°
7235, Bogota, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their appointment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive notifications and 10
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace the
principal in case of his absence or of temporal or definitive impediment.
The same rule will apply when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to replace the first or second
alternates in their turn, or both of them, second. fn such cases, the
principal representative, or the first or second alternates in their turn, or
both of them, shall state their intention not to act as representatives
through a declaration given before a Notary Public in Colombia, or before
a Notary or another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place.
representative, or of the first or second alternate in their turn ceases, the

When the absence or impediment of the principal

representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
first or second alternate depending on case, and the mere fact or its

_exercise will suffice. The exercise of the representation by the first,

second or third alternates in their turm shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above_named
attorneys_at_law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose I
(we) authorize the said attorneys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters conceming the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade emblems, domain names, vegetal varieties and
denominations of origin; its renewal, assignment, change of name ot
domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of
the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the
consumer, observations, administrative or. Cour
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for wri

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal

oppositions or

and administrative suits relating to those rights; actions and suit
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above matter

W
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estos> ‘der'e‘cho’s";. acciones &rprocésés que promovamos o se nos
promuzvan. Y paia que en todos los asuntos arriba determinados, puedan
:.sqstituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

_agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

en/in

15

they rﬁay substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
representatives without a power of attorney.

pot/by

Firma

Merck Patent GmbH

i.v. i.v.

Dr. Eiermann Dr.

penales, administrativos 0 contencloso.-aAmInISwatvos IS1asvtiauus vun

olors)

Signature
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, CERTiFiCACI_(?N NOTARIAL (SOCIEDAD)
;“’El"inﬁ'ascrito Notdrio Certifica: Que la firma que antecede de
Dr, Volker Eiermann y Dr, Ulrich Lang

1

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies: That the preceding signature of
Dr, Volker Eiermann and Dr, Ulrich Lang

es auténtica; que el signatario desempefia actualmente el cargo
de Representantes

de la compafiia_ MERCK PATENT GMBH

3

is authentic, that the signatory currently acts in the position of
\

Repregentatives
of the company _.MERCK PATENT GMBH

sociedad que actualmente existe y ‘esta organizada de acuerdo a
las leyes de la _Republica Federal de Alemania

a company currently existing and organized under the laws of
Germany

que la direccion de dicha compafifa es _Frankfurter Strasse
250, 64293 Darmstadt, Reptblica Federal de Alemania

that the address is Frankfurter Strasse 250, 64293 Darmstadt,
Germany

>

y que el signatario tiene facultad para otorgar este documento.

Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos y de todo ello da fe.

Dado y firmado en Darmstadt:

El 14 noviembre 2005

and that the signatory has the power to grant this document.

The Notary Public is aware and attests to the above facts upon
examination of the corresponding documents.

Given and signed in (?07/775 7/Qé/ 7[

1 4 NOV. 2005

On

AN
h [as)
L

(Firma-sello)

The N?)tary Pul;lic_
(Signa‘t‘@p-sgql) -

[l R
As

Country: ....covveeeevrivrericreene
This public document
has been signed by

acting in the capacity of

.....

bears the seal/stamp of

......

.............................
...............................

© % N o

...................................

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

...........................................

.........................................

.........................................

.............................

...........................................

............................................

................................

nulidad,” medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, ld
proteccién de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso.._administrativos relacionados con

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,
and administrative suits relating to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above matters



File No. 580/2005

| hereby certify, that the above are the true signatures, subscribed today at -
Frankfurter Strafle 250 in Darmstadt in my presence, of

1) Mr. Dr. Volker Eiermann

2) Mr.Dr.Ulrich Lang

business address: D-64293 Darmstadt, Frankfurter Straflle 250,

both identified by German identity card.

The notary public asked the appeared whether he or any member of his

firm hat acted in the matter which is the subject of this instrument, except in

a notarial matter. The appeared denied.

Darmstadt, the 14™ day of November 2005

AN

Pfeiffgr -
notary Public

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 3 octobre 1961)

i. Lend: Bundesrepublik Deutschland
Diese dffentliche Urnnde
2. ist uaterscnrieben vor 154{” andes. P/p, #(/
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TRADUCCIéN OFICIAL No. 03.12/05 preparada por Maria Elvira Martelo, traductora
oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante resolucion 2879 de 1999 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacion se traducen los sellos y legalizaciones de un documento de
Representacion y Poder escrito en inglés y espafol, por el cual MERCK PATENT
GMBH, domiciliada en Frankfurter Strasse 250,64293, Darmstadt, Republica Federal de
Aleﬁ\ania, ratifica las solicitudes de patente nameros 05.099.907 y 05.105.366
presentadas por Emilio FERRERO los dias 3 y 14 de octubre, respectivamente, de
2005., y otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA

DE PAEZ y GERMAN CAVELIER.

Merck Patent GmbH
V. v
(Firma ilegible) (Firma ilegible)
Dr. Eiermann Dr. Lang

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) otorgada en inglés y espafiol con respecto a
autenticidad de las firmas del Dr. Volker Eiermann y del Dr. Ulrich Lang y la existencia
legal de MERCK PATENT GMBH.

Dado en Darmstadt el 14 de noviembre de 2005

Expediente No. 580/2005

Por el presente certifico que las anteriores son las firmas genuinas, otorgadas hoy en
Frankfurter Strasse 250, Darmstadt, en presencia por

1. Sr. Dr. Volker Eiermaﬁn

2. Sr. Dr. Ulrich Lang
Direccion comercial: D-64293 Darmstadt, Frankfurter Strasse 250, ambos identificados

con tarjeta de identidad de Alemania.
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El notario publico pregunté a cada uno de los comparecientes si él o algun miembro de
su firma habia actuado en el asunto objeto de este instrumento de alguna forma

diferente a un asunto notarial. Los comparecientes respondieron que no.

Darmstadt, 14 de noviembre de 2005

(Firma ilegible')
(Sello del Sr. ALEXANDER PFEIFFER, Pfeiffer

NOTARIO DE DARMSTADT Notario publico

Apostilla otorgada en la Republica Federal de Alemania el 16 de noviembre de 2005

bajo el No. 910 E 2/1 — 1930/05.¢
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TRADUCCION OFICIAL No. 11059
de un documento escrito en Aleman, efectuada por Luz Arriaga de Herber,
resolucion del Ministerio de Justicia 599 del 6 de marzo 1978.-

Traducciébn de la legalizacion y apostila en aleman que se encuentran a
continuacion de un documento de ratificacion, representacion y poder, escrito en
espanol e inglés, por medio del cual MERCK PATENT GMBH, domiciliada en
Frankfurter Strasse 250, 64293, Darmstad, Republica Federal de Alemania, ratifica
las solicitudes de patentes No. 05.099.907 y 05.105.366 presentadas por Emilio
Ferrero el 3 y 14 de octubre 2005, respectivamente, y nombra como sus
representantes a EMILIO FERRERO tpa 31929, GONZALO PERDOMO tpa 831,
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa 832,
domiciliados en la Carrera 4. No. 72-35, Bogota. Dado y firmado por los sefiores Dr.
Eiermann y Dr. Lang, representantes legales de dicha firma. Hay dos firmas ilegible
de los mencionados sefiores. '

Sigue certificacién notarial en espaiiol e inglés de las firmas de los sefiores Dr.
Eiermann y Dr. Lang, como representantes legales de MERCK PATENT GMBH,
domiciliada en Frankfurter Strasse 250, 64293, Darmstad, y de la existencia de 'Ia
sociedad, por el notario de Darmstadt, Alexander Pfeiffer, el 14 de noviembre de
2005.- Fdo.: firma ilegible.- (sello redondo en tinta) Alexander Pfeiffer — notario de
Darmstadt. |

Sigue certificacién solamente éen inglés de las firmas de los sefiores Dr. Eiermann .y
Dr. Lang, como representantes legales de MERCK PATENT GMBH, por el notario
de Darmstadt, Alexander Pfeiffer, el 14 de noviembre de 2005.- Fdo.: firma ilegible.-
(sello redondo en tinta) Alexander Pfeiffer — notario de Darmstadt, bajo el No.
580/2005, del 14 de noviembre de 2005.

EREEN
E OFICIAL

—

Resolucion Na S Minjusticia



APOSTILLE
(Convention de La Haya du 5 octobre 1961)
1. Pais: Reptblica Federal de Alemania
Este documento publico |
2. Ha sido firmado por'AIexander Pfeiffer
3. Actuando en calidad de notario
4. Lleva el sello oficial del notario de Darmstadt, Alexander Pfeiffer

Certificado
5. en Darmstadt 6. el 16 de noviembre de 2005
7. por el Presidente del Tribunal Regional
8. bajo el No 910 E 2/1 1930/05 ' o .
9. Sello  10.Fima  JE ., &
(sello redondo No.3, en tinta — Fdo.: ilegible “ ¥ e
El Presidente del Tribunal Regional Schichor o ;.5
de Darmstadt) | Vicepresidente .- 2 ;;

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacién.
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Bogota, 9 de diciembre de 2005 ey
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CAVELIER

ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com X _CARRERA 4 No.72-35 TELEFONQ: (57) (1) 347-3611
E-MAIL:  cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57)(1)217-9211 (57} (1) 310-4995

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

Poderdante .+ MERCK PATENT GMBH

Poder conferido el : 14/11/2005

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Térjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

Sefiora Jefe,

- B ‘Cj;
%
EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929

C.C. N° 438.019 de Usaquén

Acepto:

oD Q@rﬂé}f)@x&é)éig@i

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23.555
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

N1 T 860.041.367-3

(s R NV
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FORMAS SOLIDAS DE ANTICUERPOS ANTI-EGFR

Antecedentes de la invencidn

La invencién se refiere a formas sélidas de anticuerpos
contra el receptor EGF (EGFR), en particular precipitados y
cristales de anticuerpos monoclonales contra el receptor
EGF, con particular preferencia de Mab C225 (cetuximab) vy
Mab h425 (EMD 72000), que dan por resultado anticuerpos pro-
teicos bioldgicamente éctivos por disolucidén o suspensidén en
medio acuoso o no acuoso, que se obtienen por precipitacidn
del anticuerpo y/o de una de sus variantes y/o fragmentos
disueltos o suspendidos en medio acuoso mediante un reactivo
de precipitacién. Ademds, la invencidén se refiere a prepara-
ciones farmacéuticas que comprenden al menos una forma séli-

da de los anticuerpos antes mencionados en forma de precipi-

tado no cristalino, precipitado cristalino o en forma di-

suelta o suspendida, y opcionalmente excipientes y/o coadyu-
vantes y/u otros ingredientes farmacéuticos activos, y a un
proceso para la preparacién de formas sélidas de anticuerpos
anti-EGFR de acuerdo con la invencién.

Los adelantos en el &area de la biotecnologia en los ul-
timos 10 afios han permitido preparar diversas proteinas para
la aplicacién farmacéutica mediante técnicas con ADN recom-
binante. Por ejemplo, se usan medicamentos proteicos, tales
como anticuerpos monoclonales, por ejemplo en la terapia de

tumores, por ejemplo para inmunoterapia especifica o vacunas

>
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contra tumores. Las proteinas terapéuticas son mas grandes Yy
més complejas que los ingredientes activos organicos e inor-
génicos convencionaies, y tienen complejas estructuras tri-
dimensionales y numerosos grupos funcionales que intervienen

en la actividad biolégica de la proteina o, como alternati-

va, pueden causar efectos no deseados. Durante la prepara-

cién, el almacenamiento y el transporte, los medicamentos
proteicos estan expuestos a numerosas influencias externas
que pueden tener accidén reductora de la estabilidad sobre
los ingredientes activos proteicos. En consecuencia, es ne-
cesario estudiar con exactitud las causas. .y los mecanismos
de las reacciones especificas de degradacién, a fin de poder
estabilizar la proteina, por ejemplo mediante la adicién de
ciertos coadyuvantes estabilizantes (véase, por ejemplo,
Manning M. C., Patel K., & Borchardt R. T. (1989) Stability
of protein pharmaceuticals. Pharm. Res. 6, 903-918).

La bibliografia describe numerosas formulaciones de
proteinas terapéuticas. No obstante, los requerimientos de
la composicién de una preparacién farmacéutica de ingredien-
tes activos proteicos puede ser muy diferente, y en general
no es posible aplicar formulaciones proteicas ya estableci-
das a ingredientes activos proteicos nuevos, debido a las
propiedades fisicoquimicas especificas y las reacciones de
degradacién de las distintas proteinas. En consecuencia, aun

representa un desafio importante hallar formulaciones farma-

1%
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céuticas adecuadas y estables de estos nuevos ingredientes
activos.

Las inestabilidades quimicas sé distinguen por las mo-
dificaciones covalentes de las proteinas. La estructura pri-
maria de la proteina cambia por ruptura, neoformacién o re-
formacién de enlaces quimicos. Por lo general, la sustancia
recién formada es completamente diferente en la actividad
biolégica de la proteina nativa original. Las inestabilida-
des fisicas modifican la disposicién espacial de la molécula
(estructura secundaria, terciaria y cuateinaria), sin des-
truir los enlaces covalentes. Se pueden clasificar en desna-
turalizacién, asociacién, agregacién, precipitacidén o adsor-
cién. Las inestabilidades fisicas son un fendmeno frecuente,
en particular en el caso de proteinas relativamente grandes.
Los precipitados son el equivalente macroscdépicamente visi-
ble de los agregados y estéan formados, en términos mecani-
cos, por cumulos de agregados o asociaciones. Al exceder el
limite de solubilidad y debido a la precipitacidn, los copos
se hacen visibles desde un didmetro de aproximadamente 10 um
a través de un microscopio éptico y desde aproximadamente 50
um a simple vista. La agregacidén proteica puede ser un pro-
ceso reversible o irreversible (véase, por ejemplo, Cleland
J. L., Powell M. F. & Shire S. J. (1933), The development of
stable protein formulations. A close look at protein aggre-

gation, deamidation, and oxidation Crit. Rev. Ther. Drug Ca-

5



10

15

20

25

rrier Syst 10, 307-377).

Si bien la bibliografia anterior describe la precipita-
cibén de proteinas con sales, polimeros y solventes orgédnicos
como método estandar para la purificacidén de las proteinas
(Scopes R. K. (1997) Separation by Precipitation. En: Pro-
tein Purification Priﬁciples and Practice (ed Scopes R. K.),
2@ ed. pags. 41-71 Springer Verlag, Nueva York), el uso de
este método por lo general da por resultado, en particular
en el caso de las inmunoglobulinas, la desnaturalizacién,
una reduccidén asociada de la actividad y bajos rendimientos
cuantitativos, particularmente con el uso de sales y solven-
tes ofgénicos (Phillips A. P., Martin K. L. & Horton W. H.
(1984) The choice of methods for immunoglobulin IgG purifi-
cation: Yield and purity of antibody activity. Journal of
Immﬁnological Methods 74, 385-393). Por el contrario, con el
uso de polietilenglicol (PEG) se obtienen mejores resultados
(A. Polson, G. M. Potgieter, J. F. Largier y G. E. F. Jou-
bert, F. J. Mears. The Fractionation of Protein Mixtures by
linear Polymers of High Molecular Weight. Biochem. Biophys.
Acta 82: 463—475, 1964) .

Se conocen los cristales proteicos por los procesos de
purificacién (procesamiento corriente abajo), preferentemen-
te de enzimas, y por la dilucidacién de la estructura ter-
ciaria de las proteinas por medio del andlisis estructural

por rayos X (R. K. Scopes Analysis for purity: Crystalliza-

— p—— .
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tion. En: Protein Purification: Principles and Practice,
editado por R. K. Scopes, Nueva York. Springer Verlag, 1997,
p. 284-301). Aqui tiene lugar la formacidén de nuevos contac-
tos en términos moleculares ordenados entre proteinas. Es un
proceso lento, con movilidad reducida. En el proceso se re-
duce la concentracién de la proteina en solucidn.

Aunque la bibliografia describe la cristalizacién de
las proteinas con sales, polimeros y solventes organicos co-
mo método esténdar para dilucidar la estructura de las inmu-
noglobulinas (Harris L. J., Skaletsky E. & DMcPherson A.
(1995) Crystallization of Intact Monoclonal Antibodies. Pro-
teins: Structure, Function, and Genetics 23, 285-289, Harris
L. J., Skaletsky E., & McPherson A. (1998) Cristallografic
Structure of an Intact IgGl Monoclonal Antibody. Journal of
Molecular Biology 275, 861-872; Edmundson A. B., Guddat L.
W., & Andersen K. N. (1993) Cristal Structures of intact IgG
antibodies. ImmunoMethods 3, 197-210), la cristalizacién de
anticuerpos intactos, por ejemplo glucosilados, es, sin em-
bargo, extremadamente dificil, dado que el tamafio de la pro-
teina, el diferente patrén de glucosilaciédn de cada molécula
de anticuerpo, las ndcroheterogeneidades asociadas, ademés
de la flexibilidad estructural de la inmunoglobulina hacen
més dificil la incorporacién ordenada en un reticulo crista-
lino, o incluso lo impiden (McPherson A. (1999) Crystalliza-

tion of Biological Macromolecules, 1?* ed. Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Nueva York). Ademéds, las molécuias de an-
ticuerpo exhiben una tendencia a la agregacién, que también
causa grandes dificultades en la cristalizacién (McPherson
A. (1999) Crystallization of Biological Macromolecules, 12
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York). Ade-
mas, el riesgo-de desnaturalizacién de los anticuerpos du-
rante el proceso de cristalizacién torna poco atractiva la
cristalizacidén de anticuerpos terapéuticos para la persona
experta en el arte. Asi, hasta el momento sdélo se han cris-
talizado pocos anticuerpos intactos para su dilucidacién es-
tructural y hasta el momento sbélo se cristalizaron tres an-
ticuerpos en escala preparativa. En consecuencia, las inmu-
noglobulinas enumeradas en la Biological Macromolecule Crys-
tallisation Database [base de datos de cristalizacién de ma-
cromoléculas bioldgicas] (Gilliland, G. L., Tung, M., Bla-
keslee, D. M. y Ladner, J. 1994. The Biological Macromole-
cule Crystallization Database, Versién 3.0: New Features.
Data, and the NASA Archive for Protein Crystal Growth Data.
Acta Crystallogr. D50 408-413) que ya se cristalizaron son
principalmente fragmentos Fab y Fc.

El documento WO 02/072636 describe cristales de anti-
cuerpo que, sin embargo, se preparan en un proceso complejo
con inoculacién y el uso de detergentes, que .se deberian

evitar en lo posible en formulaciones farmacéuticas, y coad-

yuvantes, algunos de los cuales son toxicolbgicamente in-
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aceptables. Ademas, en el proceso descrito no se puede con-
trolar el tamafio de las particulas. En un experimento con-
trol (véase el Ejemplo 8), se pudo demostrar que los crista-
les con forma de aguja descritos se obtienen de la soluciédn
de proteina Yy del control negativo (sin proteina) mediante
el proceso descrito en el documento WO 02/072636. De todo
esto es obvio que presumiblemente son las mejores inclusio-
nes proteicas en cristales del reactivo de precipitacién.

por las razones antes mencionadas, es obvio que la
cristalizacién de los anticuerpos es extremadamente dificil
para la persona experta en el arte y los procesos de crista-
lizacién descritos en la bibliografia no se pueden aplicar a
todos 1los anticuerpos conocidos, debido a la considerable
heterogeneidad de los distintos anticuerpos conocidos con
respecto a estructura primaria, secundaria y terciaria, glu-
cosilacidén ¥y flexibilidad estructural. De modo similar, Ppor
las razones antes mencionadas no resultaba atractivo para el
experto en el arte preparar precipitados de anticuerpos te-
rapéuticos, dado que, €en particular, cabia esperar la desna-
turalizacién irreversible.

En consecuencia, el objeto de la presente.invencién era
hallar formas estables, Ppor ejemplo precipitados © crista-
les, de proteinas terapéuticas, en particular anticuerpos,
para retener su eficacia durante la preparacién, el almace-

namiento, el transporte Yy la aplicacidn. Dado que, como Seé
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menciond antes, por lo general no se pueden aplicar formula-
ciones proteicas vya establecidas a nuevos ingredientes pro-
teicos activos, otro objeto de la presente invencién era
hallar nuevas formulaciones estables de anticuerpos monoclo-
nales contra el receptor EGF, por ejemplo Mab C225 (cetuxi-
mab) y Mab h425 (EMD 72000) . Aungue las formulaciones dque
comprenden Mab €225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000) se
describen en los documentos WO 03/053465 y WO 03/007988, sin
embargo, 1las formulaciones descritas én el documento WO
03/053465 tienen una concentracién proteica relativamente
baja y no son estables por largo tiempo a temperatura am-
biente, y de modo similar, las formulaciones descritas en el
documento WO 03/007988 tienen una concentracidn proteica re-
lativamente baja y se debe reconstituir la preparacidn (lio-
filizado) antes de su uso. En consecuencia, otro objeto de
la presente invencién consistia en hallar una preparacién
farmacéutica estable que tuviera alta concentracidn de los
anticuerpos antes mencionados.

El proceso de liofilizacién para la estabilizacién de
formulaciones proteicas'se describe, por ejemplo, en los do-
cumentos WO 93/00807 y WO 98/22136, pero las significativas
desventajas de las preparaciones liofilizadas consisten en
que el usuario debe reconstituir el liéfilizado antes de su
uso, lo cual representa una considerable fuente de error en

la preparacidén antes del uso. Dado que se agrega otro proce-
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so de preparacién, en comparacién con formulaciones liqui-
das, el proceso €s desfavorable con respecto al trabajo adi-
cional para el desarrollovdel proceso (para asegurar la es-
tabilidad durante la liofilizacién), la preparacién (costos
y duracién de la preparacioén) Y, p.ej;, la convalidacidn.

En consecuencia, el objeto de la presente invencidn
consiste en buscar formas sblidas y formulaciones de los an-
ticuerpos antes mencionados que tengan mayor estabilidad an-
te condiciones de estrés, tales como alta temperatura, hume-
dad atmosférica y/o fuerzas de cizallamiento, y gue no com-
prendan coadyuvantes toxicolbégicamente inaceptables.

gintesis de 1la invencidn

Sorprendentemente, se halldé que se pueden preparar las
formas sb6lidas de los anticuerpos antes mencionados Yy que
estas formas sélidas y formulaciones preparadas a partir de
ellas no tienen las desventajas mencionadas en el arte pre-
vio. Se distinguieron las formas sélidas de los anticuerpos
anti-EGFR de acuerdo con la invencién descritas mas adelante
y/o las formulaciones preparadas a partir de ellas, sorpren-
dentemente, por una o mas de las ventajas seleccionadas de:
gran estabilidad, tamafio de particulas controlable, protei-
nas nativas y biolégicamenté activas tras la redisolucidén ©
la resuspensién, gran pureza, ausencia de agentes farmacéu-
ticamente inaceptables y, en consecuencia, gran seguridad,

puena tolerancia y la posibilidad del uso directo, baja ten-
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dencia de agregacién vy asi la posibilidad de la preparacién
de formulaciones muy concentradas y baja viscosidad en la
formulacién como suspensidn proteica, comparada con una SO~
lucién. E1l proceso de preparacién de acuerdo con la inven-
cién descrita mas adelante se distingue, sorprendentemente,
por una o mas de las ventajas seleccionadas de: simplicidad,
ahorro de tiempo y costos, uso de agentes farmacéuticamente
aceptables, alto rendimiento. El proceso de acuerdo con la
invencién se puede llevar a cabo en forma significativamente
mas simple, con ahorro de tiempo y en forma costo-efectiva,
respecto de las técnicas descritas en la pibliografia, dado
gque sbélo es necesaria la adicién de un ﬁniéo reactivo de
precipitacidn.

Ademas, el reactivo de precipitacién se agrega 2 una
solﬁcién del anticuerpo en un sistema pbuffer adecuado, es
decir, que no es necesaria la estabilizacidn de las solucio-
nes de reaccién mediante otros coadyuvantes tales como, P-.
ej., detergentes. Por lo general, se debe evitar o minimizar
el uso de detergentes en preparaciones para la administra-
cién parenteral, dado.que causan un potencial toéxico e inmu-
nogénico no despreciable (Sweetana S. & Akers M. J. (1996)
Solubility principles and practices for parenteral drug do-
sage form development PDA J. Pharm. Sci. Technol. 50, 330-
342) y también pueden causar cambios en la estructura

secundaria de las proteinas (Vermeer A. W. P. & Norde W.
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(2000) The influence of the binding of low molecular weight
surfactants on the thermal stability and secondary structure
of IgG, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engi-
neering Aspects 161, 139-150). En consecuencia, las formas
sélidas obtenidas de anticuerpos anti-EGFR se pueden usar
directamente en medicamentos, y no es necesaria la purifica-
cién ulterior para la eliminacidén de agentes farmacolédgica-
mente inaceptables. En contraste, los cristales obtenidos en
el documento WO 02/072636 se deben liberar de agentes farma-
coldgicamente inaceptables, p.ej. CHES, imidazol, TRIS, clo-
ruro de manganéso (IT), cloruro de cinc (IT), sulfato de co-
bre (II), 2-propanol, 2-metil-2, 4-pentanodiol, HEPES, sulfa-
to de litio, etoxietanol o detergentes, tales como polisor-
bato 80 o 20, en un proceso complejo, o incluso es imposible
eliminar por completo los agentes inaceptables antes mencio-
nados.

Sorprendentemente, se halldé que las formas sdlidas pre-
ferentemente estables se obtienen si los anticuerpos contra
el receptor EGF (anticuerpos anti-EGFR), preferentemente an-
ticuerpos monoclonales anti-EGFR, con particular preferencia
Mab C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000), se incuban a pH

adecuado y a temperatura adecuada en presencia de un buffer

adecuado, con la ayuda de ciertos reactivos de precipitaciodn
seléccionados de polimeros, preferentemente polietilenglicol

(PEG), sales, preferentemente sulfato de amonio, o solventes
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orgénicos, preferentemente etanol, o las correspondientes
mezclas.

Sorprendentemente, se halldé que las formas sélidas de
anticuerpos anti-EGFR, preferentemente de anticuerpos anti-
EGFR monoclonales, con particular preferencia de Mab C225
(cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000), vy/o variantes o sus
fragmentos, obtenidos por el proceso de acuerdo con la in-
vencién, son preferentemente nativos después de la redisolu-
cién y se obtienen preferentemente en un alto rendimiento.

Fn consecuencia, la invencién se refiere a formas séli-
das de anticuerpos anti-EGFR y/o sus variantes o fragmentos,
que dan por resultado una proteina de anticuerpo biolégica-
mente activa por disolucidén o suspensién en medio acuoso,
que se obtienen por.precipitacién del anticuerpo y/o una de
sus variantes y/o fragmentos disueltos o suspendidos en me-
dio acuoso mediante un reactivo de precipitacién selecciona-
do de polimeros, preferentemente polietilenglicol (PEG), sa-
les, preferentemente sulfato de amonio, o solventes organi-
cos, preferentemente etanol, o sus mezclas, en presencia de
un buffer adecuado, pH y temperatura adecuaaos.

Formas sdélidas de anticuerpos anti-EGFR:

por “formas sbélidas de un anticuerpo anti~-EGFR de
acuerdo con la invencién” se entienden preferentemente pre-
cipitados o cristales que resultan en un anticuerpo biolégi-

camente activo mediante la disolucidén o suspensién en un me-

34
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dio acuoso O no acuoso.

Se obtienen las- formas soélidas de acuerdo con la inven-
cién por precipitacidn del anticuerpo disuelto o suspendido
en un medio acuoso segin el proceso descrito més adelante.
Las formas sbélidas de acuerdo con la invencién pueden estar
en el rango de um y nm.

Precipitados:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
precipitados las formas sélidas en una estructura no crista-
lina amorfa o estados de agregacidén y asociacién.

Cristales:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
cristales las formas sbélidas en una estructura cristalina.

Las estructuras cristalinas ée pueden detectar mediante
los siguientes procesos de precipitacibn.

Precipitado:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
precipitado las formas solidas de acuerdo con la invencién
en forma precipitada, es decir, en forma de un precipitado o
cristal, segun las condiciones del proceso.

Precipitado cristalino:

A los fines de la  presente invencién, se entiende por
precipitado cristalino o cristalino las formas sdlidas de
acuerdo con la invencidn en una estructura cristalina orde-

nada.
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Precipitado no cristalino:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
precipitado no cristalino las formas sélidas de acuerdo con
la invencién en estructuras amorfas no cristalinas o estados
de agregacidén y asociacién.

Disuelta:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
forma disuelta las formas s6lidas de acuerdo con la inven-
cién que se disuelven O redisuelven en una solucidén de
acuerdo con la invenciodn.

Suspendida:

Por suspendida se entienden las formas sélidas de
acuerdo con la invencidén que se suspenden O resuspenden en
una solucién de acuerdo con la ihvencién.

A los fines de la invencidn, se entiende por “medio
acuoso” agua o mezclas de agua con solventes inertes adecua-
dos y otros agentes mencionados en el Ejemplo 1, tales como,
por ejemplo, puffers, estabilizantes © coadyuvantes, con la
propiedad de que el medio acuoso de acuerdo con la invencidn
no causa por si mismo la precipitacién o cristalizacién del
anticuerpo, pues la precipitacién o la cristalizacién sélo
tienen lugar por adicién de reactivos de precipitacidén de
acuerdo con la invencidn.

A los fines de la invencidn, se entienden por “medio no

acuoso” aceites o mezclas de aceites con agua u otros sol-
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ventes inertes adecuados y Otros agentes mencionados en el
Ejemplo 1, tales como, por ejemplo, estabilizantes © coadyu-
vantes, con la propiedad de que los medios no acuosos de
acuerdo con la invencidén no s6lo no causan la precipitacidn
o cristalizacién del anticuerpo, sino en cambio, la precipi-
tacién o la cristalizacidn sélo tiene lugar por adicién de
reactivos de precipitaciédn de acuerdo con la invencién.

Respecto de los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién y a los fines de la presente invencién, se entien-
den por “bioldégicamente activos”, “nativos” vy “efectivos”
los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la invencidén capa-
ces de ejercer sus efectos biolégicos atn después de la con-
versién en formas sédlidas de acuerdo con la invencidén y la
posterior redisolucidén o© resuspensién, en particular la
unién a EGFR, inhibicién de la unidén de ligandos, en parti-
cular EGF a EGFR, modulacién, en particular la inhibicién de
la transduccién de sefiales mediada por EGFR y la prevencidn
o la terapia de enfermedades mediadas por EGFR.

En particular, no se esperaba en consecuencia la prepa-
racién directa de cristales de anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencidn, dado que los anticuerpos por lo
general tienen una fuerte tendencia a la agregacién, que di-
ficulta o incluso impide la incorporacién ordenada en un re-
ticulo cristalino (McPherson A. (1999) Crystallization of

Biological Macromolecules, 12 ed. Cold Spring Harbor Labora-
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tory Press. Nueva York). A pesar de las dificultades previs-
tas por el experto en el arte para la cristalizacidén de an-
ticuerpos de acuerdo con la inVendién, debido a la falta de
homogeneidad antes mencionada con respecto a la estructura
proteica, la glucosilacién y la flexibilidad segmentaria es-
tructural, incluso dentro de una especie de anticuerpo, SoOr-
prendentemente se obtienen resultados excelentes mediante el
proceso de acuerdo con la invencidn.

La elevada estabilidad de los cristales de anticuerpos
obtenidos de acuerdo con la invencidn también se caracteri-
zan por no presentar cambios en el especto de la forma o el
tamafo de las particulas, que se deberian considerar esen-

ciales respecto de los efectos secundarios inmunogénicos, ni

cambios en las estructuras primaria o secundaria de la pro-

teina. En consecuencia, el proceso de acuerdo con la inven-
cién ofrece la ventaja de que el tamafio de las particulas es
preferentemente controlable y de preferencia se obtienen
cristales tridimensionales estables. El tamafio de los cris-
tales puede estar en el rango de pm y nm.

Anticuerpos anti-EGFR:

De preferencia, los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo
con la invencién son monoclonales y de origen murino o huma-
no; con particular preferencia son de origen murino y son
quiméricos O humanizados. El anticuerpo dirigido contra el

receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es con
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particular preferencia Mab C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD
72000) y/o variantes o fragmentos de ellos. Otros anticuer-
pos dirigidos contra EGFR se describen, por ejemplo, en EP
0586002 y en J. Natl. Cancer Inst. 1993, 85 27-33 (Mab 528).

Mab €225 (cetuximab, Erbitux™):

Mab C225 (éetuximab) es un anticuerpo clinicamente pro-
bado que se une al receptor FGF. Mab C225 (cetuximab) es un
anticuerpo guimérico cuyas regiones variablés son de origen
murino y cuyas regiones constantes son de origen humano. Fue
descrito por primera vez por Naramura et al., Cancer Immu-
nol. Immunotherapy 1993, 37, 343-349 y en el documento WO
96/40210 Al.

Mab h425 (EMD 72000) :

Mab h425 (EMD 72000) es un anticuerpo humanizado de mo-
noclonal (Mab) obtenido de anticuerpo anti—-EGFR murino 425
(Mab 425) (documento EP 0531472). El1 anticuerpo monoclonal
murino Mab 425 se desarrolld en la linea celular de carcino-
ma humano A431l, dado gque se une aqui con un epitopo extrace-
lular del receptor de factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) . Se halld que inhibe la unién de EGF (Murthy et al.,
1987). Se observd aumento de la expresién de EGEFR en tejidos
malignos provenientes de diversas fuentes, y en consecuencia
Mab 425 es un posible ingrediente activo para el diagnéstico
y tratamiento terapéutico de tumores humanos. En consecuen-

cia, se halld que Mab 425 media la citotoxicidad tumoral in

3
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vitro y suprime el crecimiento tumoral de lineas celulares
de carcinomas epidermoides Yy colorrectales in vitro (Rodeck
et al., 1987). Ademds, se demostrdé que Mab 425 se une a
xenoinjertos de gliomas humanos malignos en ratones (Taka-
hashi et al., 1987). Sus formaé humanizadas y quiméricas se
deséfiben, por ejemplo, en el documento EP 0531472; Kettle-
borough et al., Protein Engineering 1991, 4: 773-783; Bier
et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2001, 47: 519-524; Bier
et al., Cancer Immunol. Tmmunother 1998, 46: 167-173. Mab
h425 (EMD 72000) es un anticuerpo humanizado (h425) en fase
clinica I/II y cuya regién constante se compone de una cade-
na K y una cadena y-1 humana (documento EP 0531472).

Los anticuerpos humanos anti-EGFR se pueden preparar
mediante tecnologia XenoMouse, segin se describe en los do-
cumentos WO 91/10741, WO 94/02602 y WO 96/33735. Un anti-
cuerpo sometido a estudios clinicos y preparado mediante es-
ta tecnologia es, p.ej., ABX-EGF (Abgenix. Crit. Rev. Oncol.
Hematol. 2001. 38: 17-23; Cancer Research 1999, 59: 1236-
43) .

Anticuerpo:

Anticuerpo o inmunoglobulina se usan en el sentido mas
amplio, a los fines de la presente invencién, y se refiere,
en particular, a anticuerpos policlonales y anticuerpos mul-
tiespecificos (por ejemplo anticuerpos biespecificos) y, con

particular preferencia, a anticuerpos monoclonales intactos
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(Mab) que son bioldégicamente activos, y sus variantes vy
fragmentos. El término también cubre heteroanticuerpos que
consisten en dos o més anticuerpos o sus fragmentos y/o tie-
nen distintas especificidades de unidn, y se unen entre si.
Segin la secuencia de aminoacidos de sus regiones constan-
tes, los anticuerpos se pueden asignar a distintas clases de
anticuerpo (inmunoglobulina): IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Va-
rios de ellos se pueden subdividir en subclases (isotipos),
por ejemplo IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2. Por lo ge-
neral, los anticuerpos tienen un peso molecular de aproxima-
damente 150 kDa y constan de dos cadenas livianas idénticas
(L) y dos cadenas pesadas idénticas (H). Los anticuerpos mo-
noclonales se obtienen de una poblacién de células homogé-
neas. Son muy especificas y estén dirigidas contra un unico
epitopo, mientras que los vanticuerpos policldnales cubren
distintos anticuerpos, dirigidos contra diversos epitopos.
Los procesos para la preparacién de anticuerpos monoclonales
incluyen, por ejemplo, el método del hibridoma descrito por
Kohler y Milstein (Nature 256, 495 (1975)) y en Burdon et
al., (1985) “Monoclonal Antibody Technology, The Production
and Characterization of Rodent and Human Hybridomas”, eds.
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
Volume 13, Elsevier Science Publishers, Amsterdam. Se pueden
preparar, en particular, mediante técnicas conocidas de ADN

recombinante (véase, p.ej., el documento US 4816567). Los

\\
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anticuerpos monoclonales también se pueden aislar de biblio-
tecas de fagos de anticuerpos, por ejemplo con la ayuda de
las técnicas descritas en Clackson et al. (Nature, 352: 624-
628 (1991)) y Marks et al. (J. Mol. Biol, 222: 58, 1-
597(1991)).

Variantes y fragmentos:

Las variantes (muteinas) de los anticuerpos. son protei-
nas estructuralmente relacionadas, por ejemplo, que se pue-
den obtener por modificacién de la secuencia primaria (se-
cuencia de aminodcidos), por glucoingenieria (variantes de
los sitios o estructuras de glucosilacidn, también proteinas
desglucosiladas), por PEGilacién, por preparacién en células
huésped modificadas o por otras técnicas. Las variantes de
acuerdo con la invencién no se restringen a los ejemplos an-
teriores, sino que, en cambio, incluyen todas.las’variantes
de los anticuerpos de acuerdo con la invencidén que son cono-
cidos por los expertos en el arte.

Los fragmentos (segmentos parciales) de anticuerpos son
productos de escisidn de los anticuerpos obtenidos, por
ejemplo, por digestiodn enzimatica limitada con la ayuda de
papaina, pepsina y plasmina o por preparacién de los segmen-—
tos parciales mediante ingenieria genética. Son segmentos
parciales tipicos, por ejemplo, el fragmentb bivalente
F(ab’)2, el fragmento monovalente Fab y el fragmento Fc

(Lottspeich F., H. Zorbas (ed.). Bioahalytik, Heidelberg;
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Berlin: Spektrum Akademischer Verlag GmbH, (1998) pag.
1035) . Los fragmentos de acuerdo con la invencidn no se res-
tringen a losiejemplos anteriores, sino que, en cambio, in-
cluyen todos los fragmentos de anticuerpos de acuerdo con la
invencién, conocidos para el experto en el arte.

Preparacién farmacéutica:

Los términos formulacidn farmacéutica y preparacidn
farmacéutica se usan como sindénimos a los fines de la pre-
sente invencidn.

Tal como se usa en la presente, “farmacéuticamente to-
jerado” se refiere a medicamentos, reactivos de precipita-
cidén, excipientes, coadyuvantes, estabilizantes, solventes y
otros agentes que facilitan la administracién de las prepa-
raciones farmacéuticas asi obtenidas a un mamifero, sin
efectos secundarios fisiolébgicos indeseados, tales como nau-
seas, mareos, problemas digestivos o similares.

En las preparaciones farmacéuticas ﬁara la administra-
cién parenteral, se requiere isotonicidad, euhidria y tole-
rabilidad y seguridad de la formulacién (baja toxicidad), de
los coadyuvantes empleados y del envase primario. Sorpren-
dentemente, las formas sélidas de los anticuerpos anti-EGFR
de acuerdo con la invéncién preferentemente tienen la venta-
ja de que ei uso directo es posible, dado que los reactivos
de precipitacidn utilizados son agentes fisiolégicamente

aceptables y, en consecuencia, son innecesarias otras etapas

q7
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de purificacién para la eliminacién de agentes toxicolégica-
mente inaceptables, tales como, p.ej., elevadas concentra-
ciones de solventes organicos u Otros coadyuvantes toxicold-
gicamente inaceptables, antes del uso de las formas sélidas
de acuerdo cdn 1a invencién en formulaciones farmacéuticas.
La.preparacién de formas soélidas de anticuerpos anti-EGEFR de
acuerdo con la invencién permite, preferentemente de forma
simulténea, un elevado rendimiento de proteina nativa y far-
macéuticamente aceptable de gran pureza y €s, €l consecuen-
cia, preferentemente simple, ahorra tiempo ¥y de bajo costo.

Asi, la invencién también se refiere a un proceso para
la preparacién de una forma sélida de un anticuerpo anti-
EGFR de acuerdo con la invencién y/o uno de sus variantes
y/o fragmentes que dé por resultado una proteina de anti-
cuerpo biolégicamente activa por disolucidén o suspensidén en
medio acuoso, caracterizado porque el anticuerpo'y/o sus va-
riantes y/o fragmentos disueltos ©o suspendidos en solucién
acuosa se precipitan mediante un reactivo de precipitacidn,
y se separa el producto de precipitacién. Los reactivos de
precipitacién utilizados en el proceso de acuerdo con la in-
vencioén son preferentemente polimeros, con particular prefe-
rencia polietilenglicol (PEG), sales, con particular prefe-
rencia sulfato de amonio, o solventes orgénicos, con parti-
cular preferencia etanol.

Una forma soélida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo
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con la invencién se puede preparar mediante la adicién de
los reactivos de precipitacién de acuerdo con la invencidn
mencionados en el Ejemplo 1, de prefeienciarpolimeros, tales
como, con particular preferencia, polietilenglicol (PEG) en
una concentracién de aproximadamente 0,1 a 99,9% (p/v), con
un peso molecular promedio de 200-80.000, preferentemente de
400 a 20.000, con partiéular preferencia de 400 a 8.000; sa-
les, tales como, con particular preferencia, sulfato de amo-
nio en una concentracidén de 0,1-4,5 M, acetato de sodio

trihidrato en una concentracién de 0,1-4,5 M, citrato trisd-

dico dihidrato en una concentracidn de 0,1-1,5 M, fosfato de.

potasio en una concentracién de 0,1-1,2 M, cloruro de pota-
sio en una concentracién de 0,1 a 4,7 M, cloruro de sodio en
una concentracién de 0,1 a 6,1 M, hidrégeno-fosfato dipota-
sico en una concentracién de 0,1 a 3,0 M, hidrégeno-fosfato
disédico dihidrato en una concentracién de 0,1 a 0,5 M, o
solventes organicos, tales como, con particular preferencia,
etanol en una concentracidén de 0,1-99,9% (v/v), o sus mez-
clas, y coadyuvantes, buffers y/o estabilizantes, a una So-
lucién que comprende anticuerpos de acuerdo con la invéncién
en un método discontinuo, e incubar la mezcla a los valores
de pH y temperatura mencionados en el Ejemplo 1. Al final,
los volumenes definidos de soluciones madre que comprenden

los reactivos de precipitacién, coadyuvantes, buffers y/o

estabilizantes mencionados en el Ejemplo 1 en concentracién

Ve
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definida se agregan ventajosamente a una solucién con una
concentracién definida de anticuerpos EGFR (de 0,01 a 150
mg/ml, preferentemente de 2 a 100 mg/ml, con particular pre-
ferencia aproximadamente de 5 a 20 mg/ml), como se obtuvo en
su preparacién, y opcionalmente se diluyen con agua o buffer
(por ejemplo buffer de citrato o de fosfato, en una concen-
tracién de 1 mM a 200 mM, preferentemente de 2 a 20 mM, con
particular preferencia de aproximadamente 10 mM; también con
la adicién de agentes isotdnicos tales coﬁo, por ejemplo,
cloruro de potasio, cloruro de sodio en una concentracidén de
1-1.000 mM, preferentementé 40 mM-310 mM) hasta una concen-
tracién calculada previamente. De modo alternativo, los re-
activos de precipitacién, los coadyuvantes, los buffers y
los estabilizantes de acuerdo con la invencién también se
puedeh agregar en forma sélida. Si el anticuerpo estéd por si
mismo en dicho estado de agregacién sélido, por ejemplo como
liofilizado, las formas sdélidas de los anticuerpos anti-EGFR
de acuerdo con la invencién se pueden preparar primero di-
solviendo los anticuerpos de acuerdo con la invencién en
agua o en una solucidn acuosa que comprende uno o mas de los
demas ingredientes, y luego agregando volﬁmenés definidos de
soluciones madre que comprenden los reactivos de precipita-
cién, coadyuvantes, buffers y/o estabilizantes mencionados
en el Ejemplo 1 en concentracién definida. Los reactivos de

precipitacién, los coadyuvantes, los buffers y/o los estabi-
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lizantes de acuerdo con la invencién también se pueden afia-
dir en los anticuerpos en estado de agregacién séblido. Los
anticuerpos de acuerdo con la invencién también se pueden
disolver ventajosamente de forma directa en una solucidén que
comprenda todos‘los reactivos de precipitacién, coadyuvan-
tes, buffers y/o estabilizantes.

La invencién también cubre todos los hidratos, sales y
derivados de los agentes antes mencionados, que con conoci-
dos y aceptados por el experto en el arte.

Uno o mas de los agentes mencionados en la invencién se
pueden agregar ventajosamente durante o después de completar
el proceso de precipitacién y opcionalmente eliminarlos, a
fin de realizar, p.ej., una etapa de purificacién adicional.

Uno o mas de los reactivos de precipitacidn, coadyuvan-
tes, buffers y/o estabilizantes mencionados en la invencién
se pueden agregar ventajosamente durante o después de com-
pletar el proceso de preparacién del anticuerpo. De prefe-
rencia, esto se realiza mediante la disolucién del anticuer-
po de acuerdo con la invencién directamente en una solucidn
acuosa que comprende un, una pluralidad o todos los reacti-
vos de precipiﬁacién, coadyuvantes, buffers y/o estabilizan-
tes en la etapa final de la purificacién gque tiene lugar
después de su preparacién. Para la obtencidén de una prepara-
cién farmacéutica de acuerdo con la invencién, el o los res-

pectivos ingredientes adicionales sbélo se deben agregar en
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las respectivas cantidades menores O noO agregarse. Se pre-
fiere particularmente que el respectivo ingrediente se di-
suelva en una solucién acuosa que comprenda todos los demas
reactivos de precipitacién, coadyuvantes, buffers y/o esta-
pilizantes en la etapa final de la purificacién del anti-
cuerpo, después de la preparacién correspondiente. En conse-
cuencia, se puede obtener ventajosamente una solucién que se
envasa o liofiliza de modo directo. La solucidén resultante
que comprende el anticuerpo respectivo se ajusta a un pH de
4 a 10, de preferencia un pH de 5 a 9, se filtra manteniendo
1a esterilidad y, de ser necesario, se seca por congelacién.

La reaccién se lleva a cabo segun los métodos conocidos
por el experto en el arte en un solvente adecuado, en parti-
cular en un solvente inerte. Solventes inertes adecuados son
etanol, glicerol, mezclas con agua O agua pura o agua due
comprenda otros coadyuvantes tales como, por ejemplo, sales
con accién amortiguadora o productora de isotonicidad. Se da
particular preferencia al agua.

El proceso aqui descrito se puede realizar de particu-
lar preferencia de manera discontinua. Las formas sélidas de
los anticuerpos anti—EGFR de acuerdo con la invencién y/o
sus variantes y/o fragmentos preparados por el procedimiento
de acuerdo con la invencidén se pueden convertir con particu-
lar preferencia en la proteina de anticuerpo biolbégicamente

activa mediante su disolucidn o suspensién en medio acuoso.
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Por dltimo, un anticuerpo y/o una de sus variantes y/o frag-
mentos disueltos o suspendidos en solucidén acuosa con parti-
cular preferencia se precipita mediante un reactivo de pre-
cipitacién mencionado en el Ejemplo 1, y se separa el pro-
ducto de precipitacién.

De acuerdo con la eleccidén de la concentracién del re-
activo de precipitaciéh, se obtienen precipitados amorfos o
cristales. De preferencia, se obtienen precipitados con una
concentracién relativamente elevada del reactivo de precipi-
tacién, mientras que de preferencia se obtienen cristales
con una concentracién relativamente baja del reactivo de
precipitacién. En consecuencia, mediante la correcta elec-
cién de la concentracién del reactivo de precipitacién, la
concentracién de la proteina, los demds agentes de acuerdo
con la invencién, el pH y la temperatura, se puede dirigir
la reaccién en la direccién deseada. Los Ejemplos 2 y 3
muestran condiciones ilustrativas de cristalizacidén para Mab
225 (Erbitux™), y los Ejemplos 4 y 5 muestran condiciones
ilustrativas de precipitacién. También se pueden combinar el
proceso de precipitacién de acuerdo con la invencién y el
proceéo de cristalizacién de acuerdo con la invencidn.

Las temperaturas de reaccidén adecuadas son las tempera-
turas de -10 a 40°C, preferentemente de 0 a 25°C y con pre-
ferencia muy particular de 4 a 20°C. La presién utilizada es

preferentemente de 1 a 20 bar, con particular preferencia es

A
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presién atmosférica. E1 pH utilizado varia preferentemente
entre 4 y 10. La duracién de la reaccidén depende de las con-
diciones de reaccién seleccionadas. En general, la duracién
de la reaccién es de 0,5 horas a 10 dias,‘preferentemente de
1 a 24 horas, con particular preferencia de 2 a 12 horas.

Por solvatos de las formas sélidas de acuerdo con la
invencién se entienden productos de adicién de moléculas de
solventes inertes sobre las formas soélidas, de acuerdo con
la invencidn, dque se forman debido a sus fuerzas de atrac-
cién mutuas. Son solvatos, por ejemplo, los hidratos, tales
como monohidratos o dihidratos, o los alcoholatos, es decir,
compuestos de adicién con alcoholes, tales como, por ejem-
plo, con etanol.

Las formas sdélidas resﬁltantes de anticuerpos anti-EGFR
de acuerdo con la invencién se pueden separar de la corres-
pondiente solucién en la cual se prepararon (por ejemplo por
centrifugacién y lavado) y, tras la separacidén se pueden al-
macenar en una composicién distinta o permanecer directamen-
te en la solucidén de la preparacién. Las formas sdélidas ob-
tenidas de acuerdo con la invencidén también se pueden recu-
pérar en los solventes deseados para el uso particular. Las
formas sbélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién son preferentemente bioldégicamente activas tras la
redisolucién o la resuspensién, y la desnaturalizacidén de

los anticuerpos no ocurre preferentemente en el proceso de

go
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acuerdo con la invencién. Asi, se mantiene la eficacia bio-
légica de la proteina.

De modo similar se halld, sorprendentemente, gque se
pueden preparar»formulaciones farmacéuticamente estables con
la ayuda de formas sélidas de los anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencién. De preferencia, estas formulacio-
nes tienen mayor estabilidad a las influencias fisicoquimi-
cas, tales como, por ejemplo, oxidacién, estrés mecéanico,
valores de pH y de temperatura desfavorables, que las solu-
ciones proteicas convencionales de anticuerpos. Una estabi-
lidad comparable sélo se puede obtener de otro modo mediante
métodos de alto costo y con gran consumo de tiempo tales co-
mo, por ejemplo, la adicién de estabilizantes, almacenamien-
to en frio, congelamiento o secado por congelacién. La ele-
vada estabilidad facilita preferentemente el almacenamiento
mi&s simple y menos costoso, el transporte y la preparacién
de formulaciones farmacéuticamente valiosas, tales como, por
ejemplo, formulaciones listas para usar, formulaciones con
liberacién retardada del ingrediente activo, o liberacidn
controlada durante un periodo extendido.

En consecuencia, la invencién también se refiere a for-
mas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la in-
vencién como medicamentos estables en almacenamiento.

la invencién también se refiere con particular prefe-

rencia a preparaciones farmacéuticas que comprenden al menos
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una forma sélida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con
la invencién en forma de precipitado no cristalino, precipi-
tado cristalino o en forma disuelta o suspendida, y opcio-
nalmente excipientes y/o coadyuvantes y/u otros ingredientes
farmacéuticamente activos.

Las preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la in-
vencién pueden comprender, en consecuencia, formas sélidas
de acuerdo con la invencién en forma precipitada, es decir,
como precipitado o como cristal, o en forma redisuelta o re-
suspendida. En consecuencia, la invgncién también se refiere
a preparaciones farmacéuticas dque comprenden al menos un
precipitado y/o cristal de un anticuerpo anti-EGFR, prefe-
rentemente de un anticuerpo anti-EGFR monoclonal, con parti-
cular preferencia Mab C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD
72000) y/o sus variantes o fragmentos en forma de precipita-
do, redisuelto o suspendido, asi como opcionalmente exci-
pientes y/o coadyuvantes y/u otros ingredientes farmacéuti-
camente activos.

lLas formas sdélidas de los anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencién permiten preferentemente la prepa-
racién de formulaciones muy concentradas, sin que tenga lu-
gar la indeseable agregacién de los anticuerpos de acuerdo
con la invencién o la indeseable alta viscosidad, como se
puede observar en el caso de soluciones proteicas convencio-

nales muy concentradas. En consecuencia, las soluciones lis-
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tas para usar, con elevado contenido de ingrediente activo
se pueden redisolver o resuspender en solventes acuosos o en
un medio acuoso con la ayuda de formas sélidas de anticuer-
pos anti~EGFR de acuerdo con la invencidn. Las formulaciones
en extremo concentradas de ingredientes activos de proteinas
han tenido recientemente un gran aumento. La mayoria de los
anticuerpos empleados para la terapia se usan en dosis en la
regién de mg/kg. Una dosis elevada y los pequefios volumenes
que se deben administrar (por ejemplo de aproximadamente 1 a
1,5 ml para la administracién por’ via subcutédnea) demuestra
la demanda de preparaciones proteicas muy concentradas, con
concentraciones superiores a 100 mg/ml. Ademés, las formula-
ciones proteicas muy goncentradas tienen considerables ven-
tajas en los ensayos preclinicos para la investigacidén de la
aceptabilidad y la eficacia in vitro e in vivo (en un modelo
animal), en ensayos clinicos para la investigacién de la
aceptabilidad y la eficacia en humanos y en el uso clinico
del producto (en particular para la administracién por via
subcuténea). Sus ventajas consisten, en particular, en que
se usa un volumen relativamente pequefio de la preparacion.
En contraste con la infusién o la inyeccidén de medicamentos
proteicos con una concentracidn relativamente baja, esto
permite, por ejemplo, la administracién por via subcuténea
de medicamentos proteicos para el paciente. La administra-

cién por via subcuténea de medicamentos proteicos puede de-
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berse a diversas causas. Por ejemplo, se puede desear la di-
reccién a un blanco especifico en conexién con una “ventana

terapéutica”. Ademads, la administracidén por via subcuténea

tiene la ventaja de que el paciente puede hacerse cargo de

la administracién por si mismo, sin depender de personal mé-
dico. El1 ejemplo de la insulina muestra con claridad estas
ventajas. Sin embargo, dado que las inyecciones para la ad-
ministracién por via subcuténea tiene un maximo de 1-1,5 ml,
a menudo se necesitan formulaciones proteicas muy concentra-
das, que contienen ma&s de 100 mg/ml.

Sorprendentemente, se pueden obtener preparaciones far-
macéuticas muy concentradas que permiten concentraciones de
proteina de preferentemente 10-200 mg/ml, con particular
preferencia de 50-150 mg/ml, en una formulacién liquida, con
la ayuda de formas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la inﬁencién. Esto era inesperado, ya que la
tendencia a lé inestabilidad es mucho mayor en formulaciones
proteicas muy concentradas que en formulaciones proteicas
diluidas (Fields, G., Alonso, D., Stiger, D., Dill, K.
(1992) “Theory for the aggregation of proteins and copoly-
mers.” J. Phys. Chem. 96, 3974-3981). La densidad de empa-
quetamiento de las moléculas de proteina estd aumentada con
la concentracién proteica elevada. En consecuencia, se puede
suponer que hay mayor cantidad de colisiones, y que se pue-

den producir ocasionales asociaciones proteicas. Por lo ge-

s
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neral, este proceso tiene lugar por mecanismos de nucleacidn
y crecimiento, en donde los nucleos criticos a menudo son
proteinas asociadas solubles que, sin embargo, se pueden
convertir répidamente en precipitados de proteina insoluble
(proteina desnaturalizada) (Reithel, J. F. (1962) “The dis-
sociation and association of protein structures”, Adv. Pro-
tein Chem. 18, 123). El tamafio de los agregados proteicos
aumenta con el incremento de la concentracién de proteinas,
como ya se demostrd para la B-lactoglobulina (Roefs, S. P.
F. M., De Kruif, K. G. (1994) Y“A model for the denaturation
and aggregation of B-lactoglobulin.” por Eur. J. Biochem.
226, 883-889).

El limite de las formulaciones muy concentradas de in-
munoglobulina es normalmente de 2-50 mg/ml (Humira®) en for-
mulaciones liquidas de anticuerpos listas para usar.

Con las formas sélidas de acuerdo con la invencién, sin
embargo, sea pueden preparar formulaciones muy concentradas
estables, lo cual era inesperado. En consecuencia, la etapa
de precipitacién o de cristalizacién puede dar una formula-
cién de anticuerpo estable altamente concentrada dque, des-
pués de la resuspensién o la redisolucién, tiene menor vis-
cosidad, comparada con las formulaciones de anticuerpos 1li-
quidas de la misma concentracién, lo que asi simplifica el
manejo en el caso de la administracidn por via parenteral.

En consecuencia, la invencién también se refiere a pre-
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paraciones farmacéuticas que comprenden al menos una forma
sélida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con la inven-
cién y/o una de sus variantes y/o fragmentos en forma de

precipitado no cristalino, precipitado cristalino o en forma

disuelta o suspendida, donde el anticuerpo presente es bio-

légicamente activo, caracterizado porque la concentracién de
anticuerpo es preferentemente de 10—200Vmg/ml, con particu-
lar prefe;encia de 50-150 mg/ml.

La invencién también se refiere a un proceso para la
produccién de una preparacién farmacéutica altamente concen-
trada de acuerdo con la invencidén, caracterizada porque al
menos una forma sdélida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo
con la invencién y/o una de sus variantes y/o fragmentos se
disuelve o se resuspende en una solucién de acuerdo con la
invenciéh, y la concentracién de anticuerpo es préferente—
mente de 10-200 mg/ml, con particular preferencia de 50-150
mg/ml.

Se pueden producir preparaciones acuosas por disolucién
o suspensién de formas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencién en una solucidén acuosa y opcional-
mente agregar coadyuvantes. Hasta el momento se agregan ven-
tajosamente volumenes definidos de soluciones madre que com-
prenden dichos coadyﬁvantes en concentraciones definidas a
una solucién o suspensién con una concentracién definida de

formas sdélidas de acuerdo con la invencidén, y la mezcla se
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diluye opcionalmente con agua hasta la concentracidén calcu-
lada previamente. De modo alternativo, los coadyuvantes se
pueden agregar en forma sélida. Las cantidades de soluciones
madre y/o de agua necesarias en cada caso se pueden afladir
luego a la solucidén o suspensidén acuosa obtenida.

Las formas sélidas de 1los anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencién también se pueden disolver o sus-
pender ventajosamente de manera directa en una solucidén que
comprende todos los demas coadyuvantes.

Se preparan soluciones o suspensiones que contienen an-
ticuerpos con un pH de 4 a 10, preferentemente con un pH de
5 a 9, y una osmolalidad de 250 a 350 mOsmol/kg ventajosa-
mente a partir de las formas sélidas de acuerdo con la in-
vencidén, por reconstitucién con solventes acuosos. La prepa-
racién resuspendida o redisuelta se puede administrar enton-
ces de formé directa, sustancialmente sin dolor, por via in-
travenosa, intraarterial y también subcuténea. Ademés, 1la
preparacién también se puede agregar a soluciones para infu-
sién, tales como, por ejemplo, solucidén de glucosa, solucidn
fisioldgica isoténica o solucidén de Ringer, que también pue-
de contener otros ingredientes activos, lo que permite la
administracidén de cantidades relativamente grandes de ingre-
dientes activos.

Las preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la in-

vencién también pueden comprender mezclas de precipitados
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y/o cristales de acuerdo con la invencién en forma de preci-
pitado o cristal y/o redisuelta o resuspendida.

Las preparaciones de acuerdo con la invencién son fi-
siolégicamente bien toleradas, faciles de preparar, se pue-
den administrar con precisién y son preferentemente estables
con respecto a los ensayos, productos de descomposicién vy
agregados'durante el almacenamiento y transporte y durante
miltiples procesos de congelacién y descongelacién. Con pre-
ferencia, se pueden almacenar de forma estable durante un
periodo de al menos tres meses a dos afios a temperatura de
refrigerador (2-8°C) y a temperatura ambiente (23-27°C) vy
60% de humedad relativa ambiente (RH). Sorprendentemente,
las preparaciones de acuerdo con la invencién son preferen-
temente estables en almacenamiento de al menos seis meses
atn con temperaturas y humedades ambiente elevadas, por
ejemplo a una temperatura de 40°C y 75% de humedad relativa
ambiente.

Por ejemplo las formas sdélidas de acuerdo con la inven-
cién se pueden almacenar de forma estable por secado y cuan-
do es necesario se convierten en una preparacidén farmacéuti-
ca lista para usar por disolucién o suspensidén. Entre los
posibles métodos de secado se cuentan, p.ej;, sin limitacio-
nes, secado bajo gas nitrdgeno, secado en horno de vacio,
liofilizacién, lavado con solventes organicos y posterior

secado al aire, secado en lecho liquido, secado en lecho
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fluido, secado por rocio, secado por rodillo, secado en ca-
pas, secado al aire a temperatura ambiente y otros métodos.

El término “cantidad efectiva” denota 1la cahtidad de un
medicamento o de un ingrediente farmacéutico activo que cau-
sa una respuesta bioldgica o médica en un tejido, sistema,
animal o humano que busca o es de interés, por ejemplo, para
un investigador o médico.

Ademds, el término “cantidad terapéuticamente efectiva”
denota una cantidad que, comparada con un sujeto correspon-
diente que no recibid dicha cantidad, tiene las siguientes
consecuencias: mejor tratamiento, curacién, prevencidén o
eliminacién de una enfermedad, sindrome, estado patolédgico,
molestia, trastorno o prevencién de efectos -secundarios o
también la reduccién del progreso de una enfermedad, moles-
tia o trastorno. El término “cantidad tefapéuticamente efec-
tiva” también abarca las cantidades que son efectivas para
aumentar la funcién fisioldgica normal.

Los medicamentos se pueden qdministraf en forma de do-
sis unitarias que comprenden una cantidad predeterminada de
ingrediente activo por unidad de dosis. Una uniaad de este
tipo puede comprender, por ejemplo, de 0,5 mg a 1 g, prefe-
rentemente de 1 mg a 800 mg, de un ingrediente activo de
acuerdo con la invencién, seguin el estado patolégico trata-
do, el método de administracidén y la edad, el peso y la sa-

lud del paciente. Las formulaciones unitarias de preferencia
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son las que comprenden una dosis o subdosis diaria, segun se
indicdé antes, o una de sus fracciones de ingrediente activo.
Ademis, este tipo de medicamentos se pueden preparar por me-
dio de uno de los procesos generalmente conocidos en el sec-
tor farmacéutico.

Los medicamentos se pueden adaptar para la administra-
cién por alguna via de preferencia, por ejemplo por via oral
(incluyendo bucal o sublingual), rectal, pulmonar, nasal,
topica (incluyendo bucal, sublingual o transdérmica), vagi-
nal o parenteral (incluyendo subcuténea, intramuscular, in-
travenosa o intradérmica). Los medicamentos de este tipo se
pueden preparar mediante todos los procesos conocidos en el
sector farmacéutico, por ejemplo, por combinacién del ingre-
diente activo con el o los excipientes o coadyuvantes.

La administracién parenteral es preferentemente adecua-
da para la administracién de los medicamentos de acuerdo con
la invencién. En el caso de la administracidén parenteral, se
prefieren particularmente las administraciones intravenosa y
subcutanea. En el caso de la administracién intravenosa, 1la
inyeccién se puede aplicar directamente o también como adi-
cién a soluciones por infusiédn.

Los medicamentos para la administracién por via subcu-
tanea son particularmente adecuados, dado que se pueden pre-
parar formulaciones estables muy concentradas con la ayuda

de formas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
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invencién. De ese modo, se pueden obtener las formulaciones

muy concentradas necesarias para la administracidén parente-

ral o subcutanea, y los pequefios volumenes que se pueden ad-
ministrar.

La administracién por via subcutédnea tiene la ventaja
de que el paciente se puede administrar a si mismo el medi-
camento, sin necesidad de ayuda médica experta. Las formas
sélidas de los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la in-
vencién también son adecuados para la preparacidén de medica-
mentos para administrar por via parenteral con liberacidn
lenta, sostenida y/o controlada del ingrediente activo. Los
precipitados y/o cristales de acuerdo con la invencién son
preferentemente en forma de una suspensién que se disuelve
durante un periodo extendido y/o controlado y se encuentra
entonces en el estado nativo y efectivo. Las formas sélidas
de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la invencién también
son, por lo tanto, adecuadas para la preparacién de formula-
ciones de liberacidén retardada, que son ventajosas para el
paciente, dado que la administracién sbélo es necesaria a in-
tervalos relativamente prolongados. Las preparaciones farma-
céuticas de acuerdo con la invencibén también se pueden in-
yectar directamente en el tumor y asi desarrollar su efecto
directamente en el sitio de accidén seglin se pretende.

Los medicamentos adaptados para la administracién pa-

renteral incluyen soluciones para inyeccidédn acuosas y no

b



10

15

20

25

41

acuosas estériles que comprenden antioxidantes, buffers,
bacteriostaticos y solutos, a través de los cuales la formu-
lacién es ispténica con la sangre del receptor que debe ser
tratado; asi como spspensiones estériles acuosas y no acuo-
sas, que pueden comprender medios de suspensién y espesan-
tes. Las formulaciones se pueden administrar en contenedores
de dosis tnica o multiple, p.ej. ampollas selladas y viales,
y almacenar en estado seco pdr congelacién (liofilizado) por
lo que sbélo es necesario agregar el portaddr liquido esté-
ril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes
de usar. Las soluciones y suspensiones para inyeccidén prepa-
radas de acuerdo con la formulacidédn se pueden broducir a
partir de polvos estériles, grénulos y comprimidos.

Las formas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo
con la invencién, opcionalmente en forma redisuelta, también
se pueden administrar en forma de sistemas de suministro de
liposomas, tales como, por ejemplo, pequefias vesiculas uni-
laminares, grandes vesiculas unilaminares y vesiculas multi-
laminares. Los liposomas se pueden formar a partir de diver-
sos fosfolipidos tales como, por ejemplo, colesterol, estea-
rilamina o fosfatidilcolinas.

Las formas sdélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo
con la invencién y sus variantes en forma de precipitado,
redisueltas o suspendidas también se pueden acoplar con po-

limeros solubles como excipientes medicinales dirigidos. Di-
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chos polimeros pueden abarcar polivinilpirrolidona, copoli-
mero de pirano, polihidroxipropilmetacrilamidofenol, polihi-
droxietilaspartamidofenol o polilisina de 6xido de polieti-
leno, sustituido con radicales palmitoilo. Las formas de an-
ticuerpos anti-EGFR se pueden acoplar ademds a una clase de
polimeros biodegradables adecuados para lograr la liberacién
lenta de un medicamento, p.ej. &cido polildctico, poli-
epsilon-caprolactona, &cido polihidroxibutirico, poliortoés-
teres, poliacetales, polidihidroxipiranos, policianocacrila-
tos, &cido polilédctico-co-glicdélico, polimero tales como
conjugados entre dextrano y metacrilatos, polifosfoésteres,
diversos polisacéridos y poliaminas y poli-e-caprolactona,
albimina, quitosano, colégeho 0 gelatina modificada y copo-
limeros de hidrogeles con enlaces cruzados o de bloque anfi-
paticos.

Los medicamentos adaptados para la administracién
transdérmica se pueden aplicar como emplastes para lograr un
contacto extendido estrecho con la epidermis del receptor.
Asi, p.ej., se puede proveer el ingrediente activo desde el
emplaste mediante iontoforesis, como se describe en términos
generales en Pharmaceutical Research, 3(6), 318 (1986).

Los medicamentos adaptados para la administracién tépi-
ca se pueden formular como ungﬁentos,'cremas, suspenéiones,
lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, rocilos, aeroso-

les o aceites.
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Para el tratamiento del ojo o de otros tejidos exter-
nos, por ejemplo la boca y la piel, las formulaciones se ad-
ministran preferentemehte como ungliento tépico o crema. En
el caso de la formulacidén como ungiiento, el ingrediente ac-
tivo se puede emplear con una base de crema con parafina o
miscible con agua. De modo alternativo, el ingrediente acti-
vo se puede formular para dar una crema con una base de cre-
ma de aceite en agua o una base de agua en aceite.

Los medicamentos adaptados para la administracién tépi-
ca del ojo incluyen gotas oftdlmicas, donde el ingrediente
activo se disuelve o se suspende en un excipiente adecuado,
en particular un solvente acuoso.

Los medicamentos adaptados para la administracién rec-
tal se pueden suministfar en forma de supositorios o enemas.

Los medicamentos adaptados para la administracién por
inhalacién abarcan polvos o vapores finamente particulados
que pueden ser producidos mediante diversos tipos de dispen-
sadores a presién con aerosoles, atomizadores o insuflado-
res. A los fines de la presente invencién, se da particular
preferencia a los polvos de las formas sélidas de los anti-
cuerpos anti-EGFR de acuerdo con la invencién para la admi-
nistracién como inhalante.

Los medicamentos adaptados a la administracién vaginal

se pueden suministrar como pesarios, tampones, cremas, ge-

les, pastas, espumas o formulaciones en aerosol.
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Es obvio que, ademds de los constituyentes particular-
mente mencionados con anterioridad, los ~medicamentos de
acuerdo con la invencién también pueden comprender otros
agentes habituales en el sector con relacidén al tipo parti-
cular de formulacidén farmacéutica.
La invencidén ademds se refiere a equipos (kits) com-
puestos por paquetes separados de
a) una cantidad efectiva de un precipitado y/o cristal de un
anticuerpo anti-EGFR, preferentemente de un anticuerpo
anti-EGFR monoclonal, con particular preferencia de Mab
C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000) y/o de sus va-
riantes o fragmentos en forma de precipitado, en forma
redisuelta o suspendida y

b) una cantidad efectiva de otro medicamento o ingrediente
activo.

El kit contiene recipientes adecuados, tales como cajas
o cartones, frascos, bolsas o ampollas individuales. EI1
equipo puede contener, por ejemplo, ampollas separadas, don-
de cada una contiene una cantidad efectiva de una forma sdé-
lida de acuerdo con la invencidén, opcionalmente en forma re-
disuelta, y una cantidad efectiva de otro ingrediente activo
medicamentoso en forma disuelta o liofilizada.

Una cantidad terapéuticamente eféctiva de una forma sé-
lida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con la invencidn

depende de varios factores, tales como, por ejemplo, la edad
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y el peso, el estado patoldégico preciso que requiere trata-

miento y su gravedad, la naturaleza de la formulacién y el

método de administracién, y en uUltima instancia es determi-
nado por el médico o veterinario tratante. No obstante, una
cantidad efectiva de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con
la invencidén para el tratamiento de un desarrollo neoplasi-
co, por ejemplo cédncer intestinal o de mama, OSgila general-
mente en el rango de 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal del
receptor (mamifero) por dia y, en particular, tipicamente en
el rango del 1 a 10 mg/kg de peso corporal por dia. Por 1lo
tantb, la cantidad real por dia para un mamifero adulto que
pesa 70 kg seria usualmente de entre 70 y 700 mg, donde esta
cantidad se puede dar como dosis tUnica por dia o usualmente
en una serie de subdosis (tales como, p.ej., dos, tres, cua-
tro, cinco o seis) por dia, dé modo que la dosis diaria to-
tal es la misma. El titulo de anticuerpo adecuado se deter-
mina mediante métodos conocidos por el especialista en el
arte. La dosis propuesta para la administracién suele ser
suficiente para lograr la accién inhibidora del tumor busca-
da. No obstante, también se debe elegir la dosis méas bajé
posibie para no tener efectos secundarios indeseados, tales
como reacciones cruzadas, reacciones anafilacticas o simila-,

res.
Y

La invencién también se refiere al uso de formas séli-

das de acuerdo con la invencién para la preparacién de un’
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medicamento que comprende el anticuerpo bioldégicamente acti-
vo 'y/o una de sus variantes y/o fragmentos en forma de pre-
cipitado no cristalino, precipitado cristalino o en forma
disuelta o suspendida.

Los medicamentos de acuerdo con la invencidén se pueden
usar, en particular, para la prevencién y/o el tratamiento
de enfermedades y estados patoldégicos. En consecuencia, la
invencién se refiere al uso de formas sbélidas de anticuerpos
anti-EGFR de acuerdo con la invencidn, preferentemente anti-
cuerpos monoclonales anti-EGFR, con particular preferencia
Mab C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000) y/o sus varian-
tes o fragmentos en forma de precipitado, redisuelta o sus-
pendida para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento y/o la prevencién de enfermedades.

Se ha demostrado en diversos estudios in vitro e in vi-
vo que el bloqueo de EGFR por anticuerpos actla contra los
tumores en diversos niveles, por ejemplo por inhibicidén de
la proliferacién de células cancerosas, reduccién de angio-
génesis mediada por un tumor, induccién de apoptosis de cé-
lulas cancerosas y aumento de los efectos tdxicos de la ra-
dioterapia y la quimioterapia convencional.

Los medicamentos que comprenden formas sdélidas de los
anticuerpos de acuerdo con la invencién en forma redisuelta
o suspendida son capaces de regular, modular o inhibir efec-

tivamente EGFR y, por ello, se pueden emplear para la pre-
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vencidén y/o el tratamiento de enfermedades conectadas con la
actividad de EGFR no regulada o alterada. En particular, las
formas sélidas de los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con
la invencién puede emplearse, en consecuencia, en el trata-
miento de ciertas formas de cédncer y en enfermedades causa-
das por angiogénesis patoldgica, tales como retinopatia dia-
bética o inflamaciédn.

En consecuencia, la invéncién también se refiere al uso
de formas sdélidas de acuerdo con la invencidédn en forma de
precipitado, redisuelta o resuspendida para la preparacidén
de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencidén de
enfermedades causadas, mediadas y/o propagadas por EGFR y/o
por la transduccién de sefiales mediadas por EGFR.

Los medicamentos de acuerdo con la invencidén son parti-
cularmente adecuados para el tratamiento y/o la prevencién
del céncer, p.ej. carcinomas sdélidos tales como p.ej., car-
cinomas (p.ej. de pulmdn, péncreas, tiroides, vejiga o co-
lon), enfermedades mieloides (p.ej. leucemia mieloide) o
adenomas (por ejemplo adenoma colénica velludo), angiogéne-
sis patolégica y migracidén de células metastdticas. Los me-
dicamentos también son utiles para el tratamiento de infla-
macién crénica dependiente de la activacidén del complemento
(Niculescu et al. (2002) Immunol Res., 24: 191-199) e inmu-
nodeficiencia inducida por VIH-1 (virus de inmunodeficiencia

humana tipo 1) (Popik et al. (1998) J Virol, 72: 6406-6413).
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Ademéds; los presentes medicamentos son adecuados como
ingredientes activos farmacéuticos para mamiferos, en parti-
cular los seres humanos, para el tratamiento enfermedades
inducidas por EGFR. El término “enfermedades inducidas por
EGFR” se refiere a estados patoldgicos dependientes de 1la
actividad de EGFR. EGFR interviene directa o indiréctamente
en las vias de transduccidén de sefiales de diversas activida-
des celulares, por ejemplo proliferacidén, adhesidédn y migra-
cién, asi como la diferenciacién. Las enfermedades asociadas
con la actividad de EGFR incluyen la proliferacidén de célu-
las tumorales, la neovascularizacidn patolégica.que favorece
el crecimiento de tumores sdélidos, la neovascularizacidén en
el ojo (retinopatia diabética, degeneracién macular inducida
por la edad y similares) e inflamacién (psoriasis, artritis
reumatoidea y similares).

Las enfermedades analizadas aqui se suelen dividir en
dos grupos: enfermedades hiperproliferativas y no hiperpro-
liferativas. En esta conexién, se consideran enfermedades no
cancerosas: psoriasis, artritis, inflamacién, endometriosis,
cicatrizacién, hiperplasia benigna de préstata, enfermedades
inmunolégicas, enfermedades autoinmunes y enfermedades de
inmunodeficiencia, de las cuales artritis, inflamacién, en-
fermedades inmunolégicas, enfermedades autoinmunes y enfer-
medades de inmunodeficiencia se suelen considerar enfermeda-

des no hiperproliferativas.
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En esta conexién, se consideran enfermedades cancerosas
el cancer de cerebro, cancer de pulmdén, carcinoma de células
escamosas, céncer de vejiga, céancer de estémagb, cancer de
pancreas, cancer de higado, céncer»de rifién, ééncer colo-
rrectal, céncer de mama, cancer de cabeza, céncer de cuello,
cédncer de esbéfago, cancer ginecoldgico, céncer de tiroides,
linfoma, leucemia crénica y leucemia aguda, y todos se sue-
len incluir en el grupo de enfermedades hiperproliferativas.
En particular, el desarrollo de las células cancerosas y en
particular el crecimiento de células cancerosas mediado di-
rectamente o indirectamente por EGFR es uné enfermedad que
representa un objeto de la presente invenciédn.

Se puede demostrar que los medicamentos de acuerdo con
la invencidén tienen accidén antiproliferativa in vivo en un
modelo de tumor de xenotrasplante. Los medicamentos de
acuerdo con la invencién se administran a un paciente con
una enfermedad hiperproliferativa, por ejemplo para inhibir
el desarrollo del tumor, para reducir la inflamacién asocia-
da a una enfermedad linfoproliferativa, para inhibir el re-
chazo a un trasplante o el dafio neuroldgico debido a la re-
paracién tisular, etc. Los presentes medicamentos son dtiles
para fines preventivos o terapéuticos. Tal como se usa en la
presente, el término “tratar” se usa como‘referencia tanto a
la prevencién de enfermedades como al tratamiento de las mo-

lestias existentes. La prevencidén de la proliferacidn se lo-
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gra por la administracién de los medicamentos de acuerdo con
la invencidén antes del desarrollo de la enfermedad evidente,
por ejemplo, para evitar el crecimiento del tumor, prevenir
el crecimiento metastédtico, reduccidén de la restenosis aso-
ciada con la cirugia cardiovascular, etc. De modo alternati-
vo, los medicamentos se usan para el tratamiento de enferme-
dades continuas al estabilizar o mejorar los sintomas clini-
cos del paciente.

El huésped o paciente puede pertenecer a cualquier es-
pecie de mamifero, por ejemplo, una especie de primate, y en
particular humanos y roedores, por ejemplo ratones, ratas y
hamsteres, conejos, caballos, vacas, perros, gatos, etc. Los
modelos animales son de interés para estudios de experimen-
tacién, pues proveen un modelo para el tratamiento de la en-
fermedad humana.

La receptividad de cierta célula al tratamiento con los
medicamentos de acuerdo con la invencién se puede determinar
mediante pruebas in vitro. Tipicamente, un cultivo de la cé-
lula se incuba con un medicamento de acuerdo con la inven-
cién con diferentes concentraciones durante un periodo sufi-
ciente para permitir qué los ingredientes activos induzcan
la muerte celular o inhiban la migracién, por lo general en-
tre aproximadamente una hora y una semana. Las pruebas in
vitro se pueden llevar a cabo mediante células cultivadas

provenientes de una muestra de biopsia. Luego se cuentan las
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células vitales remanentes después del tratamiento.

La dosis varia segiin los medicamentos especificos uti-
lizados, la enfermedad especifica, el estado del paciente,
etc. Tipicamente, una dosis terapéutica es suficiente para
reducir considerableﬁente la poblacidén celular indeseada en
el tejido blanco, mientras se mantiene la vitalidad del pa-
ciente. Generalmente se contin@la el tratamiento hasta obte-

ner una reduccién considerable, por ejemplo una reduccién de

al menos aproximadamente el 50% del recuento celular especi-

fico, y se puede continuar hasta que esencialmente no se de-
tecten células no deseadas en el organismo.

Existen diversos sistemas de ensayo para la identifica-
cién de inhibidores de EGFR. En el ensayo de proximidad de
centelleo (Sorg et al., J. of. Biomolecular Screening, 2002.
7, 11-19) y el ensayo con placa flash se mide la fosforila-
cidén radiactiva de una proteina o péptido como sustrato, me-
diante YATP. En presencia de un compuesto inhibidor se puede
detectar una sefial radiactiva reducida o nula. Ademds, las
tecnologias de transferencia de energia de resonancia fluo-
rescente homogénea por resolucién en el tiempo (HTR-FRET) vy
polarizacién de fluorescencia (FP) son Gtiles como métodos
de ensayo (Sills et al., J. of Biomolecular Screening, 2002,
191-214) . | |

Otros métodos de ensayo no radiactivos por ELISA utili-

zan fosfo-anticuerpos especificos (fosfo-AB). Los fosfo—AB
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sélo se unen al sustrato fosforilado. Esta unién se puede
detectar mediante un segundo anticuerpo antioveja conjugado
a peroxidasa por quimioluminiscencia (Ross et al., 2002,
Biochem. J., en imprenta, manuscrito BJ20020786).

Existen muchas enfermedades y estados patolégicos aso-
ciados con la desregulacién de la proliferacién celular y la
muerte celular (apoptosis). Las enfermedades y los estados
patoldégicos que se pueden tratar, prevenir 6 aliviar median-
te medicamentos de acuerdo con la invencién incluyen las en-
fermedades y los estados patoldgicos enumerados mas adelan-
te, pero sin limitaciones. Los medicamentos de acuerdo con
la invencidén son utiles para el tratamiento y/o la preven-
cidén de varias enfermedades y estados patolégicos diversos,
que afectan la proliferacién y/o la migracidén de células
musculares lisas y/o células inflamatorias en la capa intima
de un vaso, lo que da por resultado una restriccién del flu-
jo sanguineo a través de dicho vaso, por ejemplo en lesiones
oclusivas de la neointima. Entre‘las'enfermedades oclusivas
de vasos por trasplante se incluyen aterosclerosis, enferme-
dad vascular coronaria tras trasplante, estenosis de vena
trasplantada, restenosis de prétesis perianastomdtica, res-
tenosis posterior a angioplastia o colocacién de stents vy
similares.

La presente invencidén se refiere al uso de medicamentos

de acuerdo con la invencidn para el tratamiento o la preven-
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cién de cancer. En consecuencia, la invencién se refiere con
particular preferencia al uso de formas sdlidas dé anticuer-
pos anti-EGFR de acuerdo con la invencidén para la prepara-
cién de un medicamento para el tratamiento y/o la prevenciéﬁ
de tumores y/o metastasis de tumores, donde el tumor se se-
lecciona con particular preferencia del grupo formado por

tumor de cerebro, tumor del tracto urogenital, tumor del

. sistema linfatico, tumor de estdémago, tumor de laringe, tu-

mor de leucemia monocitica, adenocarcinoma de pulmén, carci-
noma de pulmén de células pequefias, cancer de pancreas,
glioblastoma y carcinoma de mama, sin restricciones.

La invencién también se refiere al uso de medicamentos
de acuerdo con la invencién para la preparacién de un medi-
camento para el tratamiento de enfermedades seleccionadas
del grupo formado por enfermedades cancerosas que consiste
en carcinoma de células escamosas, cidncer de vejiga, céancer
de estémago, céncer de higado, céncer de rifidn, cancer colo-
rrectal, cancer de mama, cancer de cabeza, cdncer de cuello,
caéncer de esdéfago, céncer ginecolégico, ééncer de péncfeas,
linfoma, leucemia crénica y leucemia aguda.

Los medicamentos de acuerdo con la invencién se pueden
administrar a pacientes para el tratamiento de cancer. Los
presentes medicamentos inhiben la angiogénesis tumoral vy,
asi, influyen sobre el desarrollo de los tumores (J. Rak et

al., Cancer Research, 55: 4575-4580, 1995). Las propiedades
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inhibidoras de la angiogénesis de los medicamentos de acuer-
do con la invencién también son adecuados para el tratamien-
to de ciertas formas de ceguera asociada a la neovasculari-
zacién de la retina.

En consecuencia, la invencidén también se refiere al uso
de formas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién en sus formas debprecipitado, redisuelta o suspen-
dida para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento y/o la prevencién de enfermedades causadas, mediadas
y/o propagadas por angiogénesis.

Una enfermedad de este tipo que incluye angiogénesis es
una enfermedad ocular, tales como vascularizacién retiniana,
retinopatia diabética, degeneracién macular inducida por la
edad y similares.

En consecuencia, la invencidén también se refiere al uso
de formas sdélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién en sus formas de precipitado, redisuelta o suspen-
dida para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento y/o la prevencién de enfermedades seleccionadas del
grupo formado por vascularizacién de la retina, retinopatia
diabética, degeneracién macular inducida por la edad y/o en-
fermedades inflamatorias.

La invencién se refiere, ademds, al uso de medicamentos
de acuerdo con la invencidn para el tratamiento y/o la pre-

vencién de enfermedades seleccionadas del grupo formado por
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psoriasis, artritis reumatoidea, dermatitis de cdntacto, re-
accién de hipersensibilidad de tipo tardio, inflamacidn, en-
dometriosis, cicatrizacién, hiperplasia benigna de préstata,
enfermedades inmunolégicas, enfermedades autoinmunes y en-
fermedades de inmunodeficiencia.

La invencidén también se refiere al uso de medicamentos
de acuerdo con la invencién para el tratamiento y/o la pre-
vencién de osteopatias seleccionadas del grupo formado por
osteosarcoma, osteoartritis y raquitismo.

Los medicamentos de acuerdo con la invencidén también se
pueden usar para proporcionar efectos aditivos o sinérgicos
en ciertas quimioterapias e irradiaciones existentes contra
el céncer, y/o se pueden usar para restablecer la eficacia
de ciertas quimioterapias e irradiaciones existentes contra
el céancer.

En consecuencia, la invencién también se refiere al uso
de formas sbélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién en sus formas de precipitado, redisuelta o sus-
pendida para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento y/o la prevencién de enfermedades donde se administra
una cantidad terapéuticamente efectiva de una forma sdélida
de acuerdo con la invencién en sus formas de precipitado,
redisuelta o suspendida en combinacién con un compuesto del
grupo formado por 1) modulador de receptor de estrégeno, 2)

modulador de receptor de andrdégeno, 3) modulador de receptor
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de retinoide, 4) agente citotdxico, 5) agente antiprolif-
erativo, 6) inhibidores de prenil proteina transferasa, 7)
inhibidofes de HMG-CoA reductasa, 8) inhibidores de proteasa
de VIH 9) inhibidores de la transcriptasa inversa, 10) in-
hibidores de receptor de factor de crecimiento y 11) inhibi-
dores de angiogénesis.

En consecuencia, la invencidén también se refiere al uso
de formas sdélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencidén en sus formas de precipitado, redisuelta o sus-
pendida para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento y/o la prevencién de enfermedades en donde se admi-
nistra una cantidad terapéuticamente efectiva de una forma
sbélida de acuerdo con la invencidén en sus formas de precipi-
tado, redisuelta o suspendida en combinacién con radiotera-
pia y un compuesto del grupo formado por 1) modulador de re-
ceptor de estrdbébgeno, 2) modulador de receptor de andrdgeno,
3) modulador de receptor de retinoide 4) agente citotéxico,
5) agente antiproliferativo, 6) inhibidores de prenil pro-
teina transferasa, 7) inhibidores de HMG-CoA reductasa, 8)
inhibidores de proteasa de VIH 9) inhibidores de transcrip-
tasa inversa, 10) inhibidores de receptor de factor de cre-
cimiento y 11) inhibidores de angiogénesis.

En consecuencia, los medicamentos de acuerdo con la in-
vencidén también se pueden administrar junto con otros agen-

tes terapéuticos bien conocidos que se seleccionan por su
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particular utilidad contra la condicién que se trata. Por
ejemplo, en el caso de condiciones patoldgicas Oseas, entre
las combinaciones que serian favofables se incluyen las que
contienen bisfosfonatos antirresortivos, tales como alendro-
nato y risedronato, bloqueadores de integrina (como se defi-
ne mas adelante), tales como antagonistas avR3, estrdégenos
conjugados utilizados en terapia de reemplazo hormonal, ta-
les como Prempro®, Premarin® y Eﬁdometrion®; moduladores se-
lectivos de receptor de estrdégenos (SERM), tales como ra-
loxifeno, droloxiféno, CP-336.156 (Pfizer) y lasofoxifeno,
inhibidores de catepsina K e inhibidores de bomba de proto-
nes ATP.

Los presentes medicamentos también son adecuados para
la combinacién con agentes anticancerosos conocidos. Estos
agentes anticancerosos conocidos incluyen los siguientes:
moduladqres de receptor de estrdgeno, moduladores de recep-
tor de andrdégenos, moduladores de receptor de retinoide,
agentes citotéxicos, agentes antiproliferativos, inhibidores
de prenil proteina transferasa, inhibidores de HMG-CoA re-
ductasa, inhibidores de proteasa de VIH, inhibidores de
transcriptasa inversa, inhibidores de factor de crecimiento
e inhibidores de angiogénesis. Los presentes compuestos son

particularmente adecuados para administrar al mismo tiempo

‘que la radioterapia.

“"Moduladores de receptor de estrdgenos” se refiere a
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compuestos que interfieren con o inhiben la unién del estréd-
geno al receptor, sinAimportar el mecanismo. Entre los ejem-
plos de mpduladores de receptor de estrégenos se incluyen,
sin limitaciones, tamoxifeno, raloxifeno, idoxifeno,
LY353381, LY 117081, toremifeno, fulvestrant, 2,2-dimetil-
propancato de 4-[7-(2,2-dimetil-l-oxopropoxi-4-metil-2-[4-
[2-(l-piperidinil)etoxilfenil]-2H-1-benzopiran-3-il}fenilo,
4,4'-dihidroxibenzofenon-2,4-dinitrofenilhidrazona y SH646.
“Moduladores de receptor de andrédgeno” se refiere a
compuestos que interfieren con o inhiben la unidén de los an-
drbégenos con el receptor, sin importar el mecanismo. Ejem-
plos de moduladores de receptor de andrdégenos incluyen fi-
nasterida y otros inhibidores de 5a-reductasa, nilutamida,
flutamida, bicalutamida, liarozol y acetato de abiraterona.
“Moduladores de receptor de retinoide” se refiere a
compuestos que interfieren con o inhiben la unidén de los re-
tinoides con el receptor, sin importar el mecanismo. Ejem-
plos de moduladores de receptor de retinoides incluyen bexa-

roteno, tretinoina, &cido 13-cis-retinoico, &cido 9-cis-

' retinoico, oa-difluorometilornitina, ILX23-7553, trans-N—(4'-

hidroxifenil)retinamida y N-4-carboxifenilretinamida.
“Agentes citotéxicos” se refiere a compuestos que dan

por resultado la muerte celular, principalmente por accidn

directa sobre la funcidén celular, o inhiben o interfieren

con la miosis celular, e incluyen agentes alquilantes, fac-

21
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tores de necrosis tumpral, intercaladores, inhibidores de
microtubulina e inhibidores dé topoisomerasa. |

Ejemplos de agentes citotéxicos incluyen, sin limita-
ciones, tirapazimina, sertenef, caquectina, ifosfamida, ta-
sonermina, lonidamina, carboplatino, altrétamina, prednimus-
tina, dibromodulcitol, ranimustina, fotemustina, nedaplati-
no, oxaliplatino, temozolomida, heptaplatino, estramustina,
tosilato de improsulfano, trofosfamida, nimustina, cloruro
de dibrospidio, pumitepa, lobaplatino, satraplatino, profi-
romicina, cisplatino, irofulveno, dexifosfamida, cis—-
aminodicloro(2-metilpiridina)platino, bencilguanina, glufos-
famida, GPX100, tetracloruro de (trans,trans,trans)-bis-mu-
(hexan-1, 6-diamin)-mu-[diamin-platino
(IT)lbis[diamin(cloro)platino (II)], diarizidinil-espermina,
triéxido de arséniéo, 1-(11l-dodecilamino-10-hidroxiundecil) -
3,7-dimetilxantina, zorrubicina, idarrubicina, daunorrubici-
na, bisantreno, mitoxantrona, pirarrubicina, pinafida, val-
rubicina, amrubicina, antineoplastona, 3’ -desamino-3’ -
morfolino—lB—deSOXO*lO*hidroxicarminomiciha, anamicina, ga-
larrubicina, elinafida, MEN10755 y 4-desmetoxi-3~desamino-3-
azindinil-4-metilsulfonildaunorrubicina (véase el documento
WO 00/50032).

Ejemplos de inhibidores de microtubulina incluyen pa-
clitaxel, sulfato de vindesina, 3’,4’-dideshidro-4’-desoxi-

8’ -norvincaleucoblastina, docetaxol, rizoxina, dolastatina,



10

15

20

25

60

isetionato de mivobulina, auristatina, cemadotina,
RPR109881, BMS184476, vinflunina, criptoficina, 2,3,4,5,6-
pentafluoro-N-(3-fluoro-4-metoxifenil)bencensulfonamida, an-
hidrovinblastina, N,N-dimetil-L-valil-L-valil-N-metil-L-
valil-L-prolil-L-prolin-t-butilamida, TDX258 y BMS188797.
Algunos ejemplos de inhibidores de topoisomerasa son
topotecano, hicaptamina, irinotecano, rubitecano, 6-etoxi-
propionil-3’,4’ -O-exobencilidencartreusin, 9-metoxi-N,N-dime~
til-5-nitropirazolo[3,4,5-kl]lacridin-2-(6H)-propanamina, 1-
amino-9-etil-5~fluoro-2,3~-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H, 12H~-
benzo[del-piran([3’,4’:b,7]-indolizino(l,2b]l-quinolin-10,13-
(9H, 15H) diona, lurtotecano, 7-[2-(N-isopropilamino)etil]-
(20S) camptotecina, BNP1350, BNPI1100, BN80915, BN80942, fos-
fato de etopdsido, tenipdsido, sobuzoxano, 2’-dimetilamino-
2’—désoxietopésido, GL331, N—[2~(dimetilamino)etil]—9—hidro-
xi-5,6-dimetil-6H-pirido(4,3-b]carbazol-1-carboxamida, asu-
lacrina, (5a,5aB, 8aa, 9)-9-[2-[N-[2-(dimetilamino)etil]-N-
metilaminoletil]-5-[4-hidroxi-3,5~-dimetoxifenil]-5,5a,6,8,
8a, 9-hexohidrofuro(3’,4’:6,7)-nafto-(2,3-d)-1,3-dioxol-6-
ona, 2,3-(metilendioxi)~-5-metil-7-hidroxi-8-metoxiben-
zo[c]fenantridinio, 6,9-bis[(2-aminocetil)aminolbenzo[g]iso-
quinolin-5,10-diona, 5-(3~ aminopropilamino)-7,10-dihidroxi-
2—(2—hierxietilaminometil)—6H~pirazolo[4,5,l—de]acridin—6—
ona, N-[1-[2-(dietilamino)etilamino]-7-metoxi-9-oxo-9H-tio-

xanten—-4-ilmetil] formamida, N-(2-(dimetilamino)etil)acridin-
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4-carboxamida, 6-[[2-(dimetilamino)etil]amino]-3-hidroxi-7H-

indeno([2,1-c]lquinolin~7-ona y dimesna.

“Agentes antiproliferativos” incluyen oligonucledétidos

de ARN y ADN antisentido, tales como G3139, ODN698, RVAS-
KRAS, GEM231 e INX3001, vy antimetabolitos tales como enoci-
tabina, carmofur, tegafur, pentostatina, doxifluridina, tri-
metrexato, fludarabina, capecitabina, galocitabina, oéfosfa—
to de citarabina, hidrato de fosteabina de sodio, ralti-
trexed, paltitrexid, emitefur, tiazofurina, decitabina, no-
latrexed, pemetrexed, nelzarabina, 2’'-desoxi-2'-metiliden-
citidina, 2’-fluorometilen-2’'-desoxicitidina, N-[5-(2,3-di-
hidrobenzofuril)sulfonil]-N’-(3,4-diclorofenil)urea, N6-(4-
desoxi~-4-[N2-[2 (E), 4 (E) -tetradecadienoil]glicilamino]-L~
glicero—B—L—manoheptopiranosil]adeniné, aplidina, ecteinas-
cidina, troxacitabina, &cido 4-[2-amino-4-oxo-4,6,7,8-tetra-
hidro-3H-pirimidino{5,4-b]-1,4~-tiazin-6-i1-(S)-etil]-2,5~-

tienoil-L-glutémico, aminopterina, 5-fluorouracilo, alanosi-
na, éster del &cido ll-acetil-8-(carbamoiloximetil)-4-for-
mil-6-metoxi-l4-oxa-1,1l1-diazatetra-ciclo(7.4.1.0.0)tetra-

deca—2,4,6—trien—9—il—acético, swainsonina, lometrexol, dex-
razoxano, metioninasa, 2’-ciano-2’-desoxi-N4-palmitoil-1-B-
D-arabinofuranosil-citosina y tiosemicarbazona de 3-ami-
nopiridin-2-carboxaldehido. “Agentes antiproliferativos”
también incluyen anticuerpos monoclonales contra factores de

crecimiento distintos de los enumerados anteés bajo “inhibi-
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dores de angiogénesis”, tales como trastuzumab, y genes su-
presores de tumores, tales como p53 que se pueden proveer a
través dé una transferencia génica mediada por virus recom-
binante (véase patente US N° 6.069.134, p.ej.). Los medica-
mentos de acuerdo con la invencidén también se pueden admi-
nistrar en combinacién con todos los demé&s anticuerpos tera-
péuticos conocidos por los expertos en el arte o los ingre-
dientes farmacéuticos activos que son adecuados en conexidn
con las enfermedades antes mencionadas.

Ademds, las formas sélidas segun la invencidén de 1los
anticuerpos de acuerdo con la invencién en sus formas de
precipitado, redisuelta o suspendida se pueden usar para el
aislamiento y la investigacién de la actividad o la expre-
sién de EGFR. Ademés, son.particularmente adecuados para serxr
usados como métodos de diagnéstico de enfermedades relacio-
nadas con la actividad no regulada o alterada de EGFR. En
consecuencia, la invencidén también se refiere al uso de for-
mas sbélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la in-
vencién en sus formas de precipitado, redisuelta o suspendi-
da como activadores o inhibidores de EGFR, con particular
preferencia como inhibidores de EGFR. |

Con fines diagnésticos, los anticuerpos de acuerdo con
la invencién pueden recibir, por ejemplo, una marca radiac-
tiva. Un método de rotulado preferido es el método de yodo-

génico (Fraker et al., 1978). Con fines diagndsticos, el an-
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ticuerpo usado con particular preferencia es el fragmento
F(ab’)2. Asi se obtienen excelentes resultados, lo cual sig-
nifica que ﬁo es necesaiio restar el fondo. Los fragmentos
de este tipo se pueden preparar mediante los métodos conoci-
dos (por ejemplo, Herlyn et al., 1983). En general se reali-
za la digestidén con pepsina en pH &cido, y los fragmentos se

separan de la IgG no digerida y de los fragmentos de cadenas

'pesadas mediante cromatografia de proteina A en Sepharose™.

Los precipitados y/o cristales de acuerdo con la inven-
cidén preferentemente exhiben una actividad biolégica venta-

josa, que se detecta con facilidad en los ensayos de enzima,

como se describe en los ejemplos. En los ensayos basados en

enéimas de este tipo, los antibuerpos de acuerdo con la in-
vencidén preferentemente exhiben y causan un efecto inhibito-
rio, que se suele documentar mediante valores de ICs50 en un
rango adecuado, preferentemente en el rango micromolar, vy
méds preferentemente en el rango nanomolar.

Métodos de determinaciédn

Respecto de los métodos de detérminacién, la presente
invencién abarca todos los métodos de determinaciédn conoci-
dos por loé expertos en el arte o de la bibliografia.

Las estructuras cristalinas se pueden determinar, por
ejemplo, respecto del espectro de difraccién en la medicién
de la difraccidén por rayos X. En particular, las estructuras

cristalinas de los anticuerpos de acuerdo con la invencién

4
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se pueden determinar mediante estudios con microscopia me-
diante filtros polarizados. Otros métodos de determinacidn,
sin restricciones, abarcan las microfofografias electrdéni-
cas.

La determinacién del tamafio de la proteina, la integri-
dad estructural, la pureza o el patrén de glucosilacién de
las formas sélidas de acuerdo con la invencidén en sus formas
de precipitado, redisuelta o suspendida abarcan, sin res-
tricciones, SE-HPLC, mapeo peptidico (digestidn), secuencia

de N-terminal, SDS-PAGE, gel de gradiente TRIS/glicina (no

reductor), el método FTIR (espectro infrarrojo de transfor-

macién de Fourier), CD (dicroismo circular), espectroscopia
RAMAN, tincién de hidratos de carbono (método PAS), pexrfil
de oligosacéaridos, determinacién de la composicién de mono-
sacaridos y enfoque isoeléctrico.

La estabilidad de las formas sdélidas o formulaciones de
acuerdo con la invencién se pueden determinar, por ejemplo,
sin restricciones, con la ayuda de programas de estabiliza-
cién, por ejemplo almacenamiento a 25°C y 60% de humedad re-
lativa ambiente y a 40°C y 70% de humedad relativa ambiente
durante un periodo extenso y determinacién de la estabilidad
o la integridad estructural de la proteina a intervalos re-
gulares, por ejemplo mediante los métodos de determinacidén
antes mencionados (SE-HPLC, FT-IR, SDS—-PAGE (reductor o no

reductor) ).
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Los métodos para la determinacién de la actividad bio-
légica o la eficacia de las formas sélidas de acuerdo con la
invencién en sus formas de precipitado cristalino, precipi-
tado no cristalino, forma disuelta o suspendida abarcan, por
ejemplo, sin limitaciones, ELISA, ensayos biolégicos celula-
res, FTIR o CD.

La determinacién de la reduccién de la tendéncia a la
agregacién de las formas sdélidas de acuerdo con la invencidn
en sus formas de precipitado cristalino, precipitado no
cristalino, disuelta o suspendida y, en consecuencia, la po-
sibilidad de preparar formulaciones muy concentradas, el ta-
mafio del cristal o el tamafio del precipitado abarcan, por

ejemplo, sin limitaciones, la inspeccién visual, el andlisis

de particulas sub-visibles, nefelometria o turbidimetria o

caracterizacién dindmica de la dispersién de la luz.

Previa y posteriormente, todas las temperaturas estéan
indicadas en °C. En los siguientes ejemplos, “elaboracidn
convencional” significa que se agrega agua de ser necesario,
y si es necesario se ajusta el pH entre 2 y 10, segtn la
constitucién del producto final.

Ejemplo 1: Agentes y condiciones de precipitacién y/o cris-
talizacién que se pueden usar de acuerdo con la invencidn

La siguiente lista incluye en cada caso todos los
hidratos, sales y derivados viables relacionados de dichos

compuestos gque son conocidos por el especialista en el arte.
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1. Reactivos de precipitacién:

1.1 Sales:

Por ejemplo, acetato de sodio trihidrato, cloruro de pota-
sio, cloruro de sodio, citrato trisédico dihidrato, hidrége-
no-fosfato dipotésico, hidrégeno-fosfato disdédico dihidrato,
sulfato de amonio, acetato de amonio, bromuro de amonio,
cloruro de amonio, citrato de triamonio, hidrégeno-citrato
de diamonio, dihidrégeno-fosfato de amonio, hidrégeno-fosfa-
to de diamonio; tartrato de diamonio, &cido citrico monohi-
drato, imidazol, acetato de potasio, bromuro de potasio, ci-
trato tripotésico monohidrato, dihidrégeno-fosfato de pota-
sio, sulfato de potasio, acetato de magnesio tetrahidrato,
bromuro de magnesio hexahidrato, cloruro de magnesio hexahi-
drato, sulfato de magnesio heptahidrato, dihidrégeno-fosfato
sédico monohidrato, sulfato de sodio decahidrato, prolina,
acido succinico, acetato de zinc dihidrato, sulfato de zinc
heptahidrato.

1.2 Polimeros:

por ejemplo polietilenglicol (PEG):

ciclodextrinas, dextrano, carboximetilcelulosa sédica (Na-
CMC), poloxamero, é&cido poliacrilico, polietilenglicolmono-
metiléter (mPEG), polipropilenglicol (PPG), alcohol polivi-
nilico (PVA), polivinilpirrolidona (PVP).

1.3 Solventes orgdnicos:

por ejemplo, etanol, glicerol.
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2. Coadyuvantes:

por ejemplo, sustancias que modifican la viscosidad, deter-
gentes (por ejemplo Tween®, Solutol® HS 15, Pluronic®, Cre-
mophor® EL, Avacel® 20, polioxietilensorbitano monooleato),
agentes de reduccidén (glutatidn 2—merCaptoefanol, ditiotrei-
tol), agentes de complejacién (EDTA, EGTA).

3. Buffers:

por ejemplo, buffer de fosfato: fosfato de Na (o K), también
con adicidén de agentes isotdénicos (por ejemplo NaCl (o
KCl)), pH posible aproximédamente 6,0-8,2

buffer de citrato: citrato de Na o &cido citrico, pH posible
aproximadamente 2,2-6,5, también con adicidén de agentes iso-
ténicos (por ejemplo, NaCl); también se pueden concebir
otras sales para la isotonizacién |

buffer de succinato: pH aproximadamente 4,8 - 6,3

buffer de acetato: acetato de sodio, pH aproximadamente 2,5-
6

buffer de hiétidina: pH aproximadamente 6,0 - 7,8

dcido glutémico: pH 8,0 a 10,2

glicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina): pH aproximadamente
8,6 a 10,6

buffer de glicinato: pH aproximadamente 6,5 - 7,5

imidazol: pH 6,2 a 7,8

cloruro de potasio: pH aproximadamente 1,0 a 2,2

buffer de lactato: pH aproximadamente 3,0 - 6,0
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buffer de maleato: pH aproximadamente 2,5-5,0
buffer de tartrato: pH aproximadamente 3,0 - 5,0
TRIS: pH aproximadamente 6,8 - 7,7

buffer de fosfato/citrato

4. Intervalo del pH

El pH tedéricamente concebible es pH 4 - 10, preferente-
mente pH 5-9.

5. Intervalo de temperatura:

El intervalo de temperatura tedbricamente concebible es
la temperatura de -10°C a 40°C, preferentemente de 0 a 25°C,
con particular preferencia de 4°C a 20°C.

6. Estabilizantes:

6.1 Aminoécidos:

por ejemplo, arginina, ornitina, 1lisina, histidina, acido
glutédmico, é&cido aspartico, isoleucina, leucina, alanina,
fenilalanina, tirosina, triptdéfano, metionina, serina, pro-
lina.

6.2 Aztcares y alcoholes de azicar

por ejemplo, sacarosa, lactosa, glucosa, manosa, maltosa,
galactosa, fructosa, sorbosa, rafinosa, trehalosa, glucosa-
mina, N-metilglucosamina, galactosamina, &cido neuramico.

6.3 Antioxidantes:

por ejemplo, acetona, bisulfito de sodio, dcido ascérbico,
ésteres de acido ascérbico, butilhidroxianisol (BHA), butil-

hidroxitolueno (BHT), cisteina, &cido nordihidroguayarético
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(NDGA), monotioglicerol, bisulfito de sodio, metabisulfito
de sodio, tocoferoles, glutatién.

6.4 Conservantés:

por ejemplo, m-cresol, clorocresol, fenol, alcohol bencili-
co, metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, clorobuta-
nol, nitrato fenilmercirico, acetato fenilmerclrico, timer-
sal, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio.

6.5 Ciclodextrinas:

por ejemplo, hidroxipropil-B-ciclodextrina, sulfobutiletil-
B-ciclodextrina, y-ciclodextrina, o-ciclodextrina.

6.6 Albuminas:

por ejemplo, albimina de suero humano (HSA), albimina de
suero bovino (BSA).

6.7 Alcoholes polihidricos:

por ejemplo, glicerol, etanol, manitol.

6.8 Sales

por ejemplo, sales de acetato (por ejemplo acetato de so-
dio), cloruro de magnesio, cloruro de calcio, trometamina,
EDTA (por ejemplo EDTA sédico). |

7. Agentes isotédnicos:

por ejemplo, cloruro de sodio, cloruro de potasio, glucosa,
glicerol, dextrosa, sulfato de sodio.

Ejemplo 2: Cristalizacién de Erbitux™ con sulfato de amonio
500 pl de proteina (20 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 8,0)

400 pl de buffer (fosfato 10 mM, pH 8,0)
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100 pl de precipitante (solucidén saturada de sulfato de amo-
nio en fosfato 10 mM, pH 8,0)

La adicidén de agentes de precipitacidén a la solucidn de
proteinas se lleva a cabo en solucién (procedimiento discon-
tinuo). Después de pipetear, la muestra se deberia mezclar
por “agitacién manual”. El1 procedimiento se puede llevar a
cabo a temperatura ambiente o a 4°C.

Ejemplo 3: Cristalizacién de Erbitux™ con etanol

500 pl de proteina (20 mg/ml en citrato 10 mM, pH 5,5)

400 pl de buffer (citrato 10 mM, pH 5,5)

100 pl de precipitante (50% (v/v) de etanol en citrato 10
mM, pH 5,5)

o

500 pul de proteina (20 mg/ml en citrato 10 mM, pH 5,5)

500 pl de precipitante (50% (v/v) de etanol en citrato 10
mM, pH 5,5)

La adicién de los reactivos de precipitacién a la solu-
cién de proteinas se lleva a cabo en solucién (procedimiento
discontinuo). Después de pipetear, la muestra se deberia
mezclar por “agitacién manual”. El procedimiento se puede
ilevar a cabo a temperatura ambiente o a 4°C.

Ejemplo 4: Precipitacién de Erbitux™ con sulfato de amonio
500 pul de proteina (20 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 8,0)
500 pl de precipitante (solucién saturada de sulfato de amo-—

nio en fosfato 10 mM, pH 8,0)
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de proteina (20 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 8,0)
de precipitante (solucién saturada de sulfato de amo-

fosfato 10 mM, pH 8,0)

de proteina (20 mg/ml en citrato 10 mM, pH 5,5)
de precipitante (solucidén saturada de sulfato de amo-

citrato 10 mM, pH 5,5)

de proteina (20 mg/ml en citrato 10 mM, pH 5,5)
de precipitante (solucién saturada de sulfato de amo-

citrato 10 mM, pH 5,5)

La adicidén de reactivos de precipitacién a la solucidn

de proteinas se lleva a cabo en solucidén (procedimiento dis-

continuo). Después de pipetear, la muestra se deberia mez-

clar por “agitacidén manual”. El1 procedimiento se puede lle-

var a cabo a temperatura ambiente o a 4°C

Ejemplo 5: Precipitacién de Erbitux™ con PEG

500
500
mM,
o

500

500

pl

pl

PH

nl

pH

de proteina (20 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 8,0)
de precipitante (50% (p/v) de PEG 4000 en fosfato 10

8,0)

de proteina (20 mg/ml en citrato 10 mM, pH 5,5)
de precipitante (50% (p/v) de PEG 4000 en citrato 10

5,5)
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500 pl de proteina (20 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 8,0)

500 pl de precipitante (50% (p/v) de PEG 8000 en fosfato 10
mM, pH 8,0)

o

500 pl de proteina (20 mg/ml en citrato 10 mM, pH 5,5)

500 pl de precipitante (50% (p/v) de PEG 8000 en citrato 10
mM, pH 5,5)

La adicién de los reactivos de precipitaciénla la solu-
cibén de proteinas se lleva a cabo en solucién (procedimiento
discontinuo). Después de pipetear, la muestra se deberia
mezclar por “agitacidén manual”. El pfocedimiento se puede
llevar a cabo a temperatura ambiente o a 4°C.

Ejemplo 6: Investigacidén microscédpica de la forma cristalina

Los cristales obtenidos en los Ejemplos 1 y 2 fueron
investigados por microscopia. Se detectaron tanto las pro-
piedades birrefringentes que son tipicas de los cristales
como la capacidad de coloracidén con azul brillante de Coo-

massie que es tipica de las proteinas.

Se hallaron cristales con un tamafio de aproximadamente

50-200 pm.
Ejemplo 7: Investigacidén de los precipitados para determinar
si son nativos

Los precipitados obtenidos en los Ejemplos 4 y 5 se re-

dispersaron e investigaron por medio de espectrometria FT-

43



-

10

15

20

73

IR. Los espectros de derivacién I-2 de la amida del material
de partida antes de la precipitacién y del precipitado re-
disperso eran congruentes.
Ejemplo 8: Rendimiento del método de cristalizacién descrito
en el documento WO 02/072636

A fin de controlar los resultados de la solicitud de
patente WO 02/072636, en primer lugar se intentd, en un ex-
perimento de control tal como se describe en el documento WO
02/072636, obtener cristales que pudieran usarse posterior-
mente como cristales de semilla por medio de la pantalla Wi-

zard I. A pesar de que se obtuvieron cristales con forma de

aguja en condiciones de precipitacién con cloruro de calcio.

o acetato de calcio, igualmente se formaron, no obstante, en
solucidén de buffer de citrato sin proteinas. Asi, los cris-
tales con forma de aguja descritos se obtienen tanto de la
solucién de proteinas como del control negativo (sin protei-
na), empleando el procedimiento descrito en el documento WO
02/072636. En el mejor de los casos es obvio que presumible-
mente sean inclusiones de proteinas en cristales del reacti-

vo de precipitacidn.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de un cristal de anticuerpo anti-EGFR,
caracterizado porque comprende las etapas de:

Disolver o suspender la proteina del anticuerpo anti-EGFR Mab C225 (cetuximab) 6
Mab h425 (EMD 72000) en un medio acuoso;

Afadir un reactivo de precipitacion en presencia de un bufer apropiado, a un pH entre
4y 10, y a una temperatura entre -10°C y 40°C; y

Separar el producto de precipitacion del mismo.

2, El procedimiento de acuerdo con Ia reivindicacion 1, caracterizado porque el reactivo
de precipitacién es seleccionado a partir del grupo que consiste de sulfato de amonio, acetato
de sodio, citrato de sodio, fosfato de potasio, PEG, etanol y mezclas del mismo.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque el reactivo
de precipitacion es seleccionado a partir de sulfato de amonio, PEG y/o etanol.

4. - El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de
precipitacién se lieva a cabo preferentemente a un pHentre 5y 9.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de
precipitacion se lleva a cabo preferentemente a una temperatura entre -10°C y 40°C, y con
particular preferencia entre 4°C a 20°C.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque puede
comprender una etapa de purificacién adicional.
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