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Replblica Federal de Alemania Cual
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Domicllio: Bogota, Colombia. Nimero 438.019 T.P 31.929
1. Susanne MATHEUS 2. Hanna-Christian MAHLER
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INVENTOR (ES) Raptiblica Federal de Alemania Republica Federal de Alemania
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Publicacién Intemnacional No. WO 2005/051355 A1

Fecha: 12 de noviembre de 2004
Fecha: 9 de junio de 2005
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FORMAS SOLIDAS DE ANTICUERPOS ANTI-EGFR
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Anex s:

Bd  comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 463.000.00.

O  comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

¥ Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
Juridica.

¥ Poderes, si fuere el caso.

a Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

O Declaraciones.

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

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

O  copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

0  Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

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

O De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

O De ser el caso, certificado de depésito del material biolbgico.

[1  Artefinal 12x12

O De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién de esta
solicitud.

Oiros VEm HOJA DE POCIMENTOS ANEXOS

@ FIGURA TICA

@ Solicito la concesién de la patents,
N MBRE; EMILIO FERRERO
FRMA: PO Coe - —

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Intemacional WO 2005/051355 A1
2. [X Forma PCT/1SA/210. Informe de Bisqueda Internacional.
3 [XExtracto de publicacion.
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ABOGADOS

EDIFICIO §ISKI
CARFERA 4 N* 72-33
nosd'rA.s COLOMBIA

Representacién y Poder con autenticaclén notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,

marcas de fdibrica, nombres comerclales, enscflas, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias. o0S

Representation and Power-of- Am;rney with notarial
anthentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercia]l names, trade

emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY
Yo (nosotros), sbajo firmado (sVI (we), the undersigned g}.‘bi
MERCK PATENT GMBH =
domiciliado (s) en/of _Frankfurter Stragge 250, 64293
tad lj Alemani

Hereby ratify the patent applications mmbers 05.099.907 and 05.105,366 filed by Emilio Ferre

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

por ¢l presentc nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, ma.
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en ia Carrera 4°
N* 72_35, Bogoth, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
parigrafo 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, €l primero como
principal y los demdis como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad
para recibir natificaciones y nombrar aspoderados judiciales o©
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazani al principal
en caso de susencia o impedimento termporal o definitivo de aquél. La
mizma regla se aplicark cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar ol primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el
representante principal, o ¢l primevo, o segundo suplente, en su caso, 0
ambos, declararin au intencidn de no ejercer 1a representacién mediante
declaracién autenticada por Notario Pilblico en Colombiz, o por Notario
u otro Funcionario Piblico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si
se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si siguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomard su lugar. Cuando
cesare 1n susencia o impedimento de! representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podrin cjercer la
represeniacidn, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por
el solo hecho de cjerceria, cesando en ese momento el ejercicio de la
representacidn por e primero, segundo o tercer suplente en su cago.

Ademés, confiero (conferimos) poder a las abogados arriba nombredos,
para abtener [u proteccidn de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
In competencie desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) « los dichos
apoderadas para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
persones, cjerzan 0 no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
administrativo, contencicso_.administmtive y judicial, asl como los
tribunales de wrbitmments, en todo lo concemiente a los niguientes
ssuntos: u) Obtencidn de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disehos industrinles; el registro de marcas de fibrica, colectivas,
defensivas, de wservicio, lemas comercinles, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacidn, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacidn voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Las ecciones de competencia desleal, proteccién del consumidor,
oposiciones u abservaciones, cancelacién edministrativa y judicial,
nulided, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, i
proteceién de eccretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, sdministrativos o contencioso . .administrativos relacionadas con

in due compliance with the terms of paragraph ist. of article 543 of the
Cammercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpe. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4" N*
7235, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
altemnates, in the order of their appaintment, as our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive notifications and to
appoint itorneys in and out of Court. The first alternate shall replace the
principel in casc 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 thind is to replace the first or second
nlmmmdmrtum urboﬁofthm;uumd lnmc.hases.the

et s buyed k
representation can be taken agun in their uquenee. 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 altemates in their tumn shall end st such time.

In addition, we grant a Power of Attomey in favor of the above_named
aftorneys_at_law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and sgainst the unfuir competition, far which purpose 1
(we} authorize the ssid attomeys to represent me (us) before any
autharitics or persons, with or without jurisdiction, epecially thase
sdministrative, administrative contentious and judicial, ag well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrin] designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and serviee marks, slogans, commercial
names, trade emblems, domain names, vegeial varieties and
denominations of erigin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of
the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the
consumer, oppositions or observations, administrative or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in genenal 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 sbove matters



cstos derechos; acciones y procesos que promovamos o s nos |  they may substitute this Power of Attomey, compromise, conciliate, admi

promuevan. Y purnquem'tudol los asuntos arriba determinadoa, puedan the facis of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done bn
-.ll._llll'tl.lil' estt mandeto, transigir, conciliar, admitir los hechos del represeniatives without » power of attorney.

proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

Dado y firmado hoy/Given and signed this

en/in

por/by.

Firm Signature
Merck Patent GmbH

i.v. i.v.

olom)

Dr. Eiermann Dr. L
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CERTIFICACION NOTARIAL (SOCTEDAD)

"EX'infrascrito Notario Certifica: Que Ia fima que anteceds de
Dr. Volker Eiermann y Dr, Ulrich lang

s auténtica; que ol signatario desempefia actuaiments el cargo

de Representantes

de la compafiis MERCK PATENTGMBH

é.-

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies; That the preceding signature of
Dr, Volker Eiermann and Dr, Ulrich Igng

iun‘ﬂmtic.ﬂmﬂlumcmmﬂymindwpulﬁmof_
Repreasntativens
of the company MERCK PATENT GMBH

mmqmummumymmm&Mon

a company currently existing and organized under the laws of

lIas leyes de Ia _Repiiblica Federal de Alemariia ~Germany
quo I direccidn do dichs compefis s _Fyankfurtor Sirasso | - thattho addroasis Frankfurter Strasse 250, 64293 Dermutadt,
2 2 lica F 1de Alemania Germany .

¥ que ol signatario tiens faculiad para otorger 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

gl 14 noviembre 2005

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

MNmPi;hlichmmdmmﬂwabowﬁcuupm
examination of the corresponding documents.

Given and signed _ S0 Im5 0lf

1 4 NOV. 2065

On

1.

2.

3.

4

Certified

L T (T
R - 2 PP
T 1 | TN
9.  Seal/stamp 10. Signature




Eile No. 580/2005-

| hereby certify, that the above are the true signatures, subscribed today at
Frankfurter StraBe 250 In Darmstadt In my presence, of

1) Mr. Dr.Volker Elermann

2) Mr.Dr.Ulrdch Lang

business address: D-64293 Darmstadt, Frankfurter Strale 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

COMD nOWO 38XTD Dui SvRe
OR BOWBTA, HAST SEUNITAR Glll..'l:
FOTOCTA COINGION CON 2\,
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:
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/-E‘_:i' w £ n g € notary Public
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;. : ‘- ‘:.-.'.-"‘ :‘:‘ .ﬂ" “E'::
IR s APOSTILLE
* J' * ';3':?-*.1' (Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
) :,?! 1-,‘ > .'.r
At 1.Land: Bundesrepublik Deutschiand
Diege éffentliche Urkunde .
2. st ustensenriehen von . Alen. audes. Ble Hler.
3. in seiner Eigenschaft als ... JNotar
4. sie ist verschen mit dem-Gewsk Stempel des . NOtAIE
Blevande: Bleflec o Demsted....
Bestiitigt
5. in Darmatadt . 0 = nﬁNO!!._EL'. -

h den Prisidenton (i L;:l?:.:ichu
1wE2/1 - AI30/05..
tempel 1¢% Unsenachrift

|
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[

o
\—‘— Schichor .
Vizeprisidentin




TRADUCCION OFICIAL N . 03.12/05 preparada por Marla Elvira Martelo, traductora
oficlal aprobada por el Ministerio de Justicia mediante resolucion 2879 de 1999 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacibn se traducen los sellos y legalizaciones de un documento de
Representacién y Poder escrito en inglés y espafiol, por el cual MERCK PATENT
GMBH, domiciliada en Frankft;rter Strasse 250,64203, Dammstadt, Reptblica Federal de
Alemania, ratifica las solicitudes de patente nimeros 05.099.807 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. (RY)
(Firma ilegible) (Firma llegible)
Dr. Eiermann Dr. Lang

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) otorgada en Inglés y espahol con respecto a

WOrNET L

BTt wgns "pimE llna [ :!?.’I - ncla

autenticidad de las filmas del Dr. Volker Eiermann y del

GUR HR TIWIDO A

legal de MERCK PATENT GMBH. f-:;_ im‘ 2 3“ _M'Ay

Dado en Dammstadt el 14 de noviembre de 2005

et J
-~ - Wn
JUAM MANU‘L BOTERO [ DINA
NOTARIO

?'
-
3
'.-

Expediente No. 580/2005

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

1. Sr. Dr. Volker Elermann

2. Sr. Dr. Uirich Lang
Direccién comercial: D-84293 Darmstadt, Frankfurter Strasse 250, ambos identificados
con tarjeta de identidad de Alemania.



El notario publico preguntd a cada uno de los compareclentes si 6l o algin miembro de

su firma habla 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 llegible)
(Sello del Sr. ALEXANDER PFEIFFER, Pleiffer

NOTARIO DE DARMSTADT - Notario publico

i

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. 11050
de un documento escrito en Aleman, efectuada por Luz Amiaga de Herber,
resolucién del Ministerio de Justicla 589 del 8 de marzo 1978.-

Traduccién de la legalizacibn y aposfila en aleméin que se encueniran a
continuacién de un documento de ratificacion, representacién y poder, escrito en
espafiol e Iinglés, por medio del cual MERCK PATENT GMBH, domiclilada en
Frankfurter Strasse 250, 84293, Darmstad, RepUblica Federal de Alemania, ratifica
las soficiiudes de patentes No. 05.080.907 y 05.105.3668 presentadas por Emilio
Femero el 3 y 14 de octubre 2005, respectivaments, y nombra como sus
representantes a EMILIO FERRERO fpa 31828, GONZALO PERDOMO fpa 831,
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, fpa 23555 y GERMAN CAVELIER, fpa 832,
domiciiados en la Camera 4. No. 72-35, BogotA. Dado y firnado por los sefiores Dr.

Eiermann y Dr. Lang, representantes legales de dicha fima. Hay dos firmas llegible
de los mencionados sefiores.

Sigue certificacién notarial en espafiol @ inglés de las fimas E mﬁﬁﬂi"ﬂ%

nu!mﬂmnnuvll'n ’u{,
Eiermann y Dr. Lang, como representantes legales de MER %g FENPN ﬂ; it
domiciliada en Frankfurter Strasse 250, 64293, Darmstad, y d fla R

Darmstadt

Sigue certificacién solamente en inglés de las firmas de los sefiores Dr. Elermann y-
Dr. Lang, como representantes legales de MERCK PATENT GMBH, por el notario

de Darmstadt, Alexander Pfeiffer, el14demviembteda2005 Fdo.: firma degible.-

(sello redondo en finta) Alescander Pfeiffer — notarlo de Damstadt, bajo el No.

580/2005, del 14 de noviembre de 2005. '

W IAGA DEpnBER

TERPRESE OFICIAL

—
Resolyeldn No 547 Minjusticia



APOSTILLE
(Convention de La Haya du 5 octobre 1961)
1. Pais: Repiblica Federal de Alemania
Este documento plblico
2. Ha sido firmado por Alexander Pfeiffer
3. Actuando en calidad de notario
4. Lieva el selio oficial del notario de Dammetadit, Alexander Pfeiffer

Certificado
5. en Darmstadt 8. el 16 de rioviembre de 2005
7. por el Presidente del Tribunal Reglonal
8. bajo ol No 810 E 2/1 1830/05 ‘

0. Sello 10. Firma Fo,,
(selio redondo No.3, en tinta - Fdo.:leglble =~ & i

) . - A, S B .
El Presidente del Tribunal Regional fﬁmﬁﬁ‘é
de Darmstadt) onta A L -
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual u?dgaﬁﬁ"

NOTARIO ,

Bogots, § de diciembre de 2005 mE =
C. 2013 Bi

W
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. DECLARATION OF INVENTORSHIP '

GNMENT

We, the undersigned
Susanne Mathsus; Dr. Hanns-Christian Mahier

gitizens of

Germany

residing at

Frankfurter Str. 250
84203 Darmstadt

by these presenis declare under oath to be the
sole and true inventors of the invention titled:

and to transfer In full property without reservation
or limitation whatsoever all our rights on same to

Merck Patent GmbH
Dammstadt

rasiding at

Darmstadt
who may apply for and obtain its own name the
rogistration of the comasponding patent in the
Republic of Columbia, holding all the corras-
ponding rights.
Granted and signed at
on
INVENTORS:

Rasty quasea W N~y
Susanne Matheus

L (o Yol (e

J '"'!‘523?'

LA/ ON S
N SFE

Nosotros,
Susanpe Matheus: Dr. Hanns-Christian Mahler

de nacionalided
Alemania

domiciiiados en

Frankfurter Str. 250
64293 Darmstadt

por ol presente documento declaramos bajo jura-
meanto ser [0s linicos y verdaderos inventores de la
invencién titulada:

FORMAS SOLIDAS DE ANTICUERPOS
ANTI-EGFR

y que eadémos en plena propiedad y sin resarva ni
limitacién alguna todas nuesiros derechos sobre la
misma a

Merck Patent GmbH

. Darmstadt
domidlliada en

Darmstadt

quien podré solicitar y obtener a su nombre el re-

gistro de la patante correspendiante an la Repibli-
ca de Columbia ejerclendao todes los derachos que
a ello corresponde.

Dado y firmado en

alos dias del mes de

de 20
INVENTORES:




No. 688 of the document scroll for 2004 (E)

| hereby certify that the foregoing document was signed in my presence by

1. Mr. Hanns-Christian Mabhler,
2. Mrs. Susanne Matheus,

business address of both: D-84293 Darmstadt, Frankfurter StraBe 250, both identified
by German identity card.

The notary public asked the appearaed whether he or any member of his firm had acted
in the matter which is the subject of this instrument, except in a notarial matter. Both of
the appeared denied.

Darmstadt, this 16™ day of August 2004

(Dr. Ebne ry public)

Kosatenberechnung

Gesch 1.

Gebahr gem. §§ 32, 45 KostO € 10,00
(Unterschriftsbegiaubigung)

Auslagen gem. §§ 137, 1562 KostO € 258
16 % MwSt. € 201
Gesamt € 14,57

(Or. Ebnar, blic)

V3



APOSTILLE
(Convention de La Hayc du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese tffentliche Urkunde

2. ist unterschrieben vor Dr. Wolfgang Ebner

3. in seincr Eigenschaft als Notar

4, sie ist verschen mit dem Sicgel/Stempel des Notars
Dr. Wolfgang Ebner in Darmsigdt

Bestitlgt
5. in Darmstadt 1 3' Aus. 2004

7. durch den Prilsidenten des

8. unter 910 E 2/1 - .. E:Iigﬁ{ﬂif
9. Siegel/Stempel 10.




TRADUCCION OFICIAL No. 11315
de un documento escrito en Alemdn, efectuada por Luz Amiaga de Herber,
resolucién del Ministerio de Justicla 580 del 6 de marzo 1978.-

Traduccion de los sellos y autenticaciones en aleman que aparecen a continuacion
de un documento de Cesibn, escrito en espafiol e inglés, por medio del cual los
sefiores Hanns-Christian Mahler y Susanne Matheusr, inventores, domiciliados en
Darmstadt, Alemania, ceden a MERCK PATENT GmbH, domiciliada en
Darmstadt, Alemania los sobre la invencibn FORMAS SOLIDAS DE
ANTICUERPOS ANTIEGFR.

Sigue legalizacién en inglés de las firmas de los mencionados sefiores por el
notario de Darmstadt, Dr. Ebner, el 16 de agosto de 2004 bajo el No. 586 de 2004
(E). Fdo.: ima ilegible.- Hilo y oblea notarial.

Costas

Valor del negocio: € 1.470.00

Derechos Art. 32, 45 KostO € 10,00
(legalizacion de firma)

Gastos seg. Art. 137, 152 KostO € 256
16% VA € 201
Total € 14,57

Fdo.: firma ilegible

APOSTILLE
(Convention de La Haya du 5 octobre 1961)
1. Pals: Replblica Federal de Alemania
Este documento piblico
2. Ha sido firmado por el Dr. Wolfgang Ebner
3. Actuando en calidad de notario
4. Lieva el sello oficial del notario de Darmstadt, Dr. Wolfgang Ebner
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Certificado

5. en Darmstadt
7. por el Presidente del Tribunal Regional

8. bajo el No 910 E 2/1 2306/04

9. Sello
(sello redondo No.3, en tinta —)
El Presidente del Tribunal Regional

de Darmstadt)

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de

estas oficinas para su confrontacion.

Bogotd, 21 de abril de 2008.
C. 1354

6. el 18 de agosto de 2004

10. Firma
Fdo.: ilegible

Waellenreuther
Juez Presidente
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TRADUCCION OFICIAL No. 04.24/06c realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerio de Relacione Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los s8ellos y legalizaciones de wun
documento de cesifén por medio del cual Susanne Matheus; Dr. Hanns-
Christian’ Mahler, de nacionalidad - alemana y domiciliados en
Frankfurter éﬁr. éSO,- 64293. Darmetadt; . Alemania, declaran bajo
juramento ser ﬁnicos.f verdaderos inventores de la invencién *formas
s6lidas de anticuerpos anti-EGFR™ y declaran asi miso que ceden y
transfieren sin limitacién a favor de.la'AOCiedad MERCK PATENT GMBH
Darmstadt, domiciliada en Darmstadt, Alemania, todos los derechos
inhererites a dicha invencién y que dicha Compafiia queda facultada
para’ solicitar a su nombre la patente correspondiente en la
Repﬁblica de Colombia.

Firma Ilegible
Susanne Matheus

g a fn

Firma Ilegible
Hans-Christian Mahler

No. 586 del registro de documentos para 2004 (E)
Por el presente certifico que el anterior documento fﬁé firmado en

mi presencia por

1. Sr. Hanng-Christian Mahler,

2. Sra. Susanne Matheus,

a°vw

domiciliados ambos en : D-64293 Darmstadt, Frankfurter Strafe 250,

ambos identificados por sus tarjetas de identificacién alemanas.

b



El notario plblico inquirié a los comparecientes si &€l o alglin otro
miembro de su firma habia actuado en el asunto objeto de este
instrumento, exceptuando en asuntos notariales. Ambos comparecientes

'
L v

negaron que asi fuera. ¢ W
Darmstadt, 16 de agosto de 2004
Seilo de oblea Firma Ilegible

(Dr. Ebner, Notario Pidblico)

Texto en alemin

Firma Ilegible 8 o
(Dr. Ebner, Notario Piblico)

r

Sello de Apostille expedido en la RepGblica Federal de Alemania y

certificada el 18 de agosto de 2004 con el Nr. 910 E 2/1-2306/04.
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBELT AUF DEM GERIET DES
PATENTWESENS (FCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

<

x,

Wel Ry tum f‘ e 'j
O oot s (Gpg8c8) /KON R ENAE N N GO
(43) Internationales VerOfTentlichungadatom (10) Internationale Verdffentlichungsnpmmer
9. Juni 2005 (09.06.2005) PCT WO 2005/051355 A1l
(51) Internaticnale Putentkinssifikation’: AGIK 9/14, (81) Bestimmungsstasten (sowelt nicht anders angegaban, fir

CO7K 16728, ASLP 3500
(21) Internationales Aktenzeichen:  PCT/EP2004/012837

(22) Iniernailonules Anmeldedatum:
12. November 2004 (12,11.2004)

(25) Elnreichungsprache: Deatsch
(26) Veriffentlichungssprache: Dentsch

(A0) Angaben mor Prioritht:
103559043  29. November 2003 (29.11.2003) DR

US): MERCK PATENT GMBH (DE/DE]; Fankfmter
Strasms 250, 64293 Durmstudt (DE).

(72) Erfinder; und

{75) Erfindex/Anmelder (nur fitr US): MATHEUS, Su-
sanne [DE/DRE]; Reslschulstrause 19, 54347 Neuma-
gen-Dhron (DE). MAHLER, Hauns-Christian [DE/DE];
Buschungsirasss 54a, 65203 Wiesbaden (DE).

(74) Ganelnmamer Vertreler: MERCK PATENT GMBH:
Frankfurter Straage 250, 64293 Darmaindt (DB).

(71) Anmelder (firalls Bestironungsstaaten mit Ausmalene von

Jede vrfighars nationale Schustrechisart): AR, AG, AL,
KINAU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,
' [R, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, BG, ES,
VLGB, D, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JF, KE,
¥, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
M@, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, $G, 5K, SL, SY,TJ, T™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
FA A

(84) Bestimmungsstaaten (sowels nicht andarz angegeben, filr
Jjede verfigbars reglanale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, K1, LS, MW, MZ, NA, 5D, 5L, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), curadisches (AM, AZ, BY, XG, KZ, MD, RU,
T1, TM), exropliisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DB, DK,
EE, ES, F1, FR, GB, GR, HU, IR, IS, IT, LV, MC, NL, PL,
PT, RO, SE, 31, SK, TR), OAP! (BF, BJ, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NH, SN, TD, TG).

Vertifentlicht:
—  mit iternationalem Recherchenbariche

Zur Erklirung der Zweibuchsiaben-Codes und der anderen Ab-
klrzungen wird auf die ErkiSrungen ("Guidance Noses on Co-
dex and Abbraviciions”) am Anfang jeder raguliren Ausgabe der
PCT-Gazetie verwizsen.

(54) Title: SOLID FORMS OF ANTI-BGFR-ANTIBODIES
(54) Bezelchnrung: FESTH FORMEN VON ANTI-BGFR-ANTIKORPERN

(57) Abstruct: The irvention relates to solid forms of entlbodies against the EGF receptor, especially precipitates and crysials of
monoclonal antibodies against the FKGIF mcepior, especlally prefersbly Mab C225 (Cetuximab) and Mab h425 (EMD) 72000), that
y=q create hiclogically active antibody proteins by dissalotion or suspension in an agoeous medium. Seid proteins can be obteined by
precipitation. of the antibody dissolved or suspended in the aquecns medinm snd/or ons of the variants ar fragments thereof by means
of a precipitation reagent, The invention also relates to pharmaceulical preparations containing at least one solid form of the clted
If) antibody in s precipitsted non-crystalline form, & precipitated crystalline form or a soluble or suspendad form, and cptionally carriar
) and/or anxiliary sobstances and/or other pharmaceutical active Ingredients, and to a method for producing inventive solid forms of
2 anti-EGFR-antibodiss,

A

"
& (57) Zummmealesung: Die Brfindung betrifft fieste Formen von Antikrpern gegen den EGF-Rezepior, inshesondere Priizipitate
‘ﬁ und Kristallke von moncklonalen Antikirpem gegen den BGF-Rezepior, besonders bevarzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab
& h425 (EMD 72000), weiche durch Aufldsen oder Suspendicren in wilssrigem Medium zu biologisch aktivem Antikfirperprotein
& fithren, erhillich durch Ausfliilung des in wilssrigem Medium geldsten oder sespendierten Antikirpers und/oder einer seinar Vari-
O snien und/oder Fragmente mittels eines Prizipittionsresgenzes. Die Brfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zobereitangen
o enthaltend wenigstens eine feste Form obengenannter Antikfeper in priizipiticrter nichi-kristalliner, priripitierter krismlliner oder in
18slicher ader suspendierter Fonn, sowie gegebenenfalls Triiger- und/oder Hilfistoffc und/oder weitero pharmarentische Wirkstoffe,
sowic cin Verfahren zar Herstellung erfindungsgemilBer fester Formen von anti-BGFR-Antikdicpam.
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Feste Formen von anti-EGFR-AntikBrpemn

Hin er Erfindu

Die Erfindung betrifft feste Formen von Antikbrpem gegen den EGF-
Rezeptor (EGFR), insbesondere Prizipitate und Kristalle von
meonokionalen AntikBrpem gegen den EGF-Rezeptor, bescnders
bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 72000),
welche durch Aufidsen oder Suspendieren in wiissrigem oder nicht-
wilrigem Medium zu blologisch aklivem Antlkdrperproteln fGhren,
erhéltiich durch Ausféliung, des in wssrigem Medium geldsten oder
suspendierten Antikbrpers und/oder einer seiner Varianten und/oder
Fragmente mittels eines Prizipitationsreagenz. Die Erfindung betrifft
weiterhin pharmazeutische Zubereitungen enthaltend wenigstens elne

| feste Form obengenannter Antikdrper In prazipitierter nicht-kristalliner,

préizpitierter kristalliner oder in geldster oder suspendierter Form, sowie
gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe und/oder weltere
phamazeutische Wirkstoffe, sowle ein Verfahren zur Hersteliung
erfindungsgemiBer fester Formen von and-EGFR-Antikrpem.

Fortschritte im Bereich der Biotechnologle machisn es im Laufe der letzten
10 Jahre mdglich eine Reihe von Proteinen zur pharmazeutischen
Anwendung mittels rekombinanter DNA-Techniken herzustellen.
Proteipalzneimittel wie monokionale Antikdrper finden Ihre Anwendung
beispleiswelse in der Tumortherapie, z.B. zur speziflschen Immuntherapie
oder Tumoarvakzinierung. Therapeutiache Proteine sind grofer und
komplaxer ale herkdmmliche organlache und anorganische Wirkstoffe und
sie welsen komplexe dreldimensionale Strukturen und zahireiche
funktionelle Gruppen auf, die die biologlsche Aktlvitat des Proteins
bedingen oder auch unerwlinschte Wirkungen hervorrufen kdnnen.
Proteinarzneimittel sind withrend Herstellung, Lagerung und Transport
zahireichen exogenen Einflissen ausgesstzt, die sich stablilititsmindernd

(G
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auf den Proteinwirkstoff auswirken konnen. Es ist daher erforderich, die
Ursachen und Mechanismen der speziellen Abbaureaktionen genau zu
studieren, um z.B. durch Zusatz bestimmter stabilislerender Hilfsstoffe das
Protein stabilisleren zu kinnen (slehe z.B. Manning M.C., Patsl K, &
Borchardt R.T. (1988) Stability of proteln pharma ceuticals. Pharm. Res. 6,
803-918).

Aus der Literatur sind zahireiche Formullerungen therapeutischer Proteine
bekannt. Die Anforderungen an die Zusammensetzung einer pharma-
Zeutischen Zubereltung von Proteinwirkstoffen k&nnen jedoch sehr unter-
schiedlich sein und im Aligemeinen ist es aufgrund spazifischer physiko-
chemischer Elgenschaften und Abbaureaktionen der unterschiedlichen
Proteine nicht mdglich, berelts stablierts Proteinformulierungen auf naue
Protein-Wirkstoffe zu Oberiragen. Deshalb sind geeignete pharma-
zeutische Formulierungen und stabile Formen dieser neuartigen Wirkstoffe
noch immer eine groe Herausforderung.

Chemische Instabliititen zeichnen sich durch kowvalente Modifikationen
des Proteins aus. Die Primérstruktur des Proteins &ndert sich durch Bruch,
Neuaufbau oder Umbildung chemischer Bindungen. Die neu entstandene
Substanz unterscheidet sich in der Regel In der biologlschen Aktivitat
komplett von dem urspriinglichen, nativen Protein. Physikalische
Instabllitaten veréindern dle rilumliche Anordnung des Molekiis (die
Sekundér-, Tertiir- und Quartirstruktur), ohne kovalente Bindungen zu
zerstren. Man kann sie in Denaturierung, Assoziation, Aggregation,
Prazipitation oder Adsorption unterteilen. Physlkalische instabliitdten sind
insbesondere bei gréReren Protelnen ein hdufiges Phanomen. I5r'ﬂzipltate
sind das makroskopiach sichtbare Aquivalent vor Aggregaten und
entstehen mechanistisch durch Cluster von Aggregaten oder Assoziaten.
Durch Uberschreitung der Laslichkeltsgrenze und Ausféiliung
(Prazipitation) werden die Flocken ab einem Durchmesser von ca. 10 ym
durch ein Lichtmikroskop und ab ca. 50 ym visuell sichtbar. Die
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Protelnaggregation kann ein reversibler oder irmeve rsibler Prozess seln
{(slehe z.B. Cleland J.L., Powell M.F. & Shire S.J. (1983) The development
of stable protein formula_tlons: A close look at protein aggregation,
deamidation, and oxidation. Crit. Rev. Ther. Drug Carrler Syst. 10, 307-
377).

In bisheriger Literatur wird xwar die Prézlpitation von Proteinen mit Salzen,
Polymeren und organiachen L3sungsmitisin als Standardmethode zur
Aufreinigung von Proteinen beschrieben (Scopes R.K. (1997) Separation
by Precipitation. In: Protein Purification: Principles and Practice (ed
Scopes R.K.), 2 edn, pp. 41-71. Springer Verlag, New York), allerdings
fohrt die Anwendung dieser Methode besonders bel Immunglobulinen
zumeist zu einer Denaturierung, zu einer damit verbundenen Aktivitats-
minderung und zu schlechten quantitativen Ausbetiten, insbesondere bei
Verwendung von Salzen und organiachen Lﬂsungémitteln (Phillips A.P.,
Martin K.L., & Horton W.H. (1984) The choice of methods for immuno-
globulin IgG purification: Yleld and purity of antbodly activity. Joumnal of
Immunological Methods 74, 385-393). Bei Verwendung von Polyethylen-
glycol (PEG) werden dagegen bessere Ergebnlese erzlelt (A. Polson, G.
M. Potgietsr, J. F. Largier, and G. E. F. Joubert F. J. Mears. The
Fractionation of Protein Mixdures by linear Polymers of High Molecular
Woeight. Blochim. Biophys. Acta 82:463-475, 1984).

Proteinkristalie sind aus den Aufreinigungsverfahren (Down Stream
Pracessing) vorzugswelsa von Enzymen und zur Aufiklirung der
Tertiirstruktur von Proteinen mitiele ROntgenstrukturanalyse bekannt (R.
K. Scopes. Analysls for purity: Crystallization. In: P rotein Purification:
Principles and Practice, edited by R. K. Scopes, New York:Springer
Verlag, 1997, p. 284-301). Hierbei kommt es zur Bildung neuer geordneter,
interrnolekularer Kontnkla.zudschen Proteinen. Es handelt sich um elnen
langeamen Prozess, mit reduzierter Mobllitét. Dle KKonzentration des in
Losung befindlichen Proteins wird dabei vermindert.
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In der Literatur wird zwar die Kristalllsation von Protelnen mit Salzen,
Polymeren und organischen L8sungsmittsin als Standardmethode zur
Strukturaufkiirung von immunglobulinen beschrieben (Harris L.J.,
Skaletaky E., & McPherson A. (1995) Crystalllzation of Intact Monoclonal
Antibodies. Proteins: Structure, Function, and Genetics 23, 285-289;
Hanis L.J., Skaletsky E., & McPherson A. (1898) Crystallographic
Structure of an Intact igG1 Monocional Antibody. Joumnal of Molecular
Blology 275, 881-872; Edmundson A.B., Guddat L. W., & Andersen K.N.
(1993) Crystal Structures of intact IgG antibodies. ImmunoMethods 3, 197-
210), allerdings gestaltet sich dle Kristallisation von intakten, belsplels-
weise glykosylierten Antikdrpemn Aulerst schwierlg, da die Grolte des
Proteins, das unterschledliche Glykosylierungsmuster der einzelnen
Antikdrpermolekdle und die damit verbundenen Mikroheterogenititen
sowie dle strukturelle Flexibilitat des Immunoglobulins den geordnsten
Einbau in ein Kristallgitter erschweren oder gar verhindem (McPherson A.

- (1999) Crystallization of Blologlcal Macromolecules, 1 edn. Cold Spring

Harbor Laboratory Press, New York). Auerdem zeigen Antikdrper-
molekile sine Tendenz zur Aggregation, was ebenfalls grofie
Schwierigkeiten bel der Kristalllsation bereitst (McPherson A. (1989)
Crystallization of Blological Macromolecules, 1 edn. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York). Dariber hinaus macht die Gefahr der
Denaturierung der Antikrper Im Rahmen des Kristallisationsvorgangs die
Kristallisation von therapsutiechen Antikbrpem fir den Fachmann
unatiraktiv. So wurden bisher erst wenige intakte Antikdrper zur
Strukturaufkiirung kristallisiert bzw. erst drel Antikdrper in praperativem
MaRstab kristallisiert. So handelt 68 sich bei den in der Biological
Macromolecule Crystalilzation Database (Glilland, G.L., Tung, M.,

_ Blakeslee, D.M. and Ladner, J. 1984. The Blological Macromoalecule

Crystallization Databass, Version 3.0: New Features, Data, and the NASA
Archive for Protein Crystal Growth Data. Acta Crystallogr. D50 408-413.)

2L
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aufgelisteten, bereits kristallislerten Immunglobulinen hauptséchlich um
Fab und Fc Fragmentse.

In der WO02(072836 werden Antikorper-Kristalle beschrieben, die jedoch
in einem aufwendigen Verfahren mit Animpfen und unter Verwendung von
in pharmazeutischen Formulisrungen mdglichst zu vermeidenden
Detergenzien und z.T. toxikologlsch bedenkliche Hilfsstoffe hergestelit
werden. AuBerdem ist In dem beschriebenen Verfahren dle Partikelgroe
nicht kontrollierbar. In einem Kontroiiversuch (slehe Baispiel 8) konnte
gezeigt werden, dasa mit dem in der W002072838 beschriebenen
Verfahren sowohl aus der ProtsiniBsung als auch aus der Negativkontrolle
(ohne Proteln) die beschrisbenen nadelfdrmigen Kristaile erhalten werden.
Daraus wird deutlich, dass es sich hier vermutlich allenfalls um Protein-
elnschlGsse in Kristalle des Prizipitationsreagenzes handetlt.

Aus obengenannten Griinden wird klar, dass sich die Kristallisation von
Antikdrpem fir den Fachmann ala &uBerst achwierlg darstelit und sich aus
der Literatur bekannte Kristallisationaverfahren aufgrund der grolen
Heterogenitit der verschiedenen bekannten Antikrper bezliglich Primér-,
Sekundéir- und Tertiirstruktur, Glykosyllerung und siruktureller Flexibilitét
nicht auf alle bekannten Antikdrper Obertragen lassen. Ebenso war es aus
obengenannten Griinden fir den Fachmann unattrektiv, PréAzipitate von
therapeutiachen Antlkbrpemn herzustelien, da insbesondere mit einer

_ imeversiblen Denaturierung zu rechnen war.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, stablle Formen,
beisplelswelse Prazipitate ode Kristalle fiir therapeutische Proteine,
insbesondere Antlkdrper, zu finden, so dass bel Herstellung, Lagerung,
Transport und Applikation deren Wirksamkeit erhalten blelbt. Da sich wie
oben erwiihnt bereits etabliette Proteinformulierungen im Aligemelnen
nicht auf neue Protein-Wirkstoffe Oberiragen lassen, war es eine weltere
Aufgabe der vorilegenden Erfindung, neue stablle Formulie rungen far
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monoklonale Antikérper gegen den EGF-Rezeptor, beispieisweise Mab
225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 72000), zu finden. Formullerungen
enthaltend Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) sind zwar
aus der WO030534656 und aus der WO03007988 bekannt. Jedoch welsen
die aus der WO03053485 bekannten Formullerungen eine relatlv geringe
Proteinkonzentration auf und sie sind langfristig bel Raumiemperatur nicht
stabil und dle aus der WO03007988 bekannten Formulierungen weisen
ebenfalls eine relativ geringe Protelnkonzentration auf und die Zubereitung
(Lyophilisat) muss vor Anwendung noch rekonstituiert werden. Folglich war
es eine weitere Aufgabe der varliegende Erfindung, eine stabile phama-
zeutische Zubereitung zu finden, die eine hohe Konzentration
obengenannter Antkdrper aufweist.

Der Prozess der Lyophilisiarung zur Stabilisierung von Proteinformuiier-
ungen lst beisplelsweise aus der WO9300807 oder W0O88221 38 bekannt,
jedoch bestehen signifikants Nachtelle von lyophilisierten Zubereltungen
darin, dass der Anwander das Lyophilisat vor Mndung noch
rekonstituieren muss, was sine erhebliche Fehlerquelle bel der
Zubersltung vor der Anwendung darstelit. Da ein weiterer Herstellungs-
prozess im Vergleich zu filssigen Formulierungen hinzukommt, Ist der
Prozess hinsichilich zustzichem Aufwand fiir Prozessentwickiung
(Gewdhrielstung der Stabliitét bel der Lyophilislerung), Hemstellung
(Herstellungskosten und ~dauer) und z.B. Validisrung ungiinstig.

Somilt war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, feste Formen und
Formulierungen fir obengenannte Antlkdrper zu finden, die eine erhdhte
Stabllitdt gegentber Stressbedingungen, wie erhdhter Temperatur,
Luftfeuchtigkeit und/oder Scherkraften aufwelsen und keine toxikologisch
bedenklichen Hilfsstoffe enthalien.

BE&M ndun
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Uberraschenderweiee wurde gefund en, dass sich feste Formen oben-
genannter Antik8rper herstellen lass en und diese festen Formen und
daraus hergestelite Formulierungen nicht die im Stand der Technik
genanntan Nachfelle aufwelsen. Dia nachfolgend beschriebanen
erfindungsgeméBen festen Formen von ani-EGFR-AntikBrpem und/od er
die daraus hergesteliten Formullerurgen zeichnen sich (berraschender-
weise durch einen oder mehrere Vorteile aus, auagewdhit unter: hohe
Stabilitat, kontrollierbare Partikelgrof3e, Protein nach Wiederauflsung
oder Resuspension nativ und biologiisch aktiv, hohe Reinheit, Abwesen heit
pharmazeutisch bedenklicher Agenzien und damit hohe Sicherheit, gute
Vertraglichkelt und Mdglichkelt der d irekten Verwsndung, geringe
Aggregationstendenz und damitdie Maglichkeit hochkonzentrierte
Formullerquen herzustellen und be § Formulierung als Proteinsuspension
eine im Verglelch zu elner LOsung geringe Viskositat.

Das nachfolgend beschriebene erfin dungaegemafe Herstellungsverfahren
zeichnet sich Oberraschenderweise durch sinen oder mehrere Vorlsile
aus, ausgewidihit unter: Einfachheit, Zeit- und Kostenerspamis,
Verwendung pharmazeutisch unbed enklicher Agenzien, hohe Ausbeute.
Das erfindungagemdBe Verfahren st somit in der Durchfiihrung
vorzugswelse wesentlich einfacher, Zeltsparender und kosteneffektiver als
die in der Literatur baschriebenen Techniken, da nur die Zugabe eines
einzelnen Prizipitationsreagenzes n otwendig ist .

Zudem erfolgt die Zugabe des Prizipitationsreagenzes zu einer Ldsung
des Antlkdrpers In sinem geeigneten Puffersystem, d.h. es ist keine
Stabilisierung der Reaktionslésungemn durch weltere Hilfsstoffe, wie z.B_
Detergenzien notwendlg. Die Verwenndung von Detergenzien In
Zubereltungen zur parenteralen Amwsendung lst generell zu vermeiden
bzw. zu minimieren, da von ihnen eim nicht unerhebliches toxisches uncl
immunogenes Potential ausgeht (Swmeetana S. & Akers M.J. (19988)
Solubllity principles and practices for parenteral drug dosage form
development. PDA J. Phamn. Scl. Texchnol, 50, 330-342) und sie auch zur
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Verinderung der Sekundarstruktur von Profeinen fOhren kbnnen (Vermeer
AW.P. & Norde W. (2000) The Influence of the binding of low molecular
weight surfactants on the thermal stability and secondary structure of Ig G.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 161,
139-150). So k&nnen die erhaltenen festen Formen von ant-EGFR-
Antlkdrpem direkt in Arzneimitteln verwendet werden, ein weltere
Reinigung zum Entfemen phammakologisch bedenklicher Agenzlen ist nicht
noiwendig. Die In der WO020728386 erhaltenen Kristalle miissan dagegen
in einem aufwendigen Verfahren von pharmakologisch bedenklichen
Agenzien, beisplelsweise CHES, Imidazol, Tris, Mangan(ll)-chlorid,
Zink{In-Chlorid, Kupfer(il}-sulfat, 2-Propanol, 2-Methoyl-2,4-pentandiol,
von HEPES, Lithlumsulfat, Ethoxyethanol oder Detergenzien wie
Polysorbat B0 oder 20 gerelnigt werden bzw. es ist gar nicht mdglich
vorstshend genannte, bedenkliche Agenzien wlls_tﬁndlg Zu entfemen.

Oberraschenderwelse wurde gefunden, dass vorzugsweise stabile feste
Formen erhalten werden, wenn Antikdrper gegen den EGF-Rezeptor (anti-
EGFR-Antlkdrper), bevorzugt monokionale anti-EGFR-AntikSrper,
besonders bevorzugt Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD
72000), mithilfe bestimmter Prazipitationsreagenzien, ausgewahlt unter
Polymeren, vorzugsweise Polyethylenglycol (PEG), Salzen, vorzugsweise
Ammoniumsulfat oder organischen L8sungsmitieln, vorzugswelse Ethanol,
oder deren Mischungen, in Gegenwart eines geeigneten Puffers, bei
geeignetem pH-Wert und geeigneter Temperatur inkubiert werden.

Ubemaschenderweise wurde gefunden, dass dle mit erfindungegemaBen
Verfahren erhaitenen festen Formen von ant-HEGFR-Antikrpemn,

bevorzugt von monoklonalen ant-EGFR-Antikorpem, besonders bevorzugt
von Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren
Varianten oder Fragmenten, vorzugswelse nach Wiederaufidsung nativ
sind und vorzugsweise in siner hohen Ausbeuts erhalten werden.
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Gegenstand der Erfindung sind deshalb feste Formen von ant-EGFR-
Antik8rpem und/oder deren Varianten oder Fragmentsn, weiche durch
Aufi8sen oder Suspendleren in wissrigem Medium zu biologiach aktivem
Antikérperprotein fihren, erhéltiich durch Ausfillung des in wissrigem
Medium geldsten oder suspendierten Antikdrpers und/oder elner seiner
Varianten und/oder Fragmente mitiels eines Prézipitationsreagenzes,
ausgewahit unter Polymeren, vorzugswaeise Polysthylenglycol (PEG),
Salzen, vorzugsweise Ammonlumsulfat, oder organischen Ldsungsmittein,
vorzugsweise Ethanol, oder deren Mischungen, in Gegenwart sines
geeigneten Puffers, bel geeignetem pH-Wert und geeigneter Temperatur.

E Formen nti-EGFR-Anti

Unter erfindungagemagen fasten Formen eines ant-EGFR-Antiktirpers
versteht man vorzugswelse Prézipitate oder Kristalle, welche durch
Aufidsen oder Suspendieren in wiissrigem oder nicht-wiiRrigem Medium
zu biologisch aktivem Antikadrper fGhren.

Erfindungsgemafle feste Formen werden durch Ausféllen des In einem
waserigen Medium geldsten oder suspendierten AntkSrpers gemaR
untenstehend beschriebenen Verfahren erhaltsn. Die erindungsgeméen
festen Formen kdnnen im Bereich von ym und nm liegen.

Prézipitate:
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung versteht man unter Prizipitaten
feste Formen in amorpher nicht-kristalliner Struktur oder Aggregations-

und Assoziationszustéinde.

Kristallec _

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung versteht man unter Kristallen feste
Formen in kristalliner Struktur. T

Kristalline Sfrukturen lagsen sich mit untenstehenden Verfahren nach-
welsen.
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prizipitiert: Unter priazipitiert versteht man man Im Rahmen der vor-
liegenden Erfindung erfindungsgem@Be feste Formen in ausgefilitter Form,
d.h. je nach Verfahrenbedingungen in Form eines Prazipitats oder eines
Kristalls.

prézipitiert kristallin; Unter prazipitiert kristallin oder kristallin versteht man
im Rahmen der vorllegenden Erfindung erfindungsgeméfe feste Formen
in geordnetar kristalliner Struktur.

prizipitiert nicht-kriatallln: Unter priizipitiert nicht-kristallin versteht man im
Rahmen der vorflegenden Erfindung erfindungsgemaRe feste Formen in
amorpher nicht-kristalline Strukturen oder Aggregations-und Assozlations-
zustande.

geldst, Unter gelGster Form versteht man im Rahmen der vorliegenden
Erfindung erfindungsgemafe feste Formen dle in elner erfindungs-
geméafen L&sung geldst bzw. wiederaufgelbst vorilegen.

syuspendiert: Unter suspendierter Form verstsht man erfindungsgemée
feste Formen dle in elner erfindungsgeméBen LBsung suspendlert bzw.,
resuspendiert vorilegen.

Als .whssriges Medium" im Rahmen der Erfindung werden Wasser oder
Gemische von Wasser mit gesigneten inerten Ldsungsmitteln und anderen
in Beisple! 1 genannten Agenzien veratanden, wie beispielsweisa Puffer,
Stabilisatoren oder Hilfsstoffe, mit der Eigenschatt, dass erfindunge-
gemaBe whssrige Medien allein nicht zur Ausfallung oder Kristallisation
des AntikSrpers fGhren, sondem eine Ausfallung oder Kristallisation erst
durch Zusatz von erfindungsgemaBen Prazipltationsreagenzien erfoigt

Als Medium" Im Rahmen der Erfindung werden Ole oder
Gemische von Qlen mit Wasser ader anderen geelgneten inerten

.3
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Losungsmitteln und anderen in Beisplel 1 genannten Agenzien
verstanden, wie beisplelsweise Stabilisatoren oder Hilfsstoffs, mit cler
Eigenschaft, dass erfindungsgemafe nicht-wiiasrige Medien allein nicht
zur Ausfallung oder Kristallisation des Antikdrpers fihren, sondem eine
Ausfillung oder Kristallisation erst durch Zusatz von erfindungsgeméen
Prazipitationsreagenzien erfoigt.

Bez0glich der erfindungsgemaBen an-EGFR-Antiktrper und im Rehmen
der vorliegenden Erfindung, versteht man unter ,biclogisch aktv*, *rativ"
und ,wirksam"®, dass erfindungsgemée ant-EGFR-Antikdrper auch nach
Oberfihrung In erfindungsgemafe feste Formen und anschlielender
Wiederaufldaung oder Resuspension thre biologische Wirkung ausCiben
knnen, insbesondere die Bindung an EGFR, Inhibition der Bindung von
Liganden, insbesondere EGF, an den EGFR, Modulation, insbesondere -
Inhibition der EGFR-vemmitieften Sighaltransduktion und Prophylaxe oder
Theraple von EGFR-vermittelten Erkrankungen.

Insbesondere eine unproblematische Herateliung von Kristallen von
erfindungsgemafen anti-EGFR-Antikbrpern war deshalb nicht zu ervvarten,
da AntikBrper im Aligemeinen eine starke Tendenz zur Aggragation
aufweisen, was den geordneten Elnbau in eln Kristallgitter eraschwert oder
gar verhindert (McPheraon A. (1990) Crystaliization of Biological
Macromolecules, 1 edn. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York).
Trotz der flr den Fachmann zu erwartenden Schwierigkeiten bel der
Kristallisation erfindungagemaBer Antikdrper aufgrund der cbengenannten
Inhomogenitilt bezliglich Proteinstruktur, Glykosyllarung und struktureiler
segmentaler Flexibilitdt auch innerhalb einer Antikdrper-Spezies, werclen
Obemaschenderweise mit erfindungsgemaBen Verfahren ausgezeichrete
Ergebnisse erzielt.

Die hohe Stabliltat der erhaltenen Kristalle erfindungsgem#Ber Antikd rper
ist auch dadurch gekennzsichnet, dass es weder zur Verdnderung der
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Partikelform und des PartikelgrdBenspektrunns, was als kritisch im Hinblick
auf immunogene Nebenwirkungen anzusshen wére, noch zu
Verinderungen in der Primérstruktur oder S&kundarstrukiur des Proteins
kommt. Das erfindungsgeméage Verfahren bi etet somit den Vorteil, dass
vorzugsweise die Partikelgrde der erhaltenen Kristalle kontrolllerbar ist
und vorzugsweise stablle dreldimensionale IKristalle erhalten werden. Die
KristaligroBe kann im Bereich von um und nr liegen.

ant-EGFR-Antik8mer; Erfindungegeméie arti-EGFR-Antikérper sind
vorzugawais'e monokional und muriner oder lhumaner Herkunft, besonders
bevorzugt sind sie muriner Herkunft und chinndr oder humanisiert. Bei dem
gegen den Rezeptor des epldermalen Wachsiumsfaktors (EGFR)
gerichieten Antikirper handelt es sich beson ders bevorzugt um Mab C225
(Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) urnd/oder deren Varianten odaer
Fragmente. Welters gegen den EGFR gerichitete Antikdrper sind z.B. in
der EP05868002 sowle In J. Nall. Cancer Inst. 1993, 85:.27-33 (Mab 5286)
beschrieben.

Mab C225 (Cetuximab, Erhitux™): Mab C225 (Cetuximaby) ist ein kiinisch
erprobter Antikbrper, der an den EGF-Rezep tor bindet. Mab C225

(Cetuximab) Ist ein chimérer Antikdrper, dessen variable Reglonen
murinen und dessen konstante Reglonen hummanen Ursprungs sind. Er
wurde erstmals von Naramura et al., Cancer Immunol. Inmunotherapy
1883, 37: 343-348 sowie in WO 86/40210 A1 beschrieben.

Mab h425 (EMD 72000): Mab h425 (EMD 72000) Ist ein humanisierter
monokionaler Antikdrper (Mab), der aus dem murinen anti-EGFR-
Antikorper 425 (Mab 425) erhalten wurde (EF0531472). Der murine
monckionale Antikbrper Mab 425 wurde In der humanen Karzinomzelllinie
A431 entwickelt, da er hler an aln extrazellul&ires Epitop des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) bindet. E= wurde gefunden, dass er die
Bindung von EGF Inhibiert (Murthy et al., 1887). EthShte Expression von
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EGFR wird in malignen Gewsben aus unterschiaedlichen Quellen
gefunden, so dass Mab 425 ein méglicher Wirkstoff zur Diagnose und
tharapeuﬁschen Behandlung von humanen Tumoren ist. So wurde
gefunden, dass Mab 425 In vitro Tumorzytotoxizitit vermiitelt und in vitro
das Tumorwachstum von Zellinien epidermolder und colorektaler
Karzinome unterdrickt (Rodeck et al., 1987). AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass Mab 425 an Xenografts von humanen malignen Gliomen in
Méusen bindet (Takahashl et al., 1987). Seine humanisierten und
chiméaren Formen sind zB. aus EP0531472; Kettleborough et al., Protein
Engineering 1891, 4: 773-783; Bier et al., Cancer Chemother Pharmacol.
2001, 47: 518-524; Bier ot al., Cancer Immunol. immunother. 1968, 46:
167-173 bekannt. Mab h425 (EMD 72000) ist dabei ein in der klinischen
Phase I/l befindlicher humanisierter Antikbrper (h425), dessen konstanter
Bereich sich aus einer x und einer humanen y-1-Kette zusammensetzt
(EP0531472).

Humane ant-EGFR-Antik8rper kdnnen nach der XenoMouse-Technologie
bereitgestelit werden, wie in der WO8110741, W0OB8402602, WO8833735
beschrieben. Ein gemaR dieser Technologie hergestellter, in der kiinischen .
Erprobung befindlicher Antik3rper 1st belspielswelse auch ABX-EGF
(Abgenix, Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2001, 38: 17-23; Cancer Research
1999, 59: 1236-43).

Aptik6rper; Antik8rper oder Immunglobulin wird im Rahmen der
vorllegenden Erfindung im breitesten Umfang verwendet und betrifft
Insbesondere polykionale Antikdrper und multispezifische AnfikBrper (z.B.
bispezifische Antikdrper) und besonders bevorzugt intakte monoldonale
Antikdrper (Mab), dle biologlsch wirksam sind, sowie deren Varianten und
Fragmente. Es sind auch Heteroantikrper, die aus zwel oder mehreren
Antikdrpemn oder deren Fragmenten bestehen und/oder verschledene
Bindungsspezifitdten aufwelsen und mitelnander verbunden sind, umfasst.
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In Abh#ingigkeit von der Aminosauresequenz ihrer konstantan Reglonen
kdnnen Antikdrper verschiadenen ,Antikdrper- (immunglobulin-) Klassen
zugeordnet werden: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM. Mehrere davon k8nnen
weiter in Subklassen (lsotypen) untertellt werden, belsplelsweise igG1,
1gG2, 1gG3, IgG4, igA1 und IgA2. AntikBrper haben gewdhnlich ein
Molekulargewicht von etwa 150 kDa, bestehen aus xwei identischen
leichten Ketten (L) und zwei identischen schweren Ketten (H). Monokonale
Antikdrper werden aus einer Population homogener Zellen erhalten. Sle
sind hochspezifisch und gegen eln einziges Epitop gerichtet, wihrend
polyklonale Antikdrper verschiadene Anflkdrper umfassen, dle gegen
unterschledliche Epitope gerichiet sind. Verfahren zur Herstellung
monokionaler Antlkdrper umfassan belspielewsise die von Kohler und
Milsteln (Nature 256, 485 (1975)) und In Burdon et al., {1885) “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
beschriebene Hybridommethode. Sie knnen insbesondere durch
bekannte rekombinante DNA-Techniken hergestellt werden (siehe z.B.
US4818587). Monoklonale Antikdrper kdnnen auch aus Phagenantikarper-
bibliotheken Isoliert werden belspielswelse mithilfe der In Clackson et al.
(Nature, 352:624-628 (1891)) und Marks et al. (J. Mol. Biol., 222:58, 1-
597(1981)) beschriebenen Techniken.

Varanien und Fragmente: Bel Varianten (Mutelne) von Antikkdrpem
handelt es sich um strukturverwandte Proteine, beispieisweise solche, die

durch Modifikation der Primarsequenz (Aminosfiuresequenz), durch
Glycoenginesering (Varianten der Glykosyllsrungsstelien bzw —atrukturen,
auch deglykosylierts Proteine), durch PEGyllerung, durch Herstellung in
modHizierten Wirtszellen oder durch anders Techniken erhalten werden
k&nnen. Eﬁindungagemﬂﬁe Varianten sind hlerbel nicht auf die vor-
stehenden Beisplele beschriinkt, sondem umfassen alie dem Fachmann
bekannten Varianten erfindungsgemaBer Antikdrper.
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Bei Fragmenten (Tellsagmenten) von Antikdrpem handelt es sich um
Spaltungsprodukte von AntikBrpem, dle beispielsweise durch limitierts
enzymatische Verdauung mithilfe von Papain, Pepsin und Plasmin oder
durch gentachnische H'arstellung der Tellsegmente gewonnen werden.
Typische Tellsegmente sind beispielswaise das bivalente F(ab")2-
Fragment, das monovalents Fab-Fragment sowle das Fe-Fragment.
(Lottspeich F. , H. Zorbas (ed.). Bioanalytik, Heidelberg; Berlin:Spekirum
Akademischer Verlag GmbH, (1898) pp.1035). Erfindungsgemate
Fragmente aind hierbel nicht auf die vorstehenden Beispiele beschrénkt,
sondem umfassen alle dem Fachmann bekannten Fragmente
erfindungsgemager Antikdrper.

Phamazeutische Zubereitung: Die Begriffe pharmazeutische Formulierung
und pharmazeutische Zubereltung werden im Rahman der vorliegenden

Erfindung als Synonyme verwendet.

Wie hier verwendet bezieht sich .,pharmazeutisch vertraglich® auf Arznei-
mittel, Prazipitationsreagezien, Trageretoffe, Hilfsatoffe, Stabilisatoren,
Lasungsmittel und sonstige Agenzien, die die Verabrelchung der daraus
erhaltenen pharmazsutischen Zubersitungen ohne unerwiinschte
physlologische Nebenwirkungen, wie Ubelkelt, Schwindel,
Verdauungsprobleme 0.4. an ein Saugetier ermdglichen .

Bei pharmazeutischen Zubereitungen zur parenteralen Verabrelchung
bestsht dle Forderung nach Isotonie, Euhydrie sowie nach Vertragiichkeit
und Sicherheit der Formullerung (geringe Toxizitét), der elngesetzten
Hilfsstoffe und des Primarpackmittels. Uberraschenderwsise haben
erfindungsgemiaie feste Formen von anti-EGFR-AntikBrpern vorzugswelse
den Vortsil, dass eine direkte Verwendung maglich ist, da als
Prazipitationsreagenzien physiologlsch unbedenkliche Agenzien
verwendet werdan und vor Verwendung der erfindungsgeméaRen festan_
Formen in pharmazeutischen Formullerungen somit keine weitaren
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Relnigungsschritte zum Entfemnen toxikologisch bedenklicher Agenzien,
wie belspielsweise hohe Konzentrationen organischer Ldsungsmittel oder
anderer toxikologlsch badenklicher Hilfestoffe, erforderlich sind. Somit Ist
die Herstellung erfindungsgemaBer fester Formen von ant-EGFR-Anti-
kdrpern bel vorzugswelse gleichzeltig hoher Ausheuts an nativem und
pharmazeutisch unbedenkiichem Protein hoher Reinheit, vorzugsweise
einfach, zelteparend und kostenginsiig.

Gegenstand der Erfindung lst deshalb auch ein Verfahren zur Herstellung
einer festen Form eines erfindungsgemalen ant-EGFR-Antikdrpers '
und/oder einer seiner Varianten und/oder Fragments, welche durch
Aufidsen oder Suspendieren In wissrigem Medium zu biologisch aktivermn
Antikdrperprotein fihrt, dadurch gekennzeichnet, dass der in wéssriger
L3sung geldste oder suspendierte Antikérper und/oder seine Variantsn
und/oder Fragmente durch ein Prazipitationsreagenz ausgefalit werden
und das Ausefélllungsprodukt abgetrennt wird. Als Prazipitationsreagenzien
werden im erfindungsgeméfen Verfahren vorzugsweise Polymere,
besonders bevorzugt Polyethylenglycol (PEG), Salze, besonders
bevorzugt Ammonlumsulfat, oder organische Lasungsmittel, besonders
bevorzugt Ethanol verwendet.

Eine erfindungagemaBe feste Form sines anti-EGFR-Antikdrpers kann
hergestelit werden, indem elner Ldsung, die erfindungsgeméaBe Antikdrper
enthdlt, die In Belapiel 1 genannten erfindungsgemtifen Prazipitations-
reagenzien, vorzugswelse Polymere, wie besonders bevorzugt
Polysthylenglykol (PEG) In elner Konzentration von 0,1 bis 99,8 % (wiv),
mit einem durchschnittiichen Molekulargewicht von 200 — 80.000,
bavorzugt 400 bis 20,000, besondere bevorzugt 400 — 8.000; Salzs, wie
besonders bevorzugt Ammonlumsulfat in einer Konzentration von 0,1 — 4,5
M, Natriumacetat-Trihydrat in einer Konzentration von 0,1 — 4,5 M, tri-
Natriumcitrat Dihydrat in einer Konzentration von 0,1~ 1,5 M, Kallum-
phosphat in einer Konzentration von 0,1 — 1,2 M, Kaliumchlorid in elner

a4



10

16

20

25

30

WO 2005/051355 PCT/EP2004/012837
-17 -

Konzeniration von 0,1 bis 4,7 M, Natriumchlorid in einer Konzentration
von 0,1 bis 8,1 M, di-Kaliumhydrogenphosphat in einer Konzentration von
0.1 bis 3,0 M, di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat In einer Konze ntration
von 0,1 bis 0,5 M oder organische Ldsungsmittsl, wie besonders be vorzugt
Ethanol in einer Konzentration von 0,1 — 88,8% (vA), oder deren
Mischungen, sowle Hilfestoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren in einear
Batch-Methode zugefiigt werden und das Gemisch bel in Beisplel 1
genannten pH-Werten und Temperaturen inkubiert wird. Zweckmaf.iger-
weise wird hierzu elner Losung mit einer definierten Konzentration an
EGFR-Antikdrper (0,01 bis 150 mg/ml, bevorzugt 2 bis 100 mg/ml,
besonders bevorzugt ca. 5-20 mg/ml), wie sie bel dessen Herstellurag
gewonnen wird, mit definierten Volumina an Stamml8sungen, die die in
Belspiel 1 genannten Prézipitationsreagenzien, Hilfsstoffe, Puffer urid/oder
Stabilisatoren in definlerter Konzentration enthalten, versetzt und
gegebenenfalls mit Wasser oder Puffer (beisplelsweise Citrat oder
Phosphatpuffer, in einer Konzentration von 1mM bis 200 mM, bevorzugt 2
bis 20mM, besonders bevorzugt ca. 10 mM; auch unter Zusatz von
lsotonisierungsmitteln wie belsplelswelse Kaliumchlorid, Natriumehleorid in
einer Konzentration von 1 — 1000 mM, bevorzugt 40 mM - 310 mM) auf die
vorberechnete Konzentration verdnnt. Altemativ kdnnen erfindungss-
geméale Prizipitationsreagenzien, Hilfastoffe, Puffer und Stabllisatoren
auch In fester Form 2ugesetzt werden. Liegt der Anttk8rper selbst in

festem Aggregatszustand vor, beispieleweise a.ls Lyophllieat, kBnne n dle
erfindungsgeméBen festen Formen von ant-EGFR-Antlkdrpem hergyestelit
werden, Indem erfindungsgemaBe Antikdrper zundchst in Wasser o der in
einer elnen oder mehrere weltere Inhaltsstoffe enthaltenden wassrigen
Lasung geldst werden und anschlieBend mit definlerten Volumina a n
Stammidsungen, die die in Belsplel 1 genannten Priizipltationsreagenzien,
Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren in definlerter Konzentratioon
enthalten, versetzt werden. ErfindungsgeméRe Prézipitationsreagerizien,
Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren kdnnen zudem auch in fesstemn
Aggregatszustand zugesetzt werden. ZweckméRigerweise kdnnen
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erfindungsgemate Antikarper auch direkt in einer alle Prazipitations-
reagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabllisatoren enthaltenden
L&sung gelost werden.

Die Erfindung umfaast auch alle dem Fachmann bekannten und
denkbaren Hydrate, Salze und Derivate der vorstehend genannten
Agenzien.

Vorteilhaft kann eines oder mehrere der In der Erfindung genannten
Agenzien wahrend oder nach Beendigung des Prazipitationsverfahrens
zugegeben und g_egebenonfalls wieder entfernt werden, um beispielsweise
einen zusatzdichen Reinigungsschritt auszufthren.

Vortellhaft kann elnes oder mehrere der In der Erfindung genannten
Prizipitationsreagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabilisatoren
wahrend oder nach Beendigung des Herstellungsverfahrens des
Antikorpers zugegeben werden. Bevorzugt kann dies dadurch erfolgen,
indem der erfindungsgemife Antikdrper im letzten Schritt der nach seiner
Herstellung erfolgenden Aufreinigung direkt In einer wissrigen Lésung
gelost wird, dle einen, mehrere oder alle weiteren Prizipitations-
reagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabllisatoren enthélt. Dann
missen zur Herstellung elner erfindungsgem#fBen pharmazeutischen
Zubereitung dle jeweiligen weiteren Inhattastoff/e nur noch In jewslls
geringerer Menge oder gar nicht zugesetzt werden. Besondérs bevorzugt
ist, wenn der jewellige Inhaltastoff im letzten Schritt der Aufreinigung des
Antikdrpers, die seiner Herstellung folgt, in einer alle weiteren
Prézipitationsreagenzien, Hilfsstoffe, Puffer und/oder Stabillsatoren
enthaltenden wélssrigen Ldsung geldst wird. So kann vorteilhaftarweise
eine direkt abzufiillende oder zu lyophilisierende L8sung erhalten werden,

~ Die 80 erhaltene, den jewsiligen Antiktrper enthaltende L8sung wird auf
-einen pH-Waert von 4 bis 10, bevorzugt pH 5.bis 8 eingestellt, sterilfiliriert

und je nach Bedarf gefriergetrocknet.
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Die Umsetzung erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden in
einem geeigneten Ldsungsmittel, iInsbesondere in einem inerten
Lésungsmittel. Als inerte Ldsungsmittel eignen sich Ethanol, Glycerol,
Gemische mit Wasser oder reines oder anders Hilfsstoffe, wie
beispielswelse Salze mit puffemder oder isctonsierender Wirkung,
enthaltendes Wasser. Basonders bevorzugt Ist Wasser.

Besonders bevorzugt kann das hier beschriebene Verfahren im ,batch®-
Format durchgeflihrt werden. Nach erfindungsgemaRem Verfahren
hergestelite erfindungsgemiilBe feste Formen von ant-EGFR-Antikdrpemn
und/oder seiner Varianten und/oder Fragmente kdnnen besonders
bevorzugt durch Aufldsen oder Suspendleren in wasarigem Medium in
biologisch aktives Antikérperprotein Gberfihrt werden. Dazu werden
besonders bevorzugt sin in wssriger Lisung geloster oder suspendlerter
Antiktrper und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente durch ein
in Belspiel 1 genanntes Prizipitationsreagenz ausgefilit und das
Ausfilllungaprodukt abgetrennt.

Je nach Wahl der Konzentration des Prizipitationsreagenzes werden
entweder amorphe Prazipitate oder Kristalle erhalten. Vorzugswelse
werden bei hdheraer Konzentration des Prizipitationsreagenzes Prazipitate,
bei niedrigerer Konzeniration des Préizipitationsreagenzes dagegen
Kristalle erhalten. Durch geelgnete Wahi, der Konzeniration des
Prazipitationsreagenzes, der Konzentration des Proteins, der Obrigen
erfindungsgem#iBen Agenzien, des pH-Werts und der Temperatur lasst
sich so die Umsetzung In dle gewlinschte Richtung lenken. In den
Beleplelen 2 und 3 sind beispielhafte Kristallisationsbedingungen fir Mab
€225 (Erbitux™) aufgefthrt, in den Belsplelen 4 und 5 beispieihafte
Prazipitationsbedingungen. Das erfindungsgemiile Prizipitations-
verfahren und das erfindungsgemaBe Kristallisationsverfahren kdnnen
auch kombiniert werden.
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Geelgnete Reaktionstemperaturen fliegen bel Temperaturen von -10 bis
40°C, vorzugsweise bei 0 bis 25°C und ganz besonders bavorzugt bei 4
bis 20°C. Bevorzugt wird bei einem Druck von 1 bis 20 bar gearbelitet,
besonders bevorzugt bel Nomaldruck. Bevorzugt wird bei einem pH-Wert
von 4 bls 10 gearbeitet. Dle Dauer der Umsetzung hangt von den
gewdhlten Reaktionsbedingungen ab. In der Regel betrégt dle
Reaktionsdauer 0.5 Stunden bis 10 Tage, vorzugsweise 1 bis 24 Stunden,
besonders bevorzugt 2 bis 12 Stunden.

Unter Solvaten der erfindungsgeméBRen festen Formen werden
Anlagerungen von inerten Ldsungsmittsimolekillen an die erfindungs-
gemiBen festen Formen verstanden, die sich aufgrund threr gegenseitigen
Anziehungskraft ausbilden. Solvate sind beisplelsweise Hydrate, wie
Monohydrate ader Dihydrate oder Alkoholate, d.h. Additionsverbindungen
mit Alkoholen wie belsplelsweise mit Ethanol.

Die erhaltenen erfindungsgem#Ben festen Formen von ant-EGFR-
Antikbrpem knnen von der entsprechenden L8sung, in der sie hargesteilt
werden, getrennt werden (z.B. durch Zentrifugation und Waschen) und
konnen nach der Trennung In einer anderen Zusafnmensaizung gelagert
werden, oder sie knnen direkt in der Hemﬁallungsl&ung verbleiben. Die
erhaltenen erfindungsgemaRan festen Formen kinnen auch zur Jewsiligen
Verwendung In gewiinschie L8sungsmittel aufgenommen werden. Dle
erfindungagemaBen festen Formen von ant-EGFR-Antikdrper sind
vorzugswelse nach Wiederaufldsung oder Resuspension blologlsch aktiv
und es kommt bei erfindungegeméafien Verfahren vorzugswelse nicht zu
einer Denaturierung der Antikdrper. So bleibt dle biologische Wirksamkeit
des Proteins vorzugsweise erhalten.

Ebenso wurde Oberraschend gefunden, dass sich mithife erfindungs-
geméBer faster Formen von ant-EGFR-Antlk8mpem vorzugswelse stablle
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pharmazeutische Formullerungen herstelien lassen. Diese Formullerungen
weisen vorzugswelse elne hShere Stabilltat gegenlber physikaochemischen
Einfiissen wie beispielswelse Oxidation, mechanischen Belastungen,
unglnstigen pH-Wertsn und Temperaturen auf als herkdmmliche Protein-
losungen von AntlkGrpem. Ubl!chamlsa ist elne vergleichbare Stabilitat
sonst nur durch kosten- und zeitaufwendige Methoden zu emrelchen, wie
beispielsweise der Zusatz von Stabilieatoren, eine kilhie Lagerung,
Einfrleran oder Gefriertrocknung. Die hohe Stabliitdt ermaglicht vorzugs-
weise eine elnfachere und kostengiinstigers Lagerung, Transport und
Herstallung pharmazeutisch wertvoller Formullerungen, wie belspielsweise
ready-to-use-Formulierungen, Formullerungen mit verzgerter Wirkstoff-
freisetzung oder kontrollierter Freisetzung Ober elnen langeren Zeltraum

hinweg.

Ein welterer Gegenstand der Erfindung sind deshalb erfindungsgemate
feste Formen von ant-EGFR-Antikdrpem als lagerstablle Arznelmittsl.

Eln besonders bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind auch pharma-
zeutische Zubereitungen enthaltend wenigstens elne erfindungsgemifs
feste Form eines ant-EGFR-Antikdrpers in prizipitierter nicht-kristalliner,
prazipitierter kristalliner oder in gel8ster oder suspendierter Form, sowie
gegebenenfalls Trager- und/oder Hilfsstoffe und/oder weitere pharma-
zeutische Wirkstoffe.

Somit kdnnen erfindungsgemale phamazeutische Zubereltungen
erfindungsgeméfe feste Formen in prazipitierter Form, d.h. als Prazipitat
oder als Kristall, oder In wiederaufgeldster oder resuspendlerter Form
enthalten. Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch pharmazeutische
Zubereltungen, enthaitend wenigstens ein Priizipitat und/oder Kiristall eines
ant-EGFR-Antikdrpers, bevorzugt eines monokionalen ant-EGFR-Ant}-
kérpers, besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425
(EMD 72000) und/oder deren Varianten oder Fragmenten {n préZipitierter,
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wiederaufgeldster ader suspendlerter Form sowle gegebenenfalls Trager-
und/oder Hilfsstoffe und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe.

Vorzugsweise emdglichen es dle erfindungsgemafen festen Formen von
anti-EGFR-Antikdrpem, hochkonzentrierte Formulierungen herzustelien,
ohne dass es zu ungOnstigen unerwlnschten Aggregationen der
erfindungsgemiiBen AntikSrper oder zu unerwiinscht hoher Viskositat
kommt, wie sle bei gewdhnlichen, hochkonzentrierten Proteinidsungen
beobachtet werden kann. So lassen sich mithlife erfindungsgeméBer fester
Formen von antHEGFR-AntikBrpern mit wssrigen LOsungsmitteln oder in
wéssrigen Medien applikationsfertige L&sungen mit hohermn Wirkstoffantsil
wiederauflidsen oder resuspendieren. In jongerer Zeit werden vermehrt
mdglichet hochkonzentrierte Formulierungen von Proteinwiristoffen
gefordert. Die melstan Antikérper, dle zur Therapie eingesetzt werden,
werden im Bereich mg/kg doslert. Eine hohe Dosis und geringe zu
applizierende Volumina (z.B. ca. 1 bls 1,5 ml bel subkutaner Applikation)
zeigen den Bedarf an hochkonzentrierten Proteinzubereitungen mit
Konzentrationen von mehr als 100 mg/ml. AuBerdermn kdnnen hoch-
konzentrierte Proteinformulierungen In priiklinischen Tests zur Unter-
suchung der Unbedenkliichkelt und Wirksamkeit in-vitro und in-vivo (am
Tlermodell), in Kiinischen Tests zur Untersuchung der Unbedenklichkeit
und Wirksamkelt belm Menschen und in der kiinischen Anwendung des
Produktes (Insbesondere bei der subkutanen Applikation) erhebliche
Vorteile aufwsisen. lhre Vorteile bestehen Insbesondere darin, dass ein
geringeres Volumen der Zubereitung angewendet werden muss. Im
Gegensatz zur Infuslon oder Injektion von relativ niedrig konzentrlerten
Proteinarznelmittein ist dadurch 2.B. eine subkutane Applikation von
Protelnarzneimitteln fiir den Patlentsn méglich. Die subkutane Applikation
von Proteinarzneimitteln kann verschiedene Griinde haben. Belspielsweise
kann ein spezielles Targeting erwilinacht sein, welches in Zusammenhang
mit einem  therapeutischen Fenster” steht. Des weiteren hat eine
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subkutane Applikation den Vortell, daas der Patlent selbst die Applikation
vornehmen kann, ohne auf arztliches Personal angewlesen zu sein. Das
Beispiel des Insulins zeigt deutlich diese Vorteile. Da dle Injektionen zur
subkutanen Applikation jadoch maximal 1 - 1,5 mi betragen kdnnen, sind
haufig hochkonzentrierte Proteinformulierungen mit mehr als 100 mg/mi

nbtig.

Obemraschenderweise lassen sich mithilfe erfindungsgemaBer fester
Formen von anti-EGFR-Antikdrpem hochkonzentierte pharmazeutische
Zubereitungen erhatten, die In elner fillssigen Formulierung Protein-
konzentrationen von bevorzugt 10 — 200 mg/ml, besonders bevorzugt von
50 ~ 150 mg/ml ermdglichen.

Dies war nicht zu erwarten, da bei hoch konzentrierten Proteinformulier-
ungen die Tendenz zur Instablllt4t weitaus groBer Ist als bel verdlnnten
Proteinformullerungen (Flelds, G., Alonso, D., Stiger, D., Dill, K. (1882)
"Theory for the aggregation of protelns and copolymers.” J. Phys. Chem.
86, 3874-3981). Bei einer hohen Proteinkonzentration ist die
*Packungadichte” der Protelnmolekile erhGht. Eine vermehrte Anzahl an
Koliisionen ist demnach anzunehmen und es kann zu gelegentiichen
Protsin-Assoziationan kommen. Dieser Prozess erfolgt in der Regel durch
Nukleations- und Wachstumsmechanismen, bei der dle kritischen Nukiei
oft Wsliche assozilerte Proteine darstelien, die sich jedoch schnell in
unidsliche Proteinprizipitate (denaturiertes Profein) umwandein k8nnen
(Reithel, J.F. (1862) ,The dissoclation and association of protein
structurea”, Adv. Protein Chem. 18, 123). Die Grdsse der Proteinaggregate
erhoht sich mit ateigender Proteinkonzentration, wie fur das g-
Lactoglobulin bereits gezelgt werden konnte (Roefs, 8.P.F.M., De Kruif,
K.G. (1894) "A model for the denaturation and aggregation of p+-
lactoglobulin." Eur. J. Blochem. 228, 883-889)
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Die Grenze bel bekannten hochkonzentrierten Formulierungen von
Immunglobulinen liegt bel gebrauchsfertigen fissigen Formulierungen von
Antikdrpern normelerwelse bei 2 - 50mg/mL (Humira®).

Mit den erfindungsgemaBen festen Formen lassen sich jedoch stabile
hochkonzentrierte Formullerungen herstellen, was nicht zu erwarten war.
Somit kann durch den Schritt der Prizipitation oder Kristallisation eine
hochkonzentrierte stabile Antikdrperformulierung erhaiten werden, die
nach Resuspendlerung oder Wiederaufldsen elne veringerte Viskositét
verglichen mit filssigen Antikdrperformullerungen glelcher Konzentration
aufweist und dadurch die Handhabbarkeit bel der parenteralen
Verabreichung erleichtsrt.

Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch pharmazeutische
Zubereltungen, enthaltend wenigstens eine erfindungsgeméaie feste Form
eines anti-EGFR-Antik&rpers und/oder elne seiner Varianten und/oder
Fragmente in prizipitiertar nicht-kristalliner, priizipitierter kristalliner oder in
geldster c;dar suspendierter Form enthélt, wobel der enthaltene Antikdrper
biologisch aktiv ist, dadurch gekennzelchnet, dass die Antik8rper-
konzentration bevorzugt 10 - 200 mg/mi, besondera bevorzugt 50 — 150
mg/ml betragt.

Gegenatand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung einer
erfindungegematen hochkonzentrierten pharmazeutischen Zubereitung,
dadurch gekennzeichnet, dass man wenigstens eine erfindungsgemiRe
feste Form eines antl-EGFR-Antikdrpers und/oder eine seiner Varianten
und/oder Fragmente in einer erfindungsgemaBen Lasung 14st oder
resuspendiert und die Antikrperkonzentration bevorzugt 10 — 200 mg/mi,
besonders bevorzugt 50 — 150 mg/mi betragt.

Wilssrige Zubereltungen kdnnen hergestslit werden, indem man
erfindungegemdaRe feste Formen von anti-EGFR-Antikdrpem In einer
wiiserigen LOsung I18st oder suspendiert und gegebenenfalls Hiifsstoffe
zufigt. ZweckmaBigerweise wird hierzu éiner Ldsung oder Suspension mit
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einer definlerten Konzentration an erfindungsgemaBen festen Formen mit
definlerten Volumina an Stammitsungen, die die genanntan weiteren
Hilfsstoffe in definlerter Konzentration enthalten, versetzt und ggf. mit
Wasser auf die vorberechnete Konzentration verdinnt. Alternativ knnen
die Hilfsstoffe in fester Form zugesetzt werden. Dle erhaltene wiassrige
L8sung oder Suspension kann anschliefRend mit den jewelis erforderlichen
Mengen an Stammidsungen und/oder Wasser verseizt werden.
ZweckmaRigerweise kdnnen erfindungsgemaBe faste Formen von anti-
EGFR-Antikdrpem auch direkt In elner alle welteren Hilfestoffe
enthaltenden LOsung geldst oder suspendiert werden.

Vorteilhaft kéinnen aus den erfindungsgem#en festen Formen durch dle
Rekonstitution mit wassrigen L8sungsmittein anfikdrperhaltige L3sungen
oder Suspensionen mit elnem pH-Wert von 4 bis 10, bevorzugt mit einem
pH-Wert von § bis 8, und einer Osmolalitit von 250 bis 350 mOsmolkg
hergestelit werden. . Die resuspendierts oder wieder galdste Zuberaltung
kann somit weitgehend schmerzfrei intravends, Intraarteriell und auch
subkutan direkt verabrelcht werden. Daneben kann die Zubereifung auch
infusionsl8sungen, wie z.B. Glukoseldsung, Isotonische Kochsalzidsung
oder RingeriGsung, die auch weitere Wirkstoffe enthalten kdnnen,
zugesellzt werden, so dass auch groBers Wirkstoffmengen appliziert
werden kdnnen.

Erfindungsgemafe pharmazeutische Zubereitungen kdnnen auch
Mischungen erfindungsgeméQer Prazipitate und/oder Kristalle in
prazipitierter bzw. kristalliner und/oder wisderaufgeldster oder
resupsendlierter Form enthalten.

Die erfindungsgemian Zubereitungen sind physiologisch gut vertréiglich,
leicht herstellbar, exakt dosierbar und vorzugswelse (ber die Dauer der
Lagerung sowie des Transports und bel mehrfachen Einfrier- und
Auftauvorgéingen hinsichtlich Gehalt, Zersetzungsprodukten und
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Aggregaten stabil. Sle kdnnen bei K&hlschranktemperatur (2-8°C) und bei
Raumtemperatur (23-27°C) und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit (r.F.)
vorzugswelse Ober einen Zeitraum von mindestens drei Monaten bis zu
zweli Jahren stabll gelagert werden. Uberraechenderweiee sind die
erfindungageméaBen Zubereltungen vorzugswsise auch bei hdheren
Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten, beisplelswelse bei einer Temperatur
von 40°C und 75% relativer Luftfeuchtigkeit Gber mindestens sechs
Monatestabil lagerbar.

Beispieleweise knnen erfindungsgemaiRe feste Formen durch Trocknung
stabil gelagert und bei Bedarf durch L8sung oder Suspension in eine
gebrauchsfertige pharmazeutische Zubereitung Gberfihrt werden.
Mogliche Methodsn zur Trocknung sind zum Beisplei, ochne auf diese
Beisplele beschrankt zu seln, Stickstoffgastrocknung, Vakuumofen-
Tracknung, Lyophilization, Waschen mit organischem L8sungsmiitel und
anschlleBende Luftirocknung, Fllssigbett-Trocknung, Wirbelachicht-
trocknung, Spriihtrocknung, Walzentrocknung, Lagentrocknung;
Luftrocknung bel Raumtemperatur und weitere Mathoden.

Der Ausdruck "wirksame Menge" bedeutet die Menge eines Arzneimittels
oder elnes pharmazsutischen Wirkstoffes, dle eine blologische oder
medizinische Antwort In einem Gewebe, System, Tler oder Menschen
hervorruft, die z.B. von einem Forscher oder Mediziner gesucht oder
angestrebt wird.

DarOber hinaus bedeutet der Auadmck *therapeutisch wirksame Menge"
elne Menge, dis, verglichen zu einem entsprechenden Subjekt, das dlese
Menge nicht erhalten hat, folgendes zur Folge hat verbesserte-Heilbe-
handlung, Heilung, Pravention oder Beseltigung einer Krankhel, eines
Krankheitsbildes, elnea Krankheltszustandes, elnes Leldens, einer Stdrung
oder Verhinderung von Nebenwirkungen oder auch die Verminderung des
Fortschreitens elner Krankheit, einea Leidens oder einer Stdrung. Die
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Bezelchnung "therapeutisch wirksame Menge" umfasst auch die Mengen,
die wirkungsvoll sind, dle normale physlologische Funktion zu erhdhen.

Arzneimittel kBnnen in Form von Dosleeinheiten, die eine vorbestimmte
Mange an Wirkstoff pro Doslecinheit enthalten, dargereicht werden. Eine
solche Elnhelt kann beisplelswelse 0,5 mg bis 1 g, vorzugswelse 1 mg bis
800 mg, elnes erfindungsgemaien Wirkstoffs enthalten, Je nach dem
behandelten Krankheitszustand, dem Verabrelchungsweg und dem Alter,
Gewicht und Zustand des Patlenten. Bevorzugte Dogierungseinhelts-
formulierungen sind solche, die eine Tagesdosis oder Telldosis, wie oben
angegeben, oder einen entsprechenden Bruchtell davon eines Wirketoffs
enthalten. Weiterhin lagsen sich solche Arzneimiitel mit einem der im
pharmazeutischen Fachgebiet aligemeln bekannten Verfahren herstellen.

Arzneimitiel lassen sich zur Verabreichung Ober einen bellebigen
geeigneten Weg, beisplelswelse auf oralem (einechlieBlich buccalem bzw.

- sublingualem), rektalem, pumonalen, nasalem, toplachem (einschlieRlich

buccalem, sublingualem oder transdermalem), vaginalem oder
parenteralem (elnschlieflich aubkutanem, Intramuskulfrem, intravendasem
oder infradermalem) Wege, anpassen. Solche Arzneimittel kdnnen mit
allen im pharmazeutischen Fachgeblet bekannten Verfahren hergestellt
werden, indem belspielsweise der Wirketoff mit dem bzw. den Trager-
stoff(en) oder Hilfsstoff(en) zusammengebracht wird.

Zur Verabreichung der erfindungsgemaBer Arzneimittel elgnen sich
vorzugswelse dle parenterale Applikation. Im Falle der parenteralen
Applkation sind die intravendse und subkutane Applikation besonders
bevorzugt. Im Falle der infraven8sen Appllkation kann dle Injektion direkt
oder auch als Zusatz zu Infuslonsi®aungen erfolgen.

Insbeaondere eignen sich Arzneimittel zur subkutanen Applikation, da sich
mithlife erfindungsgeméater fester Formen von ant-EGFR-Antlkrpemn
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stabile, hochkonzentrierte Forumllerungen herstellen iassen. Dadurch
lassen sich dle for die parentrale oder subkutane Verabreichung
erforderiichen hochkonzentrierten Formullerungen und geringe zu
applizlerande Volumina realisieren.

Die subkutane Applikation hat den Vorteil, dass der Patient ohne
medizinische fachinfinnische Hilfe sich sslbst das Arzneimitiel
verabrelchen kann. ErfindungsgeméQe feste Formen von ant-EGFR-
Antikdrpem elgnen sich auch zur Heretellung von parenteral zu

~ applizierenden Arzneimittein mit kontrolilerter, glelchmagiger und/oder

verzdgerter Wirkstoffireisetzung (slow-release, sustained-releass,
controlied release). Dle erfindungsgemafen Prézipitate und/oder Kristalle
llegen dabel vorzugwelee In Suspenslon vor und I8sen sich (ber elnen
langeren und/oder kontrollierten Zeltraum hinweg auf und liegen dann in
nativem und wirksamen Zustand vor. Somit eignen sich erfindungsgemate
feste Formen von ant-EGFR-Antikdrpem auch zur Herstellung von Depot-
Formulierungen, dle fir den Patlenten vortelthaft sind, da eine Applikation
nur In grdReren Zeltintervallen notwendlg lst. Erfindungsgemaie
pharmazeutische Zubersltungen k8nnen auch direkt in den Tumor Injiziert
werden und so direkt am bestimmungegeméaBen Wirkort ihre Wirkung
entfalten.

Zu den an die parentsrale Verabrelchung angepassten Arznelmitteln
gehdren wiesrige und nichtwassrige sterlle Injektionsisungen, die
Antioxidantlen, Puffer, Bakieriostatika und Solute, durch die die
Formullerung lsotonisch mit dem Blut des zu behandelnden Empfangers
gemacht wird, enthalten; sowie wiiesrige und nichtwissrige sterile
Suspensionen, die Suspensionsmittel und Verdicker enthaliten kdnnen. Die
Formulierungen k3nnen in Elnzekiosis- oder Mehrfachdasisbehaltem, z.B,
versiegelten Ampullen und Fischchen, dargersicht und In gefrier
getrocknetem (lyophillsiertern) Zustand gelagert werden, so daes nur die
Zugabe daer sterilen TrégerfiGasigkeit, z.B. Wasser fir [njektionazwecke,
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unmitielbar vor Gebrauch erforderlich ist. Rezepturmagig hergestellie
injektionsideungen und Suspensionen kinnen aus sterllen Pulvem,
Granulaten und Tabletten hergestslit werden.

Die erfindungsgemaBen festan Formen von an-EGFR-Antik8rpem,
gegebenenfalls in wiederaufgelBater Form lassen sich auch In Form von
Liposomenzufilhreystemen, wie z.B. kleinen unilamellaren Veslkeln,
groRen unliamellaren Veslkeln und muitilamellaren Veslkeln, verabreichen.
Liposomen konnen aus verschiedenen Phosphoiipiden, wie z.B.
Choleeterin, Stearylamin oder Phosphatidylchollnen, gebildet werden.

Dle erfindungsgeméaRen festen Formen von ant-tEGFR-Antikérpern und
deren Varlanten in prizipitierter, wiaderaufgaluélnr oder suspendlerter
Form kdnnen auch mit 18slichen Polymeren als zielgerichtete Arznel-
stofftrAger gekoppelt werden. Solche Polymere knnen Polyvinyl-
pymrolidon, Pyran-Copolymer, Polyhydroxypropylimethacrylamidphenol,
Polyhydroxyethylaspartamidphenol oder Polyethylenoxidpolylysin,
substitulert mit Paimitoylresten, umfassen. Welterhin kdnnen die festen

" Formen von ant-EGFR-Antikdrpem an slne Klasse von blologisch

abbaubaren Polymeren, die zur Erzielung einer kontrolllerten Frelsetzung
eines Arzneistoffs geeignet sind, z.B. Polymilchséiure, Polyepsilon-
Caprolacton, Polyhydroxybuttersaure, Polyorthoester, Polyacetale,
Polydihydroxypyrane, Polycyanoacrylate, Polymilchcoglykolséure,
Polymere wie Konjugate zwischen Dextran und Methacrylate,
Polyphosphoestsr, verschiedene Polysaccharide und Polyamine sowle
Poly-s-caprolacton, Albumin, Chitosan, Colilagen oder modifizlerte
Gelatine und quervemsetzte oder amphipatische Biockcopolymere von
Hydrogelen, gekoppelt sein.

An dle transdermale Verabrelchung angepassts Arzneimittel k3nnen als
eigenstindige Pflaster fiir lingeran, engen Kontakt mit der Epidermis des
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Empfingers dtllrgeralcht werden. So kann beisplelsweise der Wirkstoff aus
dem Pflaster miitsls lontophorese zugafiihrt werden, wie in
Pharmmaceutical Research, 3(8), 318 (1088) aligemein baschrieben.

An die topische Verabreichung angepasste Arznelmilitel kénnen als
Salbsn, Cremes, Suspenslonen, Lotionen, Pulver, L8sungen, Pasten,
Gele, Sprays, Aerosole oder Ole formullert sein.

Far Behandlungen des Auges oder anderer &uBerer Gewebe, z.B. Mund
und Haut, werden dle Formulierungen vorzugsweise als topische Salbe
oder Creme appliziert. Bei Formullerung zu elner Salbe kann der Wirkstoff
entweder mit siner paraffinischen oder einer mit Wasser mischbaren
Cremebasia eingesetzt werden. Alternatlv kann der Wirketoff zu einer
Creme mit elner OHn-Wasser-Cremebasis oder einer Wasser-in-Ol-Basis
formullert werden.

Zu den an dle toplsche Applikation am Auge angepassten Arzneimittel
gehoren Augentropfen, wobel der Wirkstoff in einem geeigneten Tréger,
insbesondere sinem wiaserigan Ldsungsmittel, gelst oder suspendiert ist

An die rektale Verabreichung angepasste Arzneimittel kdnnen in Form von
Zi\pfchen oder Einlaufen dargereicht werden.

An die Verabrelchung durch Inhalation angepasste Arzneimittel umfassen
felnpartikulire Stiube oder Nebel, die mitiels verschiedener Arten von
unter Druck stehenden Dosierspendermn mit Aeroeolen, Vemeblemn oder
insufflatoren erzeugt werden kdnnen. Besonders bevorzugt im Rahmen
der vorilagenden Erfindung sind Pulver erfindungsgemaBer fester Formen
von anti-EGFR-Antikdrpern zur Applikation als Inhalat.
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An dle vaginale Verabreichung angepasste Arzneimittel kdnnen als
Pessare, Tampons, Cremes, Gele, Pasten, Schdume oder
Sprayformulierungen dargereicht werden.

Es versteht sich, dass die erfindungsgemiRen Arzneimittel neben den
obigen besonders erwiihnten Bestandieilen andere im Fachgebiet fibliche
Mittel mit Bezug auf die jeweilige Art der pharmazeutischen Formulierung
enthaltan kdnnen.

Ein welterer Gegenstand der Erfindung 8ind Sets (Klts) bestehend aus

getrenntsn Packungen von

a) einer wirkeamen Menge eines Prazipitats und/oder elnes Kristalls eines
ant-EGFR-Antikdrpers, bevorzugt eines monokionalen anti-EGFR—
Antikdrpers, besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuxirab) oder
Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren Varianten oder Fragmenten in
prézipitierter, wiederaufgeldster oder suspendierter Form, und

b) elner wirksamen Menge eines weiteren Arzneimitieiwirkstoffe.

Das Set enthalt gesignete Behdlter, wie Schachtein ader Kartons,
Individuelle Flaschen, Beutel oder Ampullen. Das Set kann z.B. separate
Ampullen enthalten, in denen jewells eine wirksame Menge einer
erfindungsgeméien festan Form, gegebenenfalls in wiederaufgeldster
Form und einer wirksamen Menge eines welteren Arzneimittelwirkstoffs
geldst oder In lyophyilislerter Form vorliegt.

Eine therapeutlach wirisame Menge elner erfindungsgeméfen festen
Form eines antl-EFGR-Antiktrpers hdngt von einer Reihe von Faktoren
ab, einechlieBlich z.B. dem Alter und Gewicht, dem exakten
Krankheitszustand, der der Behandlung bedarf, sowie seines
Schweregrads, der Beschaffenheit der Formulierung sowie dem
Verabreichungsweg, und wird letztendlich von dem behandeinden Arzt _
bzw. Tierarzt festgelegt. Jedoch liegt elne wirksame Menge eines
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erfindungsgem#en anti-EFGR-Antikdrpers for die Behandiung von
neoplastischem Wachstum, z.B. Dickdarm- oder Brustkarzinom, im
aligemeinen im Bereich von 0,1 bls 100 mg/kg K8rpergewicht des
Empfangers (Sdugers) pro Tag und besonders typisch im Bereich von 1
bis 10 mg/kg Kérpergewicht pro Tag. Somit lige flir elnen 70 kg schweren
erwachsenen Sauger die tatsachliche Menge pro Tag flir gewBhnlich
zwischen 70 und 700 mg, wobei diese Menge als Einzeldosis pro Tag oder
(blicher In einer Rsiha von Teildosen (wie zB. zwel, drel, vier, fUnf oder
sechs) pro Tag gegeben werden kann, so dass die Gesamitagesdosis die
gleiche ist. Die Bestimmung des geeigneten Antikdrper-Titers erfolgt nach
dem Fachmann bekannten Methoden. Die fir die Verabreichung
vorgesehe Dasierung ist im Aligemeinen ausreichend, um die gewlinschte
tumor-hemmende Wirkung zu erzielen. Die Dosierung sollte jedoch auch
moglichst gering gewahlit werden, so dass keine Nebenwirkungen, wie
uneiwilnachte Kreuzreaktionen, anaphylaktische Reakiionen o.a.
auftreten. |

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung lst dle Verwendung erfindungs-
gemaRBer fester Formen zur Herstellung eines Medikaments, welches den
biologisch aktiven Antikdrper und/oder eine seiner Varianten und/oder
Fragmente in prizipitierter nicht-kristalliner, prazipitierter kristalliner oder in
geltster oder suspendiertar Form enthdlit,

Erfindungsgemane Medikaments kdnnen Insbesondere zur Prophylaxe
und/oder zur Behandlung von Krankheiten und Krankheiszustanden
verwendet warden. Gegenstand der Erfindung ist deshalb dle Verwendung
von erfindungsgemdBen festan Formen von ant-EGFR-Antikdrpem,
bsvorzugt von monokionalen anti-EGFR-Antlkdrpem, besonders bevorzugt
von Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren
Varianten aoder Fragmentsn In prazipitierter, wiederaufgelGster oder
suspendierter Form zur Herstellung eines Medikaments zur Behandiung
und/oder Prophylaxe von Krankheiten.
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In verschiedenen In vitro und in vivo Studien konnte gezsigt werden, dass
die Blockads des EGFR durch Antikrper auf unterschiedlichen Ebenen
gegen Tumore, belsplelaweles durch Hemmung der Krebszellproliferation,
Verringerung der tumorvermittelten Angiogenese, Induktion der Krebszell-
apoptose und Verstirkung der toxischen Wirkungen der Strahlentherapie
und der herkdmmlichen Chemotheraple.

Arzneimittel enthaltend feats Formen der erfindungegeméfen Antikdrper in
wiederaufgelbstar oder suspendierter Form kdnnen EGFR wirksam
regulleren, modulleren oder hemmen und kdnnen deshalb zur Vorbeugung

-und/oder Behandlung von Erkrankungen im Zusammenhang mit

unregullerter oder gestdrier EGFR-Aktlvitat eingesetzt werden. Insbe-
sondere lassen sich die erfindungsgemalen festen Formen von anti-
EGFR-Antikdrpemn deshalb bei der Behandlung gewisser Krebsformen
einsatzen, sowie bel durch pathologische Anglogenese bedingten
Erkrankungen wie diabetlsche Retinopathie oder Entzindungen.

Ein welterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Verwendung von
erfindungsgemdaBen festen Formen In prazipitierter, wlederaufgeldster oder
resuspendierter Form zur Heretellung elnes Medikaments zur Behandlung
und/oder Prophylaxs von Krankhelten, die durch EGFR und/oder durch
EGFR-vermittelte Signaliransduktion verursacht, vermitielt und/oder
propaglert werden.

Erfindungsgem#ie Arzneimittel eignen sich besonders zur Behandlung
und/oder Prophylaxe von Krebs, einschiieBlich solider Karzinome, wie zum
Belsplel Karzinome (z. B. der Lungen, des Pankreas, der Schilddrise, der
Hamblase oder des Kolons), myeloische Erkrankungen (z. B. myelolsche
Leukamie) oder Adenome (z. B. villdses Kolonadenom), pathologische
Anglogensse und metastatische Zelimigration. Die Arzneimittel sind ferner
nitzlich bel der Behandiung der Komplementakiivierungs-abhangigen
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chronlschen EntzOndung (Niculescu et al. (2002) Immunol. Res., 24:191-
198) und durch HIV-1 (Human Immunodeficiency Virua Typ 1) induzierte
immunschwache (Poplk et al. (1998) J Virol, 72: 8408-8413).

AuBlerdem eignen sich die voriiegenden Arzneimitiel als pharmazeutische
Wirkstoffe fir Saugetiere, insbeaondere flir den Menschen, bel der
Behandlung von EGFR-bedIngten Krankheiten. Der Ausdruck ,EGFR-
bedingte Krankhelten " bezieht sich auf pathologische Zustiinde, die von
der EGFR-Aktivitét abhangig sind. EGFR Ist entweder direkt oder indirekt
an den Signaltransduktionswegen verschiedener Zellaktivitéten, darunter
Proliferation, Adh#ision und Migration sowie Differenzierung betsliigt. Zu
den Krankheiten, die mit EGFR-Aktivitit assoziiert sind, zéihlen die
Proliferation von Tumorzellen, die pathologlsche GeféiRneubildung, dle das
Wachstum fester Tumore fordert, GefAlneubildung Im Auge (diabetische
Retinopathie, aitersbedingte Makula-Degeneration und derglelchen) sowie
Entzindung (Schuppenfiachte, rheumatvide Arthritls und dergleichen).

Gewsdhnlich werden dle hier besprochenen Erkrankungen in zwei Gruppen
elngeteilt, in hyperproliferative und nicht-hyperproliferative Erkrankungen.
In dissem Zusemmenhang werden Psorlasls, Arthritis, EntzOndungen,
Endometriose, Vemarbung, gutartige Prostatahyperplasie, inmunologl-
sche Krankheiten, Autcimmunkrankheiten und Immunschwachekrank-
heiten als nicht-krebsartige Krankhelten angesehen, von denen Arthritls,
Entzndung, Immunologische Krankheltsn, Auto!mmunkrankheiten und
Immunschwéchekrankheiten gewdhnlich gls nicht-hyperproliferative
Erkrankungen angesehen werden.

In dlesem Zusammenhang sind Himkrebs, Lungenkrebs, Platteneplthel-
krebe, Blagenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskrebs, Leberkrebs, Nleren-
krebs, Kolorektalkrebs, Brustkrebs, Kopfkrebs, Halskrebs, Osophagus-
krebs, gynéikologischer Krebs, Schilddriisenkrebs, Lymphome, chronische
Leukimie und akute Leuk#mie als krebsartige Erkrankungen anzusehen,

< 2~
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die alle gewhnlich zur Gruppe der hyperproliferative Erkrankungen
geziihit werden. Insbesondere krebsartiges Zellwachetum und
insbesondere durch EGFR direkt oder indirekt vermiiieltes krebsartiges
Zellwachstum ist eine Erkrankung, die ein Ziel der vorfiegenden Erfindung
darsteift.

Es kann gezeigt werden, dass die erfindungsgeméafien Arzneimittel in
einem Xenotransplantat-Tumor-Modell eine in vivo antiproliferative
Wirkung aufweisen. Die erfindungsgemafen Arzneimittel warden an einen
Patienten mit einer hyperproliferativen Erkrankung verabreicht, z. B. zur
Inhibition des Tumorwachstums, zur Verminderung der mit einer lympho-
proliferativen Erkrankung sinhergehenden Entzlindung, zur Inhibition der
TransplantatabstoBung oder neurologischer Schadigung aufgrund von
Gewebereparatur usw. Die vorliegenden Arzneimitiel sind natzlich fir
prophylaktische oder therapeutische Zwecke. Wie hierin verwendet, wird
der Begriff ,bshandeln® als Bezugnahme sowohl auf dle Verhinderung von
Krankheiten als auch die Behandlung vorbestshender Lelden verwendet.
Die Verhinderung von Proliferation wird durch Verabrelchung der
erfindungsgeméBen Arznelmittel vor Entwicklung der evidenten Krankheit,
z. B. zur Verhinderung des Tumorwachstums, Verhinderung meta-
statischen Wachetume, der Herabsetzung von mit kardiovaskuidrer
Chirurgle einhergehenden Rastenosen usw. emeicht. Als Alternative
werden die Arzneimitiel zur Behandlung andauemder Krankheiten durch
Stabilisation oder Verbesserung der kiinischen Symptome dea Patienten
verwendet.

Der Wirt oder Patlent kann Jeglicher SAugerspezies angehdren, z. B. einer
Primatenspezies, besonders Menschen; Nagetieren, einschlieflich
M#usen, Ratten und Hamstem; Kaninchen; Pferden, Rindem, Hunden,
Katzen usw. Tlermodelle sind flr experimentelle Untersuchungen von
Interesse, wobei sie eln Modell zur Behandlung einer Krankheit des
Menschen zur Verfligung stallen.

o
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Die Empfanglichkeit einer bestimmten Zelle gegentber der Behandiung
mit den erfindungsgeméfien Arzneimittein kann durch in vitro-Tests
bestimmt werden. Typischerwelse wird eine Kultur der Zelle mit einem
erfindungsgeméBRen Arzneimitiel bel verschiedenen Konzentrationen fr
eine Zeltdauer Inkubiert, die ausreicht, um den Wirkstoffen zu ermdgll-
chen, Zslitod zu induzieren oder Migration zu Inhibleren, gewShnlich

.2wischen ungefahr elner Stunde und elnar Woche. Zu in vitro-Tests

k&nnen kultivierte Zeallen aus einer Biopaieprobe verwendet werden. Die
nach der Behandlung zurlickbleibenden lebensfahigen Zellen werden
dann gezahit.

Die Dosls variiert abhénglg von den verwendeten spezifischen Arznei-
miitteln, der spezifischen Erkrankung, dem Patientenstatus usw..
Typischerweise ist eine therapeutische Dosis ausreichend, um die
unemwinschte Zellpopulation im Zlelgewebe erheblich zu vermindem,
wdhrend dle Lebensfithigkelt des Patienten aufrechterhalten wird. Die
Behandlung wird im Aligemeinen forigesetzt, bis eine erhebliche Reduktion
vorliegt, z. B. mindestens ca. 50 % Vemminderung der spezifischen Zellzahl
und kann forigesetzt werden, bis im Wesentlichen kelne unerwiinschten
Zellen mehr im Kbrper nachgewieasan werden.

Z ur identifikation von EGFR-Inhibitoren stehen verschledene Assay-
Systeme zur Verfligung. Beim Scintillation-Proximity-Assay (Sorg et al., J.
of. Biomolecular Screening, 2002, 7, 11-18) und dem FlashPlate-Assay
wird die radioaktive Phoephorylierung elnes Proteins oder Peptids als
Substrat mit YATP gemessen. Bel Vorllegen elner Inhibitorischen Verbin-
dung lst keln oder ein vermindertes mdioaktives Signal nachweisbar.
Femer sind die Homogeneous Time-resolved Fluorescence Resonance
E nergy Transfer- (HTR-FRET-) und Fluoreszenzpolarisations- {FP-)
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Technologien als Assay-Verfahren natzlich (Slils et al., J. of Biomolecular
Screening, 2002, 191-214).

Andere nicht radioaktive ELISA-Assay-Verfahren verwenden spezifische
Phospho-Antikdrper (Phospho-AK). Der Phospho-AK bindet nur das
phosphorylierte Substrat. Diese Bindung ist mit einem zwelten Peroxidase-
konjugierten Antl-Schaf-Antikrper durch Chemilumineszenz nachweisbar
(Ross et al., 2002, Biochem. J,, unmittelbar vor der Veroffentiichung,
Manuskript BJ20020786).

Es gibt viele mit elner Deregulation der Zellproliferation und des Zelliods
(Apoptose) einhergehende Erkrankungen und Krankheitszustinde. Die
Erkrankungen und Krankheitszustinde, die durch erfindungagemafe
Arznelmittel behandelt, verhindert oder gelindert werdan k8nnen umfassen
die nachfolgend aufgefihrien EH«ankungen und Krankheitszustinde, sind
jedach nicht darauf beachrinkt. Die erfindungsgeméfen Arzneimittel sind
n0Otzlich bel der Behandlung und/oder Prophylaxe einer Reihe ver-
schiedener Erkrankungen und Krankheltszusténde, bel denen Proliferation
und/oder Migration glatter Muskelzellen und/oder Entzlindungszellen in die
intimaschicht sines Gef@Res vorliegt, resultierend in eingeschrénkter
Durchblutung dieses Gefiles, z B. bei neointimalen okklusiven Laslonen.
Zu okklusiven Transplantat-GefaRerkrankungen von Interesse zithlen
Atheroskierose, koronare Gefaerkrankung nach Transplantation,
Veneniransplantaistenose, peri-anastomotische Prothesenrestenose,
Restenose nach Angloplastie oder Stent-Platzlerung und dergleichen.

Die vorliegende Erfindung umfasst die Verwendung der erfindungs-
gemaBen Arzneimittel zur Behandlung oder Vorbeugung von Krebs. Ein
besondsrs bevorzugter Gegenstand der Erfindung Ist deshalb die
Verwendung erfindungsgeméBer fester Formen von ani-EGFR-Anti-
kérpem zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von Tumoren und/oder Tumormetastasen, wobel der Tumor
besonders bevorzugt aus der Gruppe auegewidhit lst, bestehend aus
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Gehimtumor, Tumor des Urogenitaitrakts, Tumor des lymphatischen
Systems, Magentumor, Kehlkopftumor, Monozytenleukdmie, Lungen-
adenokarzinom, kieinzelliges Lungenkarzinom, Bauehspelchaldrﬂsen—
krebs, Glioblastom und Bruatkarzinom, ohne darauf beschriinkt zu sein.

Ein welterer Gegenstand der Erfindung Ist dle Verwendung von
erfindungsgeméRen Arzneimittel zur Herstellung eines Medlkaments zur
Behandiung von Krankhelten, ausgewiihit aus der Gruppe der krebsartigen
Erkrankungen bestehend aus Plattenepithelkrebs, Blasenkrebs, Magen-
krebs, Leberkrebs, Nlerenkrebs, Kolorektalkrebs, Brustkrebs, Kopfkrebs,
Halskrebs, Osophaguskrebs, gyn#kologischem Krebs, Schilddrisenkrebs,
Lymphom, chronischer Leukdmie und akuter Leukémis.

Die erfindungsgeméBen Arznelmitiel kGnnen an Patienten zur Behandiung
von Krebs verabreicht werden. Die voriiegenden Arzneimittel hemmen dle
Tumorainglogenese und beeinflussen so das Wachstum von Tumoren (J.
Rak et al. Cancer Research, 55:4575-4560, 1885). Die angiogenese-
hemmenden Elgenschaften der erfindungsgemafen Arzneimittel eignen
sich auch zur Behandlung bestimmter Formen von Blindheit, die mit
Retina-GefaBneubildung in Zusammenhang stehen.

Gagenstand der Erfindung Ist deshalb auRerdem die Verwendung
erfindungsgeméer fester Formen von anﬂ-EGFR-Anﬁkdrﬁem in
priszipitierter, wiederaufgeldster oder suspsndiertar Form zur Herstellung
elnes Medikaments zur Bahandiung und/oder Prophylaxs von Krankheiten,
die durch Angiogenese verursacht, vermittelt und/oder propagiert werden.

Eine derartige Krankheit, an der Angiogenese betsiligt ist, Ist elne Augen-
krankheit, wie Retina-Vaskularisierung, diabetische Retinopathie, alters-
bedingte Makula-Degeneration und dergleichen.
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Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung von
erfindungsgemaBen festen Formen von ant-EGFR-Antik&rpem in
prazipitierter, wlederaufgeldster oder suspendierter Form zur Herstsllung
elnes Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten,
ausgewdhit aus der Gruppe bestshend aus Retina-Vaskularisierung, '
diabetischer Retinopathie, altersbedingter Makula-Degeneration und/oder
EntzGndungskmankheiten.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung Ist die Verwendung von
erfindungsgemagen Arzneimitieln zur Behandlung und/oder Prophylaxe
von Krankheiten, ausgewdhit aus der Gruppe bestshend aus Psoriasls,
rheumatoide Arthritls, Kontakidermatitis, Sp#t-Typ der Uberempfindlich-
keitsreaktion, Entzindungen, Endometricse, Vemarbung, gutartiger
Proétainhyparplasle. Immunologischer Krankhelten, Autoimmunkrank-
helten und Immunschwiichekmankhelten.

Gegenstand der Erfindung let auch die Verwendung von erfindungs-
gemdéBen Arzneimittein zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
Knochen-Pathologien, ausgewdhit aus der Gruppe bestshend aus
Osteosarkom, Osteoarthritis und Rachliis.

Weiterhin kdnnen die erfindungsgemafie Arznelmittel verwendet werden,
um bei gewissen existierenden Krebschemotherapien und -beetrahiungen
additive oder synergistiache Effekte bereitzustsllen, und/oder kdnnen dazu
verwendet werden, um die Wirksamkeit gewlsser existierender Krabs-
chemotherapien und -bestrahiungen wiederherzustelien,

Gegenstand der Erfindung lst deshaib auch die Verwendung von
erfindungsgemaBen festen Formen von anti-EGFR-Antik8rpern In
priizipitiertsr, wiederaufgeldster oder suspendlerter Form zur Herstellung
eines Arzneimittels zur Behandiung und/oder Prophylaxe von Krankhetten,
wobei eine therapeutisch wirksame Menge einer erfindungsgemafien

ST
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festen Form In prézipitierter, wiederaufgelOster oder suspendierter Form in
Kombination mit siner Verbindung aus der Gruppe 1) Ostrogenrezeptor-
modulator, 2) Androgenrezeptormodulator, 3) Retinoldrezeptormodulator,
4) Zytotoxikurn, 5) antiproliferatives Mittel, 8) Prenyl-Protelntransferase-
inhibitoren, 7) HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, 8) HIV-Protease-
Inhibitoren, ©) Reverse-Transkriptase-inhibltoren, 10) Wachstumsfaktor-
rezeptor-inhibitoren sowle 11) Anglogenese-Inhibitoren verabreicht wird.

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung von
erfindungsgemagen festen Formen von an-EGFR-Antikdrpem In
prizpitierter, wiederaufgelBster oder suspandlerter Form zur Hersteliung
eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten,
wobel eine therapeutisch wirksame Menge elner erfindungsgeméQen
festen Form in prizipitierter, wiederaufgeldster oder suspendierter Form in
Kombination mit Radlotheraple und einer Verbindung aus der Gruppe 1)
Ostrogenrezeptormodulator, 2) Androgenrazeptormodulator, 3) Retinoid-
rezeptormod ulator, 4) Zytotoxikum, 5) antiproliferatives Mittel, 8) Prenyl-
Proteintransferaseinhibitoren, 7) HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, 8) HIV-
Protease-Inhibitoren, 8) Reverse-Transkriptase-Inhibitoren, 10)
Wachstumsfaktormezeptor-Inhibitoren sowle 11) Anglogenese-Inhibitoren
verabreicht wird.

Die erfindungsgemaBen Arzneimittel kdnnen 80 auch gemeinsam mit
anderen gut bekanntsn Therapeutika, die aufgrund Ihrer jeweiligen
Eignung fir das behandelte Lelden ausgewahit werden, verabreicht
werden. So wiéren zum Beisplel bei Knochenlelden Kombinationen
glnstig, die antiresorptiv wirkende Bisphosphonate, wie Alendronat und
Risedronat, integrinblocker (Wie aie welter unten definlert werden), wie
avf3-Antagonisten, bei der Hommontherapie verwendetete konjugierte
Ostrogene wie Prempro®, Premarin® und Endometrion®; selektive
Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) wie Raloxifen, Droloxifen, CP- |

PCT/EP2004/012837
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336,158 (Pfizer) und Lasofoxifen, Kathepsin-K-Inhibitoren und ATP-
Protonenpumpeninhibltoren enthalten.

Die vorliegeniden Arznelmittel eignen sich auch zur Kombination mit
bekannten Antikrebsmittein. Zu diesen bekannten Antikrebsmitteln z&hlen
dle folgenden: Ostrogenrezeptormodulatoren, Androgenrazeptor-
modulatoren, Retincidrezeptormodulatoren, Zytotoxika, antiproliferative
Mittel, PrenyI-Proteintransferaseinhibitoren, HMG-CoA-Reduktase-
Inhibltoren, HIV-Protease-Inhibitoren, Reverse-Transkriptase-Inhibitoren,
Wachstumsfaktor-Inhibitoren sowle Angiogeneseinhiblioren. Die
vorliegenden Verbindungen eignen sich Insbesondere zur gemeinsamen
Anwendung mit Radiotheraple.

.Ostrogenrezeptormodulatoren® bezieht sich auf Verbindungen, die die
Bindung von Ostrogen an den Rezeptor stBren oder diese hemmen, und
zwar unabh#ingig davon, wie dies geachieht. Zu den Ostrogenrezeptor-
modulatoren z@hlen zum Belspiel Tamoxifen, Raloxifen, Idoxifen,
LY353381, LY 117081, Toremifen, Fulvestrant, 4-{7-(2,2-Dimethyl-1-
oxopropoxy-4-methyl-2{4-[2-(1- piperidinyl)ethoxy]phenyl}-2H-1-
benzopyran-3-yljphenyl-2,2-dimethyipropanoat, 4,4'-Dihydroxy-
benzophanon-2,4-dinitrophenythydrazon und SH848, was jedoch kaine
Einschriinkung darstellen soll.

JAndrogenrezeptormodulatoren” bezieht sich auf Verbindungen, die die
Bindung von Androgenen an den Rezeptor stdren oder diese hemmen,
und zwar unabhénglg davon, wie dies geschieht Zu den Androgen-
rezeptormod ulatoren zfihien zum Beispiel Finasterid und andere 5a-
Reduktase-l nhibltoren, Nilutemid, Flutamid, Bicalutamid, Liarozol und
Abirataron-a cetat.

.Retinvidrezeptormodulatoren® bezisht sich auf Verbindungen, die dle Bin-
dung von Retinolden an den Rezeptor stéren oder dlese hemmen, und
zwar unabh&ngig davon, wie dies geschleht. Zu solchen Retinoidrezeptor-
moduiatorert 2iihien zum Beispisl Bexaroten, Tretinoln, 13-cls-Retinadure,
9-cle-Retins&ure, a-Difluormethylomithin, ILX23-7553, trans-N-(4'-Hydroxy-
phenyl)retinamid und N-4-Carboxyphenyiretinamid.
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Lytotoxika® bezieht sich auf Verbindungen, die in erster Linie durch direkte
Einwirkung auf die Zellifunktion zum Zelltod fOhren oder dle die Zelimyose
hemmen oder diese stdren, darunter Alkyllerungsmittel, Tumomekrose-
faktoren, interkaliemde Mittel, Mikrotubulin-Inhibitoren und Topoiso-
merase-Inhibltoren.

Zu den Zytotoxdka z&hlen zum Beispis| Tirapazimin, Sertenef, Cachectin,
lfosfamid, Tasonermin, Lonldamin, Carboplatin, Altretamin, Prednimustin,
Dibromdulclt, Ranimustin, Fotemustin, Nedaplatin, Oxaliplatin, Temozolc-
mid, Heptaplafin, Estramustin, Improsulfan-tosylat, Trofosfamid, Nimustin,

Dibrospidium-chlorid; Pumitepa, Lobaplatin, Satrapiatin, Profiromycin,

Clsplatin, Irofulven, Dexifosfamid, cls-Amindichlor(2-methyipyridin)platin,
Benzylguanin, Glufosfamid, GPX100, (frans,trans, trang)-bie-mu-~(hexan-
1,8-dlamin)-mu-{dlamin-platin(ll)]bis[diamin(chlor)platin(ll)}-tetrachlorid,
Diarizidinylsparmin, Arsentrioxid, 1-(11-Dodecylamino-10-hydroxyundecyl)-
3,7-dimethybxanthin, Zorubicin, idarubicin, Daunorubicin, Bisantren,
Mitoxantron, Pirarublcin, Pinafid, Valrubicin, Amrubicin, Antineoplaston, 3'-
Dasamino-3'-morpholino-13-desoxo-10-hydroxycarminomycin, Annamycin,
Galarubilcin, Elinafid, MEN10755 und 4-Desmethoxy-3-desamino-3-
aziridinyl-4-methylsulfonyldaunorubleln (sieshe WO 00/50032), was jedoch
keine Elnschrénkung darstslien soll.

Zu den Mikrotubulin-Inhibitorenn z&thlen zum Beispiel Paclitaxel, Vindesin-
sulfat, 3',4'-Dideshydro-4'-desoxy-8"-norvincaleukoblastin, Docetaxol,
Rhizoxin, Dolastatin, Mivobulin-isethlonat, Auristatin, Cemadotin,
RPR1098881, BMS1844786, Vinflunin, Cryptophyein, 2,3,4,5,6-pentafiuor-N-
(3-fluor-4-methoxyphenyl)benzolsulfonamid, Anhydrovinblastin, N,N-
dimethyl-L-valyl-L-valyl-N-methyl-L-valyl-L-prolyl-L-prolin-t-butylamid,
TDX258 und BMS188797,

Topolsomerase-inhibltoren sind zum Beispiel Topotecan, Hycaptamin,
Innotecan, Rubitecan, 8-Ethoxypropionyl-3',4'-O-exo-benzyllden-
chartreusin, 9-Methoxy-N,N-dimethyl-5-nitropyrazolo{3,4,5-«lJacridin-2-
(8H)propanamin, 1-Amino-8-ethyl-5-fluor-2,3-dihydro-8-hydroxy-4-methyl-
1H,12H-benzo[de]pyranc]3',4':b, 7]indollzino[1,2bjchinolin-10,13(8H, 16H)-
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dion, Lurtotecan, 7-{2-(N-lsopropylamino)ethyl}-(20S)camptothecin,
BNP1350, BNP 11100, BN80915, BN80942, Etoposid-phosphat, Teniposid,
Sobuzoxan, 2'-Dimethylamino-2’-desoxy-etoposid, GL331, N-[2-(Dimethyl-
amino)ethyl]-8-hydroxy-5,8-dimethyl-8H-pyrido[4, 3-b]carbazol-1-carbox-
amid, Asulacrin, (5a,5aB,8aa,b)-8-[2-[N{2{Dimethylamino)ethyl]-N-
methylamino]et hyl}-5-[4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl}-5,5a,8,8,8a,8-
hexohydrofuro(3',4':6,7)naphtho(2,3-d)-1,3-dioxol-8-on, 2,3-(Methylen-
dioxy)-5-methyl-7-hydroxy-8-methoxybenzo[c]phenanthridinium, 6,8-Bis[(2-
aminoethyllamlnolbenzo[g]leochinolin-5, 10-dion, 5-(3-Aminopropylaming)-
7,10-dIhydroxy-2-{2-hydroxyethylaminomethyl}-8H-pyrazolo[4,5, 1-de}-
acridin-8-on, N-[1-[2(Diethylamino)ethylamino}-7-methoxy-8-oxo-8H-thio-
xanthen-4-yime thyljformamid, N-(2-(Dimethyl-amino)-ethyl)acridin-4-
carboxamid, 8-[[2-(Dimethylamino)-ethyllaminc}-3-hydroxy-7H-indeno[2,1-
c]chinolin-7-on und Dimesna.

Zu den _antiproliferativen Mitteln® zihlen Antisense-RNA- und -DNA-
Oligonucleotide wie G3138, ODN698, RVASKRAS, GEM231 und
INX3001, sowie Antimetaboliten wie Enocitabin, Carmofur, Tegafur,
Pentostatin, Doxdifluridin, Trimetrexat, Fludarabin, Capecitabin, Galocitabin,
Cytarabin-ocfosfat, Fosteabin-Natriumhydrat, Raltitrexed, Paltitrexid,
Emitefur, Tiazofurin, Decltabin, Nolatrexed, Pemetrexed, Nelzarabin, 2'-
Desoxy-2'-methylidencytidin, 2'-Fluormethylen-2'-desoxycytidin, N-[5-(2,3-
Dihydrobenzofu ryl)sulfonyl}-N'-(3,4-dichlorphenyl)hamstoff, N6-[4-Desoxy-
4-IN2{2(E) 4(E )-tetradecadienoyl]glycylamino}-L-glycero-B-L-manno-
heptopyranosyl]adenin, Aplidin, Ectelnascidin, Troxacitabine, 4-{2-Amino- -
4-ox0-4.8,7,8-tetrahydro-3H-pyrimidino[5,4-b][1 4 thiazin-8-y|-(S)-ethyi]-
2,5-thlenoyl-L-g lutamins@ure, Aminopterin, 5-Flurouracil, Alanosin, 11-
Acetyl-8-(carbamoyloxymethyl)-4-formyl-8-methoxy-14-oxa-1,11-diaza-
tetracyclo(7.4.1 .0.0)-tetradeca-2,4,6-trlen-8-ylessigsureester, Swainsonin,
Lometrexol, Dexrazoxan, Methioninase, 2'-cyan-2'-desoxy-N4-paimitoyl-1-
B-D-Arabinofuranosylcytosin und 3-Aminopyridin-2-carboxaldehyd-
thiosemicarbazon. Die ,antiproliferativen Mittel* beinhalten auch andere
monoklionale Antikdrper gegen Wachstumstfaktoren als bereits unter den

2
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Anglogenese-inhibltorenn” angeftihrt wurden, wie Trastuzumab, sowie
Tumorsuppressorgene, wie p53, die Ober rekombinanten virusvermittelten
Gentransfer abgegeben werden kdnnen (siehe z.B. US-Patent Nr.
8,069,134). Erfindungsgemifie Arzneimitte! kdnnen auch In Kombination
mit allen welteren dem Fachmann bekannten therapeutischen Antiktirpemn
oder Im Zusammenhang mit obengenannier Krankheiten gesignetan
phammazeutischen Wirkstoffen verabrelcht werden.

Welterhin k8nnen erfindungsgeméiBe feste Formen erfindungsgeméBer
Antik8rper in prizipitierter, wiederaufgeldster oder suapendlerter Form zur
Isollerung und zur Untersuchung der Aktivitiit oder Expression von EGFR
verwendet werden. Aullerdem eignen sie sich insbesondere zur
Verwendung in diagnostischen Verfahren zu Erkrankungen Im Zusammen-

'hang mit unregullerter oder gestdrter EGFR-Aklivitéit. Eln weiterer

Gegenstand der Erfindung Ist deshalb die Verwendung von erfindungs-
gemaBen festen Formen von ant-EGFR-Antikdrpem In prézipitierter,
wiederaufgeldster oder suspendierter Form als Aklivatoren oder Inhibitoren
von EGFR, besonders bevorzugt als Inhlbltoren von EGFR.

Far dlagnosﬂaché Zwecke kénnen erfindungsgeméRe Antik3rper
beispielswalsé radloaktiv marklert werden. Ein bevorzugtes Markierungs-
verfahren Ist die lodogen-Methode (Fraker et al., 1978). Fir dlagnostische
Zwecke wird der Antlkdrper besonders bevorzugt als F{ab’)2 Fragment
verwendet. Dadurch werden hervorragende Ergebnisse erzielt, so dass
keine Hintergrund-Subtrakiion notwendig ist. Solche Fragments k3nnen
nach bekannten Methoden hergestelit werden (e.g., Herlyn et al., 1983).
Im Allgemelinen wird ein Pepein-Verdau in bei saurem pH-Wert duch-
gefuhrt und dle Fragments durch Proteln A-Sephamse“" Chromatographie
von unverdautem IgG und Fragmenten schwerer Ketten getrennt.

Die erfindungsgemafen Préizipitate und/oder Kristalle zeigen bevorzugt
aine vortelihafte biologische Akfivitat, die in Enzym-Assays, wie in den
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Beisplslen beschrieben, lsicht nachweisbar lst. In derartigen auf Enzymen
basierenden Assays zsigen und bewirkan dle erfindungsgemafien
Antikdrper bevorzugt einen Inhibierenden Effekt, der gewdhnlich durch
ICs-Werts In elnem geeigneten Bereich, bevorzugt im mikromolaren
Bereich und bevorzugter im nanomolaren Berelch dokumentiert wird.

Nachwei
in Bezug auf Nachwelsmethoden umfasst die vorliegenden Erfindung alle
dem Fachmann oder aus der Literatur bekannten Nachwelsmethoden.

Kristalline Strukturen lassen sich belspielswelse anhand von Beugungs-
spekiren in der Rdntgendiffraktionsmessung nachweisen. Insbesondere
lassen sich kristalline Strukturen erﬁndungsgemﬂﬁér Antikdrper durch
mikroskopische Untersuchungen unter Verwendung von
Polarisationsfiltern nachweisen. Weitere Nachweismethoden umfassen,
ohne darauf beschriinkt zu sein, elekironenmikroskopische Aufnahmen.

Nachwelse von Proteingrdie, strukturelier Integritat, Reinheit oder
Glykosylierungsmuster der erfindungsgeméBen festen Formen in
prazipitierter, wiederaufgeldster oder resuspendlerter Form umfassen,
ohne darauf beschrnkt zu sein, SE-HPLC, Peptid-Mapping (Verdau), N-
terminale Sequenzierung, SDS-Page, Tris-Glycin-Gradlent-Gel (nicht-
reduzierend), FTIR-Mesthode (Fourier transform Infrared spectra), CD

_{clrcular dichroism), RAMAN Spekiroskople, Kohlenhydratfarbung (PAS-

Methade), Oligosaccharid-Profiling, Bestimmung der Monosaccharid-
Zusammensetzung oder isocelektrische Fokusslerung.

Die Stabilltéit erfindungsgeméaBer faster Formen oder Formullerungen
Iasst sich belspisisweise, ohne darauf beschriinkt zu sein, mithilfe von
Stabilitdtsprogrammen bestimmen, z.B. einer Lagerung bel 25°C und 60%
relativer Luftffeuchte und bel 40°C und 70% relativer Luftfeuchts Ober
einen langeren Zeltraum hinweg und Bestimmung der Stabillitat oder

63
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strukturellen Intergritdt des Protelns In regeiméRigen Intervalien
beispielswelse durch obengenannte Nachweismethoden (SE-HPLC, FT1-
IR; SDS-PAGE (reduzierend oder nicht-reduzlerend)) nachwelsen.

Nachweismethoden zur biologischen Aktivitat oder Wirksamkeit
erfindungegem&Rer fester Formen In prazipitlerier kristaliner, prazipitierter
nicht-aristalliner, geldster oder suspendierter Form umfassen beispiels-
welse, ohne darauf beschréinkt zu sein, ELISA, biologlsche Zellassays,
FTIR oder CD.

Nachwelsmethoden verminderter Aggregationstendenz erfindungs-
geméfRer fester Formen Formen In priizipitierter kristaliner, prizipitierter
nichi-kristalliner, geldster oder suspendlerter Form und damit der
Maglichksit hochkonzentrierte Formulierungen herzustellen, der Kristall-
oder Pritzipitatgrtie umfassen beisplelswelse, ohne darauf beschriinkt zu
seln, visuelle iControlle, Sub-visible particles Analyse, Nephelometrie oder
Turbidimetrie, Dynamic Light Scattering Characterization.

Vor- und nechatehend sind alle Temperaturen in "C angegeben. In den
nachfolgenden Baiepielen bedeutet "Obliche Aufarbeltung": Man gibt, falls
erforderlich, Wasser hinzu und stellt, falls erforderlich, je nach Konstitution
des Endprodukts auf pH-Werte zwischen 2 und 10 ein.

Belsple! 1: Erfindungsgemil verwendbare Agenzien und
Prizipitations- und/oder kllatallllnﬂonsbedlngungen

In nachfolgender Aufstellung sind jeweils alle denkbaren, dem Fach-
mann bekannten Hydrate, veiwandten Saize und Derivate der
genannten Verbindungen umfasst.

1. Prizipitationreagenzien:

L4
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1.1 Salze:

z.B. Natriumacetat Trihydrat, Kaliumchlorid:, Natrdumchiorid:, tri-
Natrlumcitrat Dihydrat, di-Kallumhydrogenphosphat, di-Natriumhydrogen-
phosphat Dihydrat, Ammonlumsulfat:, Ammoniumacetat, Ammonium-
bromid, Ammoniumchlorid, fri-Ammoniumcitrat, di~-Ammoniumhydrogen-
citrat, Ammoniumdihydrogenphosphat, di-Ammoniumhydrogenphosphat,
di-Ammoniumtartrat, Citronensdure Monohydrat, Imidazol, Kaliumacstat,
Kaliumbromid, tri-Kallumcitrat Monohydrat, Kaliumdihydrogenphosphat,
Kallumeulfat, Magneslumacetat Tetrahydrat, Magnesiumbromid Hexa-
hydrat, Magnesiumchlorid Hexahydrat, Magneslumsulfat Heptahydrat,
Natdjumdihydrogenphosphat Monohydrat, Natriumsulfat Decahydrat,
Prolin, Succinséiure, Zinkacetat Dihydrat, Zinksulfat Heptahydrat

1.2 Polvmere:

2.B. Polyethylenglykol (PEG):

Cyclodextrine, Dextran, Natriumcarboxymethyicellulose (Na-CMC),
Poloxamer, Polyacryledure, Polyethylenglykelmonomethylether (mPEG),
Polypropylenglykol (PPG), Polyvinylalkohol (PVA), Polyvinylpymolidon
(PVP)

1.3 Omanische Losungsmittel:
2.B. Ethanol, Glycerol

2. Hilfsstoffe;

z.B. Viskositatandemds Stoffe, Detergenzien (z.B. Twesn®, Solutol® HS
15, Pluronic®, Cremophor® EL, Avacel® 20, Polyoxyethylensorbitan-
monooleat), Reduktionsmitisl (Glutathion, 2-Mercaptosathanol, Dithio-
threitol), Komplexbildner (EDTA, EGTA)

3. Puffer
z.B. Phosphatpuifer: Na- (oder K-)Phosphat; auch mit Zusatz von

[eotisierungsmittel (z.B. Ne-(oder K-)C! ), maglicher pH ca 6,0 - 8,2
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Citrat-Puffer: Na-Citrat: oder Cltronens@ure, mglicher pH ca 2,2 - 6,5:.
auch mit Zusatz von |sotoniglerungsmitteln (z.B. NaCl); auch andere Salze
sind zur [sotonisierung denkbar.

Succinat-Puffer: pHcex 4.8 - 8.3

Acetat-Puffer : Natriunnacetat, pH ca 2.5-86.

Histidin-Puffer: pHca 6,0-7.8

Glutamins#iure: pH 8,0 bis 10,2

Glycin (N,N-bis(2-Hydroxyethyl)glycin): pH ca. 8,8 bis 10,8
Glycinat-Puffer: pHca 6.5-7.5

Imidazol: pH 6,2 bis 7,8

Kallumchlorid: pH ca. 1,0 bis 2,2

Lactet-Puffer: pHca 3.0-6.0

Maleat-Puffer. pHca 2.5 - 5.0

Tartrat-Puffer: pH ca 3.0 - 5.0

Tris:pHca 6.8-7.7

Phosphat-Citrat-Puffer
4. pH Bepeich;

Der theoretisch denki»are pH-Wert it pH 4 — 10, bevorzugt istpH 5 -9

5. Tempemstubereich:
Der theoratisch denkb>are Temperaturbereich ist dle Temperatur von -10°C
bis 40°C; bevorzugt 0 — 25°C, besonders bevorzugt 4°C und 20°C.

8. Stabllisatoren;
8.1 Aminosauren:

zB. Argihln. Omithin, Lysin, Histidin, Glutaminséure, Asparaginsiure,
Isolsucin, Leucin, Alanin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Methionin,
Serin, Profin

6.2 Zucker und Zuckeralkohole:
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ZB. Saccharose, Lactose, Glucose, Mannose, Maltose, Galactose,

' Fructose, Sorbose, Raffinose, Trehalose, Glucosamin, N-Methyl-

glucosamin, Galactosamin, Neuramins&ure

6.3 Antioddantien;

z.B. Acetone sodium bisulfite, Ascorbinsiure , Ascorbinséiureester,
Butylhydroxyaniscle (BHA), Butylhydroxytoluen (BHT), Cystein,
Nordihydroguaiaretinstiure (NDGA), Monothioglycerol, Sodlumbisulfit,
Sodiummetabisulfit, Tocopherole, Glutathion

8.4 Konserviprungsmitiel;

z.B. m-cresol, Chlorocresol, Phenol, Banzylalcohol, Maethyiparaben,
Propylparaben, Butylparaben, Chlorbutanol, Phenyimercurinitrat,
Phenyimercuriacetat, Thimersal, Benzafkoniumchlorid, Benzethonlum-
chilorid .

6.5 Cyclodaxtrine
z.B. Hydroxypropyl-f-cyclodextrin, Sulfobutylethyl-B-cyclodextrin, y-
Cyclodextrin, a-Cyclodextrin

6.6 Abumine:
z.B. Humanes Serum Albumin (HSA), Bovines Serum Albumin (BSA)

6.7 Polyhydrische Alkohojo:
z.B. Giycarol, Ethanol, Mannitol

6.8 Salze:
z.B. Acetat-Salze (z.B. Natriumacetat), Magnesiumchlorid, Calclumechlorid,

Tromethamine, EDTA (2B. Na-EDTA)

7. lsotopislerungsmijttel:
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z.B. Natriumchlorid, Kallumchiorid, Glucose, Glycerin, Dextrose,
Sodiumchlorid, Sodiumsulfat

Belsplel 2; Kristalllsation von Erbitux™ mit Ammoniumsulfat
500pL Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0)

400pL Puffer (10miM Phosphat, pH 8,0)

100uL Prazipitans (gesdttigte Ammoniumsulfatidsung in 10mM Phosphat,
pH 8,0}

Die Zugabe der Préizipitationsreagenzien zu der Proteinldsung erfolgt in
L8sung (,batch-Verfahren®). Nach dem Pilpetieren soll die Probe durch
.Handschitteln" vermischt werden. Das Verfahren kann bei Raum-
temperatur oder 4°C durchgefiihrt werden.

Beisple] 3: Kristalllsation von Erbltux™ mit Ethanol
500pL Protsin (20 mg/mL In 10mM Citrat, pH 5,5)
400pL Puffer (10mM Ctrat, pH 5,5)

"100pL Prazipitans (50% (v/v) Ethanol In 10mM Citrat, pH 5,5)

oder

500pL Protein (20 mg/mL in 10mM Citrat, pH 5,5)
500uL Prézipitans (50% (v/v) Ethanol in 10mM Citrat, pH 5,5)

Die Zugabe der Préizipitationsreagenzien zu der Proteinldsung erfoigt in
Lasung (.batch-Verfahren®). Nach dem Pipetieren soll die Probe durch
;Handschotteln" vermischt werden. Das Verfahren kann bei Raum-
temperatur oder 4° C durchgeflihrt werden.

Beisplel 4; Pritzipitation von Erbitux™ mit Ammonlumsulfat
500pL Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0)
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500uL Préazipitans (gesittigte AmmoniumsulfatiSeung in 10mM Phosphat,
pH 8,0)

oder

200pL Protein (20 mg/mL In 10mM Phosphat, pH 8,0)
800uL Préazipitans (gesattigte Ammoniumsulfatidsung in 10mM Phosphat,
pH 8,0)

oder

500pL Protein (20 mg/mL In 10mM Citrat, pH 5,5)
500uL Pré&zipitans (gesattigte Ammonlumsulfatidsung In 10mM Clirat, pH
5,5)

oder

200pL Protein (20 mg/ml. in 10mM Citrat, pH 5,5)
800uL Prazipitans (geséttigte Ammoniumsulfatidsung in 10mM Citrat, pH
5,5)

Die Zugabe der Prizipltationsreagenzien zu der Proteinidsung erfolgt in
Lasung (., batch-Verfahren®). Nach dem Pipetieren soll die Probe durch
.Handschlttein® vermischt werden. Das Varfahren kann bel Raum-
temperatur oder 4°C durchgeflhrt werden.

Belsplel &; Prazipitation von Erblux™ mit PEG
500uL. Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0)
500pL Préizipitans (50% (w/v) PEG 4000 in 10mM Phosphat, pH 8,0)

oder

PCT/EP2004/012837
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500pL Protein (20 mg/mL in 10mM Clirat, pH 5,5)
500pL. Prazipitans (50% (w/v) PEG 4000 in 10mM Citrat, pH 5,5)

oder

500pL Protein (20 mg/mL in 10mM Phosphat, pH 8,0)
500yl Prézipitans (50% (w/v) PEG 8000 in 10mM Phosphat, pH 8,0)

oder

500pL Protein (20 mg/mL In 10mM Ctrat, pH 5,5)
500yL Prazipitans (50% (w/v) PEG 8000 in 10mM Citrat, pH 5,5)

Die Zugabe der Prézipitationsreagenzien zu der Proteinldsung erfoigt In
Lasung {,batch-Verfahren"). Nach dem Pipetieren soll die Probe durch
.Handschitteln" vermischt werden. Das Verfahren kann bei Raum-
temperatur oder 4°C durchgefihrt werden.

Belsplel 8: mllcoskoplsch'o Untersuchung der Kristalliform

Die In den Beispielen 1 und 2 erhaltenen Krietalle wurden mikroskopisch
untersucht. Dabei konnte sowohl dle fir Kristalle typlsche doppel-
brechenden Eigenschaften als auch dle fir Proteine typlsche Anférbbarkeit
mit Coomassie Brilllant Blue detektiert werden.

Es wurdap Kristalle von ca. 50-200 ym Gréie gefunden.

Belsple] 7;: Untersuchung auf Natlvitit der Prizipitate

Die In den Belsplelen 4 und 5 erhaltenen Prizipitate wurden re-dispergiert
und FT-IR-spektrometrisch untersucht. Dabsi waren die Amid |-2.
Ableltung-Spekiren dea Ausgangsmaterials vor Priizipitation als auch des
re-disperglerten Priizipitats kongruent.
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Beisplel 8: Durchfilhrung der In der WO02072636 beachriebensn
Methode zur Kristallleation

Zur Oberprifung der Ergebnigse der Patent-Anmeldung W002072636
wurde [n einem Kontroflexperiment, wie in der WO020726838 beschrieben,
zuerst versucht, mittels des Wizard I-Screens Kristalle zu erhalten, die
anschlleBend als Seed-Kristall verwandet werden kdnnen. Es wurden zwar
bei den Prizipitationsbedingungen unter Verwendung von Galciumchlorid
oder Calclumacetat nadelférmige Kristalle erhalten, die allerdings ebenso
In Cifratpufferifsung ohne Protein entstanden. Somit werden mit dem in
der W002072636 beschriebenen Verfahren sowohl aus der Proteinidsung
als auch aus der Negativkontrolle (ohne Protein) die beschriebenen
nadelfdrmigen Kristalle erhalten werden. Daraus wird deutlich, dass es
sich hler vermutiich allenfalls um ProtelneinschlOsse in Kristalle des
Prézipitionsreagenzes handelt.

b
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Patentansprilche

Feste Form eines ant-EGFR-Antikdrpers und/oder elner seiner
Varianten und/oder Fragments, welche durch Aufldsen oder
Suspendieren in wiissrigern Medium zu biologisch aktivemn
Antikdrperprotein fOhrt, erhatiiich durch Ausfifiung, des in wissrigem
Medium geldsten oder suspendiarten Antikdrpers und/oder einer
seiner Varianten und/oder Fragmente mittels eines Prazipitations-

reaganzes.

Feste Form nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als
Prazipitationsreagenz Salze, Polymere und/oder organische
Lésungsmittel verwendet wird.

Festa Form nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als
Priizipitationsreagenz Ammoniumsulfat, Naetrlumacetat, Natriumcitrat,
Kallumphosphat, PEG und/oder Ethanol verwendet wird.

Feste Form nach elnem der Anspriiche 1 — 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es aich dabel um ein Priizipitat handeit.

Feste Form nach einem der Anspriche 1 - 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dasa es sich dabei um einen Kristall handelt.

Feste Form nach einem oder mehreren der Ansprilche 1 bis 5, )
dadurch gekennzeichnet, dass der ant-EGFR-Antikrper monoldonal
ist und muriner oder humaner Herkundt Ist,

Feste Form nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der
antHEGFR-Antikdrper muriner Herkunft ist und chimé#r oder
humanislert Ist.
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Festa Form nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der
anti-EGFR-Antikdrpar Mab C225 {Cetuximeb) ader Mab h425
(EMD72000) ist.

Verfahren zur Herstellung einer festen Form eines ant-EGFR
Antikdrpers und/oder einer seiner Varianten und/oder Fragmente,
welche durch Aufidsen oder Suspendleren in wéssrigem Medium zu
biologlsch aktivem AntikSiperprotein fihrt, dadurch gekennzeichnet,
dass der in wéssriger Ldsung gelste oder suspendierte Antik8rper
und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragments durch ein
Prizipitationsreagenz ausgefiiit werden und das Ausfillungaprodukt
abgetrennt wird.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass als
Prazipitationsreagenz Ammonlumsulfat, PEG und/oder Ethanol
verwendet wird,

Verfahren nach Anepruch 8 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass
das Verfahren im "baich"- Format durchgefihrt wird.

Fests Form gamaR einem oder mehreren der Anspriiche 1 big 8 als
lagerstabiles Arzneimittel.

Phammazeutische Zubereltung enthaltend wenigstens elne feste Form
nach elnem oder mehreren der Anspriche 1 bis 8 in prazipitierter
nicht-kristalliner, prizipitlerter kristalliner oder in |8slicher oder
suspendierter Form, sowie gegebenenfalls Triger- und/oder Hilfs-
stoffe und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe.

Pharmazeutische Zubenaitung nach Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass dle Antikrperkonzentration 10 — 200 mg/ml betriigt.

x5
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Pharmazeutische Zubersitung nach Anspruch 14, dadurch gekenn-
zelchnet, dass dle Antikdrperkonzentration 50 — 150 mg/mi betrigt

Verwendung einer festen Form elnea anti-EGFR-Antikdrpers und/
oder einer seiner Varlanten und/oder Fragmente nach einem oder
mehreren der Ansprilche 1 bls 8 zur Herstellung elnes Medikaments,
welches den blologisch aktiven Antikdrper und/oder eine seiner
Varianten und/oder Fragments [n prazipitierter nicht-kristalliner,
prazipitierter kristalliner oder in geldster oder suspendierter Form
enthalt.

Verwendung nach Anspruch 18 zur Herstellung eines Madikaments
zur Behandlung und/oder Praphylaxe von Tumoren und/oder Tumor-
metastasen.

Verwsndung nach Anspruch 17, wobei der Tumor aus der Gruppe
ausgewdhlt ist, bestehend aus Gehimtumor, Tumor des Urogenital-
trakis, Tumor des lymphatischen Systems, Magantumor, Kehlkopf-
tumor, Monozytenleukdmie, Lungenadenokarzinom, kleinzelliges
Lungenkarzinom, Bauchspeicheldrfisenkrebs, Glloblastom und
Brustkarzinom.

PCT/EP2004/012837

M
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FORMAS SOLIDAS DE ANTICUERPOS ANTI-EGFR

Antecedentes de la invencién

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 bilolébgicamente activos por disolucidn o suspensién en
medio acuoso o no acuoso, que se obtienen por precipitacién
del anticuerpo y/o de una de sus variantes y/o fragmentos
disueltos o suspendidos en medio acuoso mediante un reactivo
de preclpitacién. Ademas, la invencidn 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 preparacidén de formas sélidas de anticuerpos
anti-EGFR de acuerdo con la invencién.

Los adelantos en el Area de la biotecnologia en los Gl-
timos 10 afilos 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 més grandes y
mis complejas que los ingrediente; activos orgénicos e inor-
ganicos convencionales, 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 almacenamlento y el transporte, los medicamentos
proteicos estdn expuestos a numerosas influencias externas
que'pueden tener accilén 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
establlizar la proteina, por ejemplo mediante la adiciédn 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 proteicés ya estableci-
das a ingredientes activos proteicos nuevos, debido a las
propledades fisicoquimicas especificas y las reacciones de
degradacién de las distintas proteinas. En consecuencia, ain

representa un desafio lmportante hallar formulaciones farma-
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céuticas adecuadas y estables de estos nuevos ingredientes
activos.

Las inestabilidades quimicas se 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 gquimicos. 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 disposicidén espacial de la molécula
(estructura secundaria, terciaria y cuaternaria), sin des-
truir los enlaces covalentes. Se pueden clasificar en desna-
turalizacién, asociaciédn, agregaciédn, precipitacién o adsor-
cidén. Las inestabillidades fisicas son un fenémeno frecuente,
en particular en el caso de proteinas relativamente grandes.
Los precipitados son el equivalente macroscéplcamente wvisi-
ble de los agregados y estdn formados, en términos mecani-
cos, por cimulos de agregados o asoclaciones. Al exceder el
limite de solubilidad y debido a la precipitacién, los copos
se hacen visibles desde un didmetro de aproximadamente 10 pm
a través de un microscopio 6ptico y desde aproximadamente 50
pm a simple vista. La agregacién proteica puede ser un pro-
ceso reversible o irreversible (véase, por ejemplo, Cleland
J. L., Powell M. F. & Shire S. J. (1993), The development of
stable protein formulations. A close look at protein aggre-

gation, deamidation, and oxidation Crit. Rev. Ther. Drug Ca-
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rrier Syst 10, 307-377).

Si bien la bibliografia anterior describe la precipita-
cién de proteinas con sales, polimeros y solventes organicos
como método eatadndar para la purificacién de las protelnas
(Scopes R. K. (1997) Separation by Precipitation. En: Pro-
tein Purification Principles and Practice (ed Scopes R. K.},
28 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 reduccién asociada de la actividad y bajos rendimientos
cuantitativos, particularmente con el uso de sales y solven-
tes orgénicos (Phillips A. P., Martin K. L. & Horton W. H.
(1984) The cholce of methods for immunoglobulin IgG purifi-
cation: Yield and purity of antibody activity. Journal of
Immunological Methods 74, 385-393). Por el contrario, con el
uso de polietilenglicol (PEG) se obtienen mejores resultados
(A. Polaon, 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 B2: 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-
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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 solucién.

Aungque la bibliografia describe la cristalizacién de
las proteinas con sales, polimeros y solventes orginicos co-
mo método est&ndar para dilucidar la estructura de las inmu-
noglobulinas (Harris L. J., Skaletsky E. & McPherson 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 glucosilacién de cada molécula
de anticuerpo, las microheterogeneidades asociadas, ademds
de la flexibilidad estructural de la inmunoglobulina hacen
mis dificil la incorporacidén 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). Ademas, las moléculas de an-
ticuerpo exhiben una tendencia a la agregaciédn, que también
causa grandes dificultades en la cristalizacién (McPherson
A. (1999) Crystallization of Biological Macromolecules, 1*
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York). Ade-
mads, el riesgo de desnaturalizacién de los anticuerpos du-
rante el proceso de cristalizacién torna poco atractiva la
cristalizacién de anticuerpos terapéuticos para la persona
experta en el arte, Asi, hasta el momento sélo se han cris-
talizado pocos anticuerpos intactos para su dilucidacién es-
tructural y hasta el momento s6lo 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 biolégicas] (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 docymento WO 02/072636 describe cristales de anti-
cuerpo que, sin embargo, sSe 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 toxicolédgicamente in-
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aceptables. Ademas, eh el proceso descrito no se puede con-
trolar el tamafio de las particulas. En un experimento con-
trol (véase el Ejemplc 8), se pudo demostrar que los crista-
les con forma de aguja descritos se obtienen de la solucién
de proteina y 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 1la
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 los anticuerpos conocidos, debido a la considerable
heterogeneidad de los distintos anticuerpos conocidos con
respecto a estructura primaria, secundaria y terciaria, glu-
cosilacién y flexibilidad estructural. De modo similar, por
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, por ejemplo precipitados o crista-
les, de proteinas terapéuticas, en particular anticuerpos,
para retener su eficacia durante la preparaciédn, el almace-

namiento, el transporte y la aplicaclén. Dado que, como se

05
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mencioné antes, por lo general no se pueden aplicar formula-
ciones proteicas ya establecidas a nuevos ingredientes pro-
teicos activos, otro objeto de la presente invencién era
hallar nuevas formulaclones estables de anticuerpos monoclo-
nales contra el receptor EGF, por ejemplo Mab C225 (cetuxi-
mab) y Mab h425 (EMD 72000). Aunque las formulaciones que
comprenden Mab C225 (cetuximab) o Mab h425 (EMD 72000) se
deacriben en los documentos WO 03/053465 y.WO 03/007988, sin
embargo, iaa formulaciones descritas en el documento WO
03/053465 tienen una concentracidén proteica relétivamente
baja y no son estables por largo tiempo a temperatura am-
biente, y de modo similar, las formulaclones descritas en el
documento WO 03/007988 tienen una concentracién proteica re-
lativamente baja y se debe reconstituir la preparacién (lio-
filizado) antes de su uso. En consecuencia, otro objeto de
la presente invencién consistia en hallar una preparacién
farmacéutica estable que tuviera alta concentracién de los
anticuerpos antes mencionados.

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

la preparacibén antes del uso. Dado que se agrega otro proce-

. 5
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so de preparacién, en comparacién con formulaciones liqui-
das, el proceso es desfavorable con respecto al trabajo adi-
cional para el desarrollo del proceso (para asegurar la es-
tabilidad durante la liofilizacién), la preparacién (costos
y duracién de la preparacién) y, p.ej., la convalldacién.

En consecuencia, el objeto de la presente invencién
consiste en buscar formas sdélidas 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 que no com-
prendan coadyuvantes toxicoldgicamente inaceptables.

Sintesis de la invenclén

Sorprendentemente, se hallé que se pueden preparar las
formas sélidas de los anticuerpos antes mencionados y que
estas formas sdlidas 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, tamaflo de particulas controlable, protei-
nas nativas y bioldégicamente activas tras la redisolucién o
la resuspensién, gran pureza, ausencia de agentes farmacéu-
ticamente inaceptables y, en consecuencia, gran seguridad,

buena tolerancia y la posibilidad del uso directo, baja ten-
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dencia de agregacién y asi la posibllidad de la preparacién
de formulaciones muy concentradas y baja viscosidad en la
formulacién como susbensién proteica, comparada con una so-
lucién. El1 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 bibliografia, dado
que s6lo es necesaria la adicidén de un dnico reactivo de
precipitacién.

Ademas, el reactivo de precipitacién se agrega a una
solucidén del anticuerpo en un sistema buffer adecuado, es
decir, que no es necesaria la estabilizacién de las solucio-
nes de reaccidn 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 gue causan un potencial téxico 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
ablidas obtenidas de anticuerpos anti-EGFR se pueden usar
directamente en medicamentos, y no es necesaria la purifica-
cién ulterior para la eliminacién de agentes farmacolédgica-
mente inaceptables. En contraste, los cristales obtenidos en
el documento WO 02/072636 se deben liberar de agentes farma-
colébgicamente inaceptables, p.ej. CHES, imidazol, TRIS, clo-
ruro de manganeso (II), clorurc de cinc (IXI), 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 halld que las formas sélidas 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 clertos reactivos de precipitacién
seleccionados de polimeros, preferentemente polietilenglicol

(PEG), sales, preferentemente sulfato de amonio, o solventes



10

15

20

25

13

orgénicos, preferentemente etanol, o las correspondientes
mezclas.

Sorprendentemente, se hallé 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), y/o varlantes o sus
fragmentos, obtenidos por el proceso de acuerdo con la in-
vencién, son preferentemente nativos después de la redisolu-
clén y se obtienen preferentemente en un alto rendimiento.

En consecuencla, la invencién se refiere a formas séli-
das de anticuerpos antl-EGFR y/o sus variantes o fragmentos,
que dan por resultado una proteina de anticuerpo biolégica-
mente activa por disoluclién o suspensién en medio acuoso,
que se obtlenen 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 orgéni-
cos, preferentemente etanol, o sus mezclas, en presencia de
un buffer adecuado, pH y temperatura adecuaéos.

Formas sélidas de anticuerpos anti—-EGFR:

Por ™“formas sélidas 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 disolucién o suspensién en un me-
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dio acuosoc o no acuoso.

Se obtienen las formas sdélidas de acuerdo con la inven-
cién por precipitacién del anticuerpo disuelto o suspendido
en un medio acuoso seglin el proceso descrito mas adelante.
Las formas sélidas de acuerdo con la invencién pueden estar
en el rango de pm 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 agregaclén y asociacién.

Cristales:

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

Las estructuras cristalinas se pueden detectar mediante
los siguientes procesos de precipitacién.

Precipltado:

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

Precipitado cristalino:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
precipitado crilstalino o cristalino las formas sdlidas de

acuerdo con la invencién 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 agregacién y asociacién.

Disuelta:

A los fines de la presente invencién, se entiende por
forma disuelta las formas sbélidas de acuerdo con la inven-
cién que se disuelven o redisuelven en una soluclién de
acuerdo con la invencién.

Suspendida:

Por suspendida se entilenden las formas sdlidas de
acuerdo con la invencién que se suspenden o resuspenden en
una solucidén de acuerdo con la invencién.

A los fines de la invencién, 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, buffers, estabilizantes o coadyuvantes, con la
propiedad de que el medio acuoﬁo de acuerdo con la invencién
no causa por si mismo la precipitacidn o cristalizacién del
anticuerpo, pues la precipitacién o la cristalizacién sélo
tienen lugar por adicién de reactivos de precipitacién de
acuerdo con la invencién.

A los fines de la invencibén, 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 o coadyu-
vantes, con la propiedad de gque los medios no acuosos de
acuerdo con la invencién no sdlo no causan la precipitacién
o cristalizacién del anticuerpo, sino en cambio, la precipi-
tacién o la cristalizacién sélo tiene lugar por adicién de
reactivos de precipitacién de acuerdo con la invencién.

Respecto de los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién y a los fines de la presente lnvencién, se entien-
den por “biolégicamente activos”, “nativos” y “efectivos”
los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la invencién capa-
ces de ejercer sus efectos bioldgicos atn después de la con-
versién en formas sélidas de acuerdo con la invencién y la
posterior redisolucién o resuspensién, en particular 1la
unién a EGFR, inhiblcién de la unién de ligandos, en parti-
cular EGF a EGFR, modulacién, en particular la inhibicién de
la transduccién de sefiales mediada por EGFR y la prevencién
o la terapia de enfermedades mediadas por EGFR.

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

Biological Macromolecules, 1* ed. Cold Spring Harbor Labora-
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tory Press. Nueva York). A pesar de las dificultades prxevis-
tas por el experto en el arte para la cristalizacién de an-
ticuerpos de acuerdo con la invencién, debido a la falta de
homogeneidad antes mencionada con respecto a la estructura
proteica, la glucosilacién y la flexibilidad segmentaria es-
tructural, incluso dentrc de una especie de anticuerpo, sor-
prendentemente se obtienen resultados excelentes mediante el
proceso de acuerdo con la invencién.

La elevada estabilidad de los cristales de anticuerpos
obtenidos de acuerdo con la invencidén también se caracteri-
zan por no presentar camblos en el especto de la forma o el
tamafio 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 um 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, B85 27-33 (Mab 528).

Mab C225 (cetuximab, Erbitux™):

Mab C225 (cetuximab) es un anticuerpo clinicamente pro-
bado que se une al receptor EGF. Mab €225 (cetuximab) es un
anticuerpo quimérico cuyas regiones variables 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 anticuerpoc humanizado de mo-
noclonal (Mab) obtenido de anticuerpo anti-EGFR murino 425
{(Mab 425) (documento EP 0531472). El1 anticuerpo monoclonal
murino Mab 425 se desarrollé en la linea celular de carcino-
ma humano A431, dadoe que se une aqui con un epitopo extrace-
lular del receptor de factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) . Se halldé que inhibe la unién de EGF (Murthy et al.,
1987) . Se observd aumento de la expresién de EGFR 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 hallé que Mab 425 media la citotoxicidad tumoral in
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vitro y suprime el crecimiento tumoral de lineas celulares
de carcinomas epidermoides y colorrectales in vitro (Rodeck
et al., 1987). Ademds, se demostré que Mab 425 se une a
xenoinjertos de gliomas humanos malignos en ratones (Taka-
hashi et al., 1987). Sus formas humanizadas y quiméricas se
describen, por ejemplo, en el documento EP 0531472; Kettle-
borough et al., Protein Engineering 1991, 4: 773-783; Bier
et al., Cancer Chemother. Pharmacecl. 2001, 47: 519-524; Bier
et al., Cancer Immunol. Immunother 1998, 46: 167-173. Mab
h425 (EMD 72000) es un anticuerpo humanizado (h425) en fase
clinica I/II y cuya regibén 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 m&s
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 biloldgicamente activos, y sus variantes y
fragmentos. El término también cubre heteroanticuerpos que
consisten en dos o mis anticuerpos o sus fragmentos y/o tie-~
nen distintas especificidades de unién, y se unen entre si.
Segin la secuencia de aminodcidos de sus reglones 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, 1gG3, 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 poblacidén de células homogé-
neas. Son muy especificas y estdn dirigidas contra un vnico
epitopo, mientras que los anticuerpos policlonales cubren
distintos anticuerpos, dirigidos contra diversos epitopos.
Los procesos para la preparacidtn 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 amino&cidos), por glucoingenieria (variantes de
los sitios o estructuras de glucosilacién, 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 invencién que son cono-
cidos por los expertos en el arte,

Los fragmentos (segmentos parciales) de anticuerpos son
productos de escisién de 1los anticuerpos obtenidos, por
ejemplo, por digestién enzimdtica limitada con la ayuda de
papaina, pepsina y plasmina o por preparacién de los segmen-
tos parclales mediante ingenieria genética. Son segmentos
parciales tipicos, por ejemplo, el fragmento bivalente
F(ab’}2, el fragmento monovalente Fab y el fragmento Fc

(Lottspeich F., H. Zorbas (ed.). Bioanalytik, Heidelberg;
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Berlin: Spektrum Akademischer Verlag GmbH, (1998) pdgq.
1035). Los fragmentos de acuerdo con la invencién no se res-
tringen a los ejemplos 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 formulacién farmacéutica y preparacién
farmacéutica se usan como sinénimos a los fines de la pre-
sente invencién.

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

En las preparaciones farmacéuticas para 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 primaric. Sorpren-
dentemente, las formas sdélidas de los anticuerpos anti-EGFR
de acuerdo con la invencién preferentemente tienen la venta-
ja de que el uso directo es posible, dado que los reactivos
de precipitacién utilizados son agentes fisiolégicamente

aceptables y, en consecuencia, son innecesarlas otras etapas
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de purificacién para la eliminacién de agentes toxicolégica-
mente inaceptables, tales como, p.ej., elevadas concentra-
ciones de solventes orgénicos u otros coadyuvantes toxicolé-
gicamente inaceptables, antes del uso de las formas sélidas
de acuerdo con la invencién en formulaciones farmacéuticas.
La preparacién de formas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencién permite, preferentemente de forma
simultédnea, un elevado rendimiento de proteina nativa y far-
macéuticamente aceptable de gran pureza y es, en consecuen-
cia, preferentemente simple, ahorra tiempc y de bajo coato.
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 disolucién o suspensiébn en
medic 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 precipitacién,
y se separa el producto de precipitacién. Los reactivos de
precipitacién utilizados en el proceso de acuerdo con la in-
vencién son preferentemente polimeros, con particular prefe-
rencia polietilenglicol (PEG), sales, con particular prefe-
rencia sulfato de amonio, o solventes organicos, con parti-

cular preferencia etanol.

Una forma sélida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo
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con la invencidén se puede preparar mediante la adicién de
los reactivos de precipitacién de acuerdo con la invencién
mencionados en el Ejemplo 1, de preferencia polimeros, 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 particular preferencia de 400 a 8.000; sa-
les, tales como, con particular preferencia, sulfato de amo-
nio en una concentracién de 0,1-4,5 M, acetato de sodio
trihidrato en una concentracién de 0,1-4,5 M, citrato trisé-
dico dihidrato en una concentracidén 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 concentracidén de 0,1 a 6,1 M, hidrdégeno—fosfato dipota-
sico en una concentracidén de 0,1 a 3,0 M, hidrégeno-fosfato
disddico dihidrato en una concentracién de 0,1 a 0,5 M, o
solventes orgénicos, tales como, con particular preferencia,
etanol en una concentracién 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 invencién
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 precipitacidén, coadyuvantes, buffers y/o

estabilizantes mencionados en el Ejemplo 1 en concentracién
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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 isoténicos tales como, por ejemplo,
cloruro de potasio, cloruro de sodio en una concentracién de
1-1.000 mM, preferentemente 40 mM-310 mM) hasta una concen-
tracién calculada previamente. De modo alternativo, los re-
activos de precipitacién, los coadyuvantes, los buffers vy
los estabilizantes de acuerdo con la invencién también se
pueden agregar en forma sélida. S1 el anticuerpo estd por si
mismo en dicho estado de agregacién sélido, por ejemplo como
liofilizado, las formas sb6lidas de los anticuerpos anti-EGFR
de acuerdo con la invencidén se pueden preparar primero di-
solviendo los anticuerpos de acuerdo con la invencién en
agua o en una solucidén acuosa que comprende uno o mis de los
demds ingredientes, y luego agregando vol@imenes 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 aifia-
dir en los anticuerpos en estado de agregacién sélido. Los
anticuerpos de acuerdo con la 1lnvencién también se pueden
disolver ventajosamente de forma directa en una solucién que
comprenda todos los reactivos de precipitacién, coadyuvan-
tes, buffers y/o estabilizantes.

La invencidén también cubre todos los hidratos, sales y
derivados de los agentea 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 mis de los reactivos de precipitacién, 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 anticuerpoc. De prefe-
rencia, esto se realiza mediante la disolucién del anticuer-
po de acuerdo con la invencién directamente en una solucién
acuosa que comprende un, una pluralidad o todos los reacti-
vos de precipitacién, coadyuvantes, buffers y/o estabilizan-
tes en la etapa final de la purificacién que tiene lugar
después de su preparacién. Para la obtencién de una prepara-
cién farmacéutica de acuerdo con la invencidédn, el o los res-

pectivos ingredientes adicionales sélo se deben agregar en
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las respectivas cantidades menores o no agregarse. Se pre-
fiere particularmente que el respectivo ingrediente se di-
suelva en una solucién acuosa que comprenda todos los demis
reactivos de precipitacién, coadyuvantes, buffers y/o esta-
bilizantes en la etapa final de la purificacién del anti-
cuerpo, después de la preparacifén correspondiente. En conse-
cuencia, se puede obtener ventajosamente una solucién gque se
envasa o liofiliza de mode directo. La solucién 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
la esterilidad y, de ser necesario, se seca por congelaclén.

La reaccidén se lleva a cabo segin 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 o0 agua pura © agua que
comprenda otros coadyuvantes talea como, por ejemplo, sales
con accién amortiguadora o productora de isotonicidad. Se da
particular preferencia al aqua.

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/c fragmentos preparados por el procedimiento
de acuerdo con la invencién se pueden convertir con particu-
lar preferencia en la proteina de anticuerpo bioldgicamente

activa mediante su disolucién 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 eleccién de la concentraciédn del re-
activo de precipitacién, se obtienen precipitados amorfos o
cristales. De preferencia, se obtienen precipitados con una
concentracidén relativamente elevada del reactivo de precipi-
tacién, mientras que de preferencia se obtlenen cristales
con una concentraclén relativamente baja del reactivo de
precipitacién. En consecuencia, mediante la correcta elec-
cién de la concentracidn del reactivo de precipitacién, la
concentracién de la proteina, los demis agentes de acuerdo
con la invencién, el pH y la temperatura, se puede dirigir
la reaccidn en la direccién deseada. Los Ejemplos 2 y 3
muestran condiciones ilhstrativas de cristalizacién para Mab
€225 (Exbitux™), 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
proceso de cristalizacién de acuerdo con la invencién.

Las temperaturas de reaccién 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
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presién atmosférica. El pH utilizado varia preferentemente
entre 4 y 10. La duracién de la reaccién depende de las con-
diciones de reacci6n seleccionadas. En general, la duracidn
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 sdlidas, de acuerdo con
la invencién, que 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 sélidas resultantes 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 separaciédn se pueden al-
macenar en una composicién distinta o permanecer directamen-
te en la solucidén de la preparacién. Las formas sélidas ob-
tenidas de acuerdo con la invencién también se pueden recu-
perar en los solventes deseados para el usc particular. Las
formas sdlidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la
invencién son preferentemente blolbégicamente activas tras la
redisolucién o la resuspensién, y la desnaturalizaclén de

los anticuerpos no ocurre preferentemente en el proceso de
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acuerdo con la invencién. Asi, se mantiene la eficacia bio-
lé6gica de la proteina.

De modo similar se hallé, sorprendentemente, que se
pueden preparar formulaciones farmacéuticamente estables con
la ayuda de formas sélidas de los anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencidn. De preferencia, estas formulacio-
nes tienen mayor estabilidad a las influencias fisicoquimi-
cas, tales como, por ejemplo, oxidaclén, estrés mecénico,
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
mads simple y menos costoso, el transporte y la preparacién
de formulaciones farmacéuticamente valiosas, tales como, por
ejemplo, formulaciones listas para usar, formulaciones con
liberacidén retardada del ingrediente activo, o liberacién
controlada durante un periodo extendido.

En consecuencia, la invencién también se refiere a for-
mas soblidas 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 sé6lida 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 que 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 €225 (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.

Las formas sélidas 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 elevade contenido de ingrediente activo
se pueden redisolver o resuspender en solventes acuosos o en
un medioc acuoso con la ayuda de formas sélidas de anticuer-
pos anti-EGFR de acuerdo con la invenclén. Las formulaclones
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 pequeflos voliimenes
que se deben administrar (por ejemplo de aproximadamente 1 a
1,5 ml para la administracién por via subcutdnea) demuestra
la demanda de preparaciones proteicas muy concentradas, con
concentraciones superiores a 100 mg/ml. Ademéds, las formula-
ciones proteicas muy concentradas tienen considerables ven-
tajas en los ensayos preclinicos para la investigacién 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 eficacla en humanos y en el uso clinico
del producto (en particular para la administracién por via
subcutanea) . Sus ventajas consisten, en particular, en que
se usa un volumen relativamente pequefioc de la preparacién.
En contraste con la infusién o la inyeccién de medicamentos
proteicos con una concentracién relativamente baja, esto
permite, por ejemplo, la administracién por via subcutinea
de medicamentos proteicos para el paclente. 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”. Ademés, la administracién por via subcutanea
tiene la ventaja de que el paciente puede hacerse cargo de
la administracién por si mismo, sin depender de personal mé-
dico. E1l ejemplo de la insulina muestra con claridad estas
ventajas. Sin embargo, dado que las inyecéiones para la ad-
ministracién por via subcutdnea tiene un miximo de 1-1,5 ml,
a menudo se necesitan formulaciones proteicas muy concentra-
das, que contienen mis 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 invencién. Esto era inesperado, ya que la
tendencia a la 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-
gquetamiento de las moléculas de proteina estd aumentada con
la concentracidén proteica elevada. En consecuencia, se puede
suponer que hay mayor cantidad de colisiones, y que se pue-

den producir ocasionales asoclaciones proteicas. Por lo ge-
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neral, este proceso tiene lugar por mecanismos de nucleacién
y crecimiento, en donde los nicleos criticos a menudo son
proteinas asociadas solubles que, sin embargo, se pueden
convertir rApidamente en precipitados de proteina insoluble
{proteina desnaturalizada) (Reithel, J. F. (1962) "The dis-
soclation 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 demostrdé para la R-lactoglobulina (Roefs, 5. P,
F. M., De Kruif, K. G. (1994) *“A model for the denaturation
and aggregation of 8-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 laa formas sdlidas 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 que, des-
pués de la resuspensién o la redisolucién, tiene menor vis-
cosidad, comparada con las formulaciones de anticuerpos 1i-
quidas de la misma concentracién, lo que asi simplifica el
manejo en el caso de la administracién por via parenteral.

En consecuencia, la invencién también se refiere a pre-



10

15

20

25

o4

35

paraciones farmacéuticas que comprenden al menos una forma
sélida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con la inven-
clén 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 10-200 mg/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 invencién, caracterizada porgue al
menos una forma sélida de un anticuerpo anti-EGER 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
invencién, y la concentracién de anticuerpo es preferente-
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 solucién acuosa y opcional-
mente agregar coadyuvantes. Hasta el momento se agregan ven-
tajosamente volimenes definidos de soluciones madre que com-
prenden dichos coadyuvantes en concentraciones definidas a
una solucién o suspensién con una concentraciédn definida de

formas sélidas de acuerdo con la invencién, y la mezcla se
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diluye opcionalmente con agua hasta la concentracién 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 solucién o suspensién acuosa obtenida.

Las formas sdlidas de los anticuerpos anti-EGFR de
acuerdo con la invencién también se pueden disolver o sus-
pender ventajosamente de manera directa en una solucién gque
comprende todos los demds 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 acuoscs. La prepa-
racidn resuspendida o redisuelta se puede administrar enton-
ces de forma directa, sustancialmente sin dolor, por via in-
travenosa, intraarterial y también subcutinea. Ademas, la
preparacién también se puede agregar a soluciones para infu-
8ién, tales como, por ejemplo, solucién de glucosa, solucién
fisiolbgica isotdénica o solucién de Ringer, que también pue-
de contener otros ingredientes activos, lo que permite 1la
administracién 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-
siolédgicamente bien toleradas, fAcliles de preparar, se pue-
den administrar con precisién y son preferentemente estables
con respecto a los ensayos, productos de descomposicién y
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 aflos a temperatura de
refrigerador (2-8°C) y a temperatura amblente (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
ain con temperaturas y humedades amblente elevadas, por
ejemplo a una temperatura de 40°C y 75% de humedad relativa
ambiente.

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

secado al aire, secado en lecho liquido, secado en lecho



10

15

20

25

38

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 la cantidad de un
medicamento o de un ingrediente farmacéutico activo que cau-
sa una respuesta biolégica o médica en un tejido, sistema,
animal o humano que busca o es de interés, por ejemplo, para
un investigador o médico.

Ademis, 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, prevencién o
eliminacién de una enfermedad, sindrome, estado patolégico,
molestia, trastorno o prevencién de efectos secundarios o
también la reduccién del progreso de una enfermedad, moles-
tla o trastorno. El término “cantidad tefapéuticamente efec-
tiva” también abarca las cantidades que son efectivas para
aumentar la funcién fisiolégica normal.

Los medicamentos se pueden administraf en forma de do~
sis unitarias que comprenden una cantidad predeterminada de
ingrediente activo por unidad de dosis. Una unidad 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, seqgliin el estado patolégico trata-
do, el método de administracién y la edad, el peso y la sa-

lud del paciente. Las formulaciones unitarias de preferencia

W&
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son las que comprenden una dosis o subdosis diaria, seglin se
indicé antes, o una de sus fracciones de ingrediente activo.
AdemAs, 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,
tépica (incluyendo bucal, sublingual o transdérmica), wvagi~
nal o parenteral (incluyendo subcutdnea, intramuscular, in-
travenosa ¢ 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 administracién parenteral, se
prefieren particularmente las administraciones intravenosa y
subcutédnea. En el caso de la administracién intravenosa, 1la
inyeccién se puede aplicar directamente o también como adi-
cién a soluciones por infusién.

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 formulaclones
muy concentradas necesarias para la administracién parente-
ral o subcuténea, y los pequefios volumenes que se pueden ad-
ministrar.

La administracién por via subcutdnea tiene la ventaja
de que el paciente se puede administrar a si mismo el medi-
camento, sin necesidad de ayuda médica experta. Las formas

sblidas de los anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la in-

___.-xencién también-son adecuados para la preparacién de medica-
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mentos para administrar por via parenteral con liberacién

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 gque se disuelve
durante un periodo extendido y/o controlado y se encuentra
entonces en el estado nativo y efectivo. Las formas sdlidas
de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la invencién también
son, pbr lo tanfo, adecuadas para la preparacién de formula-
ciones de liberacién retardada, gque son ventajosas para el
paciente, dado que la administracién s6lo es necesaria a in-
tervalos relativamente prolongados. Las preparaciones éarma—
céuticas de acuerdo con la invencidén también se pueden in-
yectar directamente en el tumor y asi desarrollar su efecto
directamente en el aitio de accién Qegﬁn se pretende,

Los medicamentoa adaptados para la administracién pa-

renteral incluyen soluciones para inyeccién acuosas y no

Tt
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acuosas estériles que comprenden antloxidantes, buffers,
bacteriostdticos y solutos, a través de los cuales la formu-
lacién es isoténica con la sangre del receptor que debe ser
tratado; asi como suspensiones estériles acuosas y no acuo-
sas, que pﬁeden comprender medios de suspensién y espesan-
tes. Las formulaciones se pueden administrar en contenedores
de dosis Gnica o miltiple, p.ej. ampollas selladas y viales,
y almacenar en estado seco por congelacién (liofilizado) por
lo que s36lo es necesario agregar el portador liquido esté-
ril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes
de usar. Las soluciones y suspensiones para inyeccién prepa-
radas de acuerdo con la formulacién se pueden producir a
partir de polvos estériles, granulos y comprimidos.

Las formas stlidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo
con la invencién, opcionalmente en forma redisuelta, también
se pueden administrar en forma de sistemas de suministro de
liposcmas, tales como, por ejemplo, pequefias vesiculas uni-
laminares, grandes vesiculas unilaminares y vesiculas multi-
laminares. Los liposomas se pueden formar a partir de diver-
so8 foasfolipidos tales como, por ejemplo, colesterol, estea-
rilamina o fosfatidilcolinas.

Las formas sdlidas 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, sustituide con radicales palmitoilo. Las formas de an-
ticuerpos anti-EGFR se pueden acoplar ademids a una clase de
polimeros biodegradables adecuados para lograr la liberacién
lenta de un medicamento, p.ej. 4&cido polillactico, poli-
epsilon-caprolactona, acido polihidroxibutirico, poliortoés-
teres, poliacetales, polidihidroxipiranos, policianoacrila-
tos, 4&cido polilactico-co-glicélico, polimero tales como
conjugados entre dextrano y metacrilatos, polifosfoéateres,
diversos polisaciridos y poliaminas y poli-e-caprolactona,
albdimina, quitosano, colageno o 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 ungtentos, cremas, suspensiones,

lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, roclios, 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 preferentemente comc ungliente téplico o crema. En
el caso de la formulacién)comoc ungliento, 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 o0jo incluyen gotas oftdlmicas, donde el ingrediente
activo se disuelve 0 se suspende en un excipiente adecuado,
en particular un solvente acuoso.

Los medicamentos adaptados para la administracién rec-
tal se pueden suministrar 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, ademis 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 relacién al tipo parti-
cular de formulaciédn farmacéutica.
La invencién 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/0 de sus va-
riantes o fragmentos en forma de precipitado, en forma
redisuelta o suspendida y

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

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

Una cantidad terapéuticamente efectiva de una forma s6-
lida de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con la invencién

depende de varios factores, tales como, por ejemplo, la edad
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y el peso, el estado patolégico preciso que requiere trata-
miento y su gravedad, la naturaleza de la formulacidén y el
método de administracién, y en dltima instancia es determi-
nado por el médico o veterinario tratante. No obstante, una
cantidad efectiva de un anticuerpo anti-EGFR de acuerdo con
la invencién para el tratamientoc de un desarrollo neopléasi-
co, por ejemplo c&ncer intestinal o de mama, oscila 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 lo
tanto, 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 Gnica por dia o usualmente
en una serie de subdosis (tales como, p.ej., dos, tres, cua-
tro, cinco o seis) por dia, de 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 logrdr la accién inhibidora del tumor busca-
da. No obstante, también se debe elegir la dosis m&s baja
posible para no tener efectos secundarios indeseados, tales

como reacciones cruzadas, reacciones anafilacticas o simila-,

res.

1
]

La invencién también se refiere al uso de formas séli-

das de acuerdo con la invencién para la preparacién de un’



10

15

20

25

y 0

medicamento que comprende el anticuerpo biolégicamente acti-
vo y/0 una de sus variantes y/o fragmentos en forma de pre-
cipitadoe no cristalino, precipitado cristalino o en forma
disuelta o suspendida.

Los medicamentos de acuerdo con la invencién se pueden
usar, en particular, para la prevencién y/o el tratamiento
de enfermedades y estados patolégicos. En consecuencia, la
invencién se refiere al uso de formas sélidas de anticuerpos
anti~-EGFR de acuerdo con la invencién, 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 preparacidén 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 blogueo de EGFR por anticuerpos actda contra los
tumores en diversos niveles, por ejemplo por inhibicién 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 téxlcos de la ra-
dioterapia y la quimioterapia convencional.

Los medicamentos que comprenden formas sélidas 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 cdncer y en enfermedades causa-
das por angiogénesis patolégica, tales como retinopatia dia-
bética o inflamacién.

En consecuencia, la invencién también se refiere al uso
de formas ' sdlidas de acuerdo con la invencién en forma de
precipitado, redisuelta o resuspendida para la preparacién
de un medicamento para el tratamliento y/o la prevencién de
enfermedades causadas, mediadas y/o propagadas por EGFR y/o
por la transduccién de seflales mediadas por EGFR.

Los medicamentos de acuerdo con la invencién son parti-
cularmente adecuados para el tratamiento y/o la prevencién
del céncer, p.ej. carcinomas sélidos tales como p.ej., car-
cinomas (p.ej. de pulmén, pincreas, tiroides, vejiga o co-
lon), enfermedades mieloides (p.ej. leucemia mieloide) o
adenomas (por ejemplo adenoma colénica velludo), angiogéne-
sis patoldgica y migracién de células metastaticas. Los me-
dicamentos también son utiles para el tratamiento de infla-
macién crénica dependiente de la activacién 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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Ademis, 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 patolégicos dependientes de la
actividad de EGFR. EGFR interviene directa o indirectamente
en las vias de transduccién de sefales de diversas activida-
des celulares, por ejemplo proliferacién, adhesidn y migra-
cién, asi como la diferenciacién. Las enfermedades asociadas
con la actividad de EGFR incluyen la proliferacién de célu-
las tumorales, la neovascularizacidén patolégica que favorece
el crecimiento de tumores sélidos, la neovascularizaciédn 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,
clcatrizacién, hiperplasia benigna de préstata, enfermedades
inmuncldégicas, 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.

L
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En esta conexién, se consideran enfermedades cancerosas
el cdncer de cerebro, cAncer de pulmén, carcinoma de células
escamosas, cancer de vejiga, cancer de estémago, cancer de
pancreas, céncer de higado, cancer de rifén, éancer colo-
rrectal, cancer de mama, c&ncer de cabeza, cancer de cuello,
cédncer de es6dfago, céncer ginecolébdgico, 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 una enfermedad que
representa un objeto de la presente invencién.

Se puede demostrar que los medicamentos de acuerdo con
la invenciédn tienen accidédn antiproliferativa in vivo en un
modelo de tumor de =xenotrasplante. Los medicamentos de
acuerdc 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 neurolégico debido a la re-
paracién tisular, etc. Los presentes medicamentos son idtiles
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 tratamientoc de las mo-

lestias existentes. La prevencién de la proliferacién se lo-
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gra por la administracién de los medicamentos de acuerdo con
la invencién antes del desarrollo de la enfermedad evidente,
por ejemplo, para evitar el crecimiento del tumor, prevenir
el crecimiento metastatico, reduccién de la restencsis aso-
clada 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 ejempleo, 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-
tacidén, pues proveen un modelo para el tratamiento de la en-
fermedad humana.

La receptividad de clerta célula al tratamiento con los
medicamentos de acuerdo con la invencién se puede determinar
mediante pruebas in wvitro. 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 que 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 segin los medicamentos especificos uti-
lizados, la enfermedad especifica, el estado del paciente,
etc. Tipicamente, una dosis terapéutica es suficlente para
reducir considerablemente la poblacidn celular indeseada en
el tejido blanco, mientras se mantiene la vitalidad del pa-
ciente. Generalmente se continida el tratamiento hasta obte-
ner una reduccidén 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-
cién radiactiva de una proteina o péptido como sustrato, me-
diante yYATP. En presencia de un compuesto inhibidor se puede
detectar una seflal radiactiva reducida o nula. Ademas, las
tecnologias de transferencia de energia de resonancia fluo-
rescente homogénea por resolucién en el tiempo (HTR-FRET) Y
polarizacién de fluorescencia (FP) son titiles como métodos
de ensayo (Sills et al., J. of Biomolecular Screening, 2002,
191-214).

Otros métodos de ensayo no radiactivos por ELISA utili-

zan szfo-anticuerpos especificos (fosfo-AB). Los fosfo-AB
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sblo se unen al sustrato fosforilado. Esta unidén se puede
detectar mediante un sequndo 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 desrequlacién de la proliferacién celular y la
muerte celular (apoptosis). Las enfermedades y los estados
patolégicos que se pueden tratar, prevenir o aliviar median-
te medicamentos de acuerdo con la invencidén incluyen las en-
fermedades y los estados patolégicos enumerados mis adelan-
te, pero sin limitaciones. Los medicamentos de acuerdo con
la invenclidn son Gtlles para el tratamiento y/o la preven-
cién de varias enfermedades y estados patolégicos diversos,
que afectan la proliferacién y/o la migracién 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 perianastomética, res-
tenosis posterior a angioplastia o colocacién de stents y
similares,

La presente invencién se refiere al uso de medicamentos

de acuerdo con la invencién para el tratamiento o la preven-
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cién de céncer. En consecuencia, la invencién se refiere con
particular preferencia al uso de formas sbélidas de anticuer-
pos anti-EGFR de acuerdo con la invencién para la prepara-
cién de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencidn
de tumores y/o metdstasis 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 estémago, tumor de laringe, tu-
mor de leucemia monocitica, adenocarcinoma de pulmén, carci-
noma de pulmén de células pequeflas, céncer de pancreas,
glioblastoma y carcinoma de mama, sin restricciones.

La invencidén también se refiere al uso de medicamentos
de acuerdo con la invencidén 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, céncer de vejiga, céncer
de estémago, clncer de higado, céncer de rifién, céncer colo-
rrectal, cancer de mama, cincer de cabeza, cé&ncer de cuello,
cincer de esdfago, céncer ginecolégico, cancer de pancreas,
linfoma, leucemia crénica y leucemia aguda.

Los medicamentos de acuerdo con la invencién se pueden
administrar a paclentes 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 invencién también se refiere al uso
de formas sblidas 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 causadas, mediadas
y/o propagadas por angiogénesis.

Una enfermedad de este tipo que incluye anglogénesis es
una enfermedad ocular, tales como vascularizacién retiniana,
retinopatia diabética, degeneracidén macular inducida por 1la
edad y similares.

En consecuencia, la invencién tamblén se refiere al uso
de formas sélidas 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/o0 la prevencié4n 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 invencién para el tratamiento y/o la pre-

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

La invencién 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, ostecartritis y raquitismo.

Los medicamentos de acuerdo con la invencién también se
pueden usar para proporcionar efectos aditivos o sinérgicos
en ciertas quimioterapias e irradiaciones existentes contra
el cancer, y/o se pueden usar para restablecer la eflcacia
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 sélida
de acuerdo con la invencién en sus formas de precipitado,
redisuvelta o suspendida en combinacién con un compuesto del
grupo formado por 1) modulador de receptor de estrégeno, 2)

modulador de receptor de andrégeno, 3} modulador de receptor
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de retinoide, 4) agente citotébxico, 5) agente antiprolif-
erativo, 6) inhibidores de prenil proteina transferasa, 7)
inhibidores 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 invencién también se refiere al uso
de formas sb6lidaa 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 prevencidén de enfermedades en donde se admi-
nistra una cantidad terapéuticamente efectiva de una forma
sélida de acuerdo con la invencién 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 estrégeno, 2) modulador de receptor de andrégeno,
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 consecuencla, los medicamentos de acuerdo con la in-
vencién 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 patolégicas bseas, entre
las combinaciones que serian favorables se incluyen las que
contienen bisfosfonatos antirresortivos, tales como alendro-
nato y risedronato, bloqueadores de integrina (como se defi-
ne mis adelante), tales como antagonistas av3, estrégenos
conjugados utilizados en terapia de reemplazo hormonal, ta-
les como Prempro®, Premarin® y Endometrion®; moduladores se-
lectivos de receptor de estrégenos (SERM), tales como ra-
loxifeno, droloxifeno, CP-336,156 (Pfizer) y lasofoxifeno,
inhibidores de catepsina K e inhibidores de bomba de proto-
nes ATP.

Les presentes medicamentos también son adecuados para
la combinacién con agentes anticancerosos conocidos. Estos
agentes anticancerosos conocidos incluyen los siquientes:
moduladores de receptor de estrbgeno, moduladores de recep-
tor de andrégenos, moduladores de receptor de retinoide,
agentes citotdédxicos, 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 estrégenos” se refiere a
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compuestos que interfieren con o inhiben la unién del estrd-
geno al receptor, sin importar el mecanismo. Entre los ejem-
plos de moduladores de receptor de estrégenos se incluyen,
sin limitaciones, tamoxifeno, raloxifeno, idoxifeno,
LY353381, LY 117081, toremifeno, fulvestrant, 2,2-dimetil-
propanoato de 4-[7-(2,2-dimetil-l-oxopropoxi-4-metil-2-[4-
[2-(l-piperidinil)etoxi] fenil}-2H-1-benzopiran-3-il]fenilo,
4,4’ -dihidroxibenzofenon-2, 4-dinitrofenilhidrazona y SH646.
“Moduladores de receptor de andrégeno” se refiere a
compuestos que interfieren con © inhiben la unién de los an-
drégenos con el receptor, sin importar el mecanismo. Ejem-
plos de moduladores de receptor de andrégenos incluyen fi-
nasterida y otros inhibidores de 5a—reductaqa, nilutamida,
flutamida, bicalutamida, liarozol y acetato de abiraterona.
“Moduladores de receptor de retinoide” se refiere a
campuestos que interfieren con o inhiben la unién 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, a-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 accién
directa sobre la funcién celular, o inhiben o interfieren

con la miosis celular, e incluyen agentes alquilantes, fac-
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tores de necrosis tumoral, intercaladores, inhibidores de
microtubulina e inhibidores de topoiscmerasa.

Ejemplos de agentes citotéxicos incluyen, sin limita-
ciones, tirapazimina, sertenef, caquectina, ifosfamida, ta-
sonermina, lonidamina, carboplatino, altretamina, 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, dexifoasfamida, 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,
tridéxido de arsénico, 1-(ll-dodecilamino-10-hidroxiundecil)-
3,7-dimetilxantina, zorrubicina, idarrubicina, daunorrubici-
na, bisantreno, mitoxantrona, pirarrubicina, pinafida, val-
rubicina, amrubicina, antineoplastona, 3’ -desamino-3’-~
morfolino-13-desoxo-10-hidroxicarminomicina, 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,
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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’ -0O-exobencilidencartreusin, 9-metoxi-N,N-dime-
til-5-nitropirazolo[3,4,5-kl]acridin-2-(6H)-propanamina, 1~
amino-9-etil-5-fluoro-2, 3—-dihidro-9-hidroxi-4-metil-1H, 12H~
benzo[de]-piran[3’,4’:b,7]-indolizino[1l,2b]~quinolin—-10,13~
(9H, 15H)diona, lurtotecano, 7-[2-{N-isopropilamino)etil]-
(20S) camptotecina, BNP1350, BNPI1100, BN80915, BNB0942, fos-
fato de etopédsido, tenipésido, sobuzoxano, 2’-dimetilamino-
2’ -desoxietopbésido, GL331, N-[2-(dimetilamino)etil]-9-hidro-
xi~5,6-dimetil-6H-pirido(4,3-b]carbazol-1-carboxamida, asu-
lacrina, (5a,5aB,8aa,9b}-9-[2~[N-{2~-(dimetilamino)etil]-N-
metilamino]etil]-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]l fenantridinio, 6,9-bis[{2-aminocetil)amino}benzo{g]iso-
quinolin-5,10-diona, 5-(3-~ aminopropilamino)-7,10-dihidroxi-
2-(2-hidroxietilaminometil)-6H-pirazolo[4,5, 1-de]acridin-6-
ona, N-[l-[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-clgquinolin-7-ona y dimeana.

“Agentes antiproliferativos” incluyen oligonucleétidos
de ARN y ADN antisentido, tales como G3139, ODN698, RVAS-
KRAS, GEM231 e INX3001, y antimetabolitos tales como enoci-
tabina, carmofur, tegafur, pentostatina, doxifluridina, tri-
metrexato, fludarabina, capecitabina, galocitabina, ocfosfa-
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)-tetradecadlenoil)}glicilamino]-L-
glicero—B-L-manoheptopiranosil]adenina, aplidina, ecteinas-
cidina, troxacitabina, &cido 4-[2-amino-4-oxo0-4,6,7,8-tetra-
hidro-3H-pirimidino[5,4-b]-1,4-tiazin-6-11-(S)-etil]-2,5-
tienoil-L-glutamico, aminopterina, 5-fluorouracilo, alanosi-
na, éster del &cido 1ll-acetil-B-(carbamoiloximetil)-4-for-
mil-6-metoxi-l4-oxa-~1,11-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 antes 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 de una transferencia génica mediada por virus recom-
binante {véase patente US N° 6.069.134, p.ej.). Los medica-
mentos de acuerdo con la invencién también se pueden admi-
niatrar en comblnacién con todos los demds anticuerpos tera-
péuticos conocidos por los expertos en el arte o los ingre-
dientes farmacéuticos activos que son adecuados en conexién
con las enfermedades antes mencionadas.

Ademds, las formas sélidas seqgin la invencién de los
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-
8ién de EGFR. Ademés, son particularmente adecuados para ser
usados como métodos de diagnéstico de enfermedades relacio-
nadas con la actividad no regulada o alterada de EGFR. En
consecuencia, la invencién también se refiere al uso de for-
mas sélidas de anticuerpos anti-EGFR de acuerdo con la in-
vencién en sus formas de precipitado, redisuelta o suspendi-
da comoc 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 diagnésticos, 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 no es necesario 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 digestién 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-
cién 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
enzimas de este tipo, los anticuerpos de acuerdo con la in-
vencién preferentemente exhiben y causan un efecto inhibito-
rio, que se suele documentar mediante valores de ICsg en un
rango adecuado, preferentemente en el rango micromolar, vy
ma&s preferentemente en el rango nanomolar.

Métodos de determinaclén

Respecto de los métodos de determinacién, la presente
invencién abarca todos los métodos de determinacién conoci-
dos por los 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 difraccién por rayos X. En particular, las estructuras

cristalinas de los anticuerpos de acuerdo con la invencién

\3Y
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se pueden determinar mediante estudios con microscopia me-
diante filtros polarizados. Otros métodos de determinacién,
gin restricciones, abarcan las microfotografias electrébni-
cas.

La determinacién del tamafio de la proteina, la integri-
dad estructural, la pureza o el patrédn de glucosilacién de
las formas sélidas de acuerdo con la invencién en sus formas
de precipitado, redisuelta o suspendida abarcan, sin res-
tricciones, SE-HPLC, mapeo peptidico (digestién), 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), perfil
de oligosacaridos, determinacién de la composicién de mono-
sacadridos y enfoque isoeléctrico.

La estabilidad de las formas sélidas 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 determinacién
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 acuerde 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 reducciédn de la tendencia a la
agregacién de las formas sélidas de acuerdo con la invencién
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-
mafilo del cristal o el tamaflo del precipitado abarcan, por
ejemplo, sin limitaciones, la inspeccién visual, el andlisis
de particulas sub-visibles, nefelometria o turbidimetria o
caracterizacién dinamica de la dispersién de la luz.

Previa y posteriormente, todas las temperaturas estan
indicadas en °C. En los siquientes ejemplos, “elaboracién
convencional” significa que se agrega agua de ser necesario,
Y 8l es necesario se ajusta el pH entre 2 y 10, segitn la
constituciédn del producto final.

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

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

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

Por ejemplo, acetato de sodio trihidrato, cloruro de pota-
sio, cloruro de sodio, citrato trisédico dihidrato, hidrége-
no-fosfato dipotadsico, hidrégenoc-fosfato diaddico 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 diamonlo, 4cido citrico monohi-
drato, imidazol, acetato de potasio, bromuro de potasio, ci-
trato tripotdsico monohidrato, dihidrégeno-fosfato de pota-
slo, 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,
dcido succinico, acetato de zinc dihidrato, sulfato de zinc
heptahidrato.

1.2 Polimeros:

por ejemplo polietilenglicol (PEG):

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

1.3 Solventes orgénicos:

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 reduccién (glutatidén 2-mercaptoetanol, ditiotrei-
tol), agentes de complejacién (EDTA, EGTA).

3, Buffers:

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

buffer de cltrato: citrato de Na o &cido citrico, pH posible
aproximadamente 2,2-6,5, también con adicién 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 histidina: pH aproximadamente 6,0 - 7,8

acido glutamico: 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 tedricamente concebible es pH 4 - 10, preferente-
mente pH 5-9.

5. Intervalo de temperatura:

El intervalo de temperatura teéricamente 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. Establllzantes:

6.1 Aminodcidos:

por ejemplo, arginina, ornitina, 1lisina, histidina, Acido
glutdmico, 4acido aspdrtico, isoleucina, leucina, alanina,
fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, serina, pro-
lina.

6.2 Aziicares y alcoholes de aziicar

por ejemplo, sacarosa, lactosa, glucosa, manosa, maltosa,
galactosa, fructosa, sorbosa, rafinosa, trehalosa, glucosa-

mina, N-metilglucosamina, galactosamina, &cido neurdmico.

6.3 Antioxidantes:

por ejemplo, acetona, bisulfito de sodio, &cido 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 Conservantes:

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

6.5 Ciclodextrinas:

por ejemplo, hidroxipropil-8-ciclodextrina, sulfobutiletil-
f-ciclodextrina, y-ciclodextrina, a-ciclodextrina.

6.6 Albuiminas:

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 s&dico).

7. Agentes isotdénicos:

por ejemplo, cloruro de sodio, cloruro de potasio, glucosa,
glicgrol, 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 (solucién saturada de sulfato de amo-
nio en fosfato 10 mM, pH 8,0)

La adicién de agentes de precipitacién a la soluciédn de
proteinas se lleva a cabo en solucién (procedimienéo discon-
tinuo). Después de pipetear, la muestra se deberia mezclar
por “agitacién manual”. El 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 pl 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 adicidén 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
llevar a cabo a temperatura ambiente o a 4°C.

Ejemplo 4: Precipitacidén de Erbitux™ con sulfato de amonio
500 pl 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 (solucién 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 adicién de reactivos de precipitacidn a la solucidn

de proteinas se lleva a cabo en solucidédn {procedimiento dis-

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

clar por “agitacién manual”. El procedimiento se puede lle-

var a cabo a temperatura ambiente o a 4°C

Ejemplo 5: Precipitacién de Erbitux™ con PEG

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

500 pl de precipitante (50% (p/v} de PEG 4000 en foafato 10

mM,
o

500
500

pH

B; 0)

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

Bl

pH

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 B8,0)

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 5,35)

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
llevar a cabo a temperatura ambiente o a 4°C.

Ejemplo 6: Investigacién microscépica 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 coloracién con azul brillante de Coo-
massie que es tipicda de las proteinas.

Se hallaron cristales con un tamafio de aproximadamente

50-200 pm.

Ejemplo 7: Investigacién de los precipitados para determinar

s5i son nativos

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

dispersaron e investigaron por medio de espectrometria FT-
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IR. Los espectros de derivacién I-2 de la amida del material
de partida antes de la precipitacién y del precipitado re-
dispersoc 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 intenté, 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 medlio 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
solucién 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 inclusionesa de proteinas en cristales del reacti-~

vo de precipitacién.,
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REIVINDICACIONES

1. Forma sélida de un anticuerpo anti-EGFR y/o una de
sus variantes y/o fragmentos, que dan por resultado una pro-
teina de anticuerpo biolégicamente activa por disolucién o
suspensién en medio acuoso, que se obtiene por precipitacién
del anticuerpo y/o una de sus variantes y/o fragmentos di-
sueltos o suspendidos en medio acuoso mediante un reactivo
de precipitacién.

2. Forma sélida de acuerdo con la reivindicacién 1, ca-
racterizada porque se usan sales, polimeros y/o solventes
orgénicos como reactivo de precipitacién.

3. Forma sélida de acuerdo con la reivindicacién 2, ca-
racterizada porque se usa sulfato de amonio, acetato de so-
dio, citrato de sodio, fosfato de potasio, PEG y/o etanol
como reactivo de precipitaciém.

4. Forma sélida de acuerdo con una de las reivindica-
ciones 1-3, caracterizada porque es un precipitado.

5. Forma sélida de acuerdo con una de las reivindica-
ciones 1-3, caracterizada porque es un cristal.

6. Forma sélida de acuerdo con una o varias de las rei-
vindicaciones 1 a 5, caracterizada porque el anticuerpo an-
ti-EGFR es monoclonal y de origen murino o humano.

7. Forma sélida de acuerdo con la reivindicacién 6, ca-
racterizada porque el anticuerpo anti-EGFR es de origen mu-

rino y es quimérico o humanizado.

A
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8. Forma sb6lida de acuerdo con la reivindicacién 7, ca-
racterizada porque el anticuerpo anti-EGFR es Mab C225 (ce-
tuximab) o Mab h425 (EMD 72000).

9. Procedimiento para la preparaclén de una forma séli-
da de un anticuerpo anti-EGFR y/o una de sus variantes y/o
fragmentos que da como resultado una proteina de anticuerpo
biolégicamente activa por disolucién o suspensién en medio
acuoso, caracterizado porque el anticuerpo y/o una de sus
variantes y/o fragmentos disueltos o suspendidos en solucién
acuosa se precipita por medio de un reactivo de precipita-
cién, y se separa el producto de precipitacién.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién B9,
caracterizadb porque se usa sulfato de amonio, PEG y/o eta-
nol como reactivo de precipitacién.

1l1. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9 o
10, caracterizado porque el procedimiento se lleva a cabo de
manera discontinua.

12. Forma sélida de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 8 como medicamento estable en almacena-
miento.

13. Preparacién farmacéutica que comprende al menos una
forma sélida de acuerdo con una o varias de las reivindica-
ciones 1 a 8 en forma de precipitado no cristalino, precipi-
tado cristalino o en forma soluble o suspendida, y opcional-

mente excipientes y/o coadyuvantes y/u otros ingredientes
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activos farmacéuticos.

14. Preparaciétn farmacéutica de acuerdo con la reivin-
dicacién 13, caéacterizada porque la concentracién de anti-
cuerpos es de 10 - 200 mg/ml.

15. Preparacién farmacéutica de acuerdo con la reivin-
dicacién 14, caracterizada porque la concentracién de anti-
cuerpos es del50 - 150 mg/ml.

16. Uso de una forma sélida de un anticuerpo anti-EGFR
y/o una de sus variantes y/o fragmentos de acuerdo con una o
véfiaé &e 1a§—f;I;indicaciones 1 a 8 para preparar un medi-
camento que comprende el anticuerpo biolégicamente activo
y/o0 una de sus varlantes y/o fragmentos en forma de precipi-
tado no cristalino, precipitado cristalino o en forma di-
suelta o suspendida.

17. Uso de acuerdo con la relvindicacién 16 para prepa-
rar un medicamento para el tratamiento y/o la prevenciédn de
tumores y/o metédstasis tumorales.

18. Uso de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde
el tumor se selecciona del grupo integrado por tumor cere-
bral, tumor del tracto urogenital, tumor del sistema linfa-
tico, tumor estomacal, tumor laringeo, leucemia monocitica,
adenocarcinoma de pulmén, carcilnoma de pulmén de células pe-
quefias, céncer de pancreas, glioblastoma y carcinoma de ma-

v ———
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Der Anmaider kann der innerhalb einss Monata nach dem Dutum der Abssndung diasss inlemationalen
Racherchenberichis einé Stallungnahme variegen.
6. Hinsichiich dar Zelchnungan

& Istfoigende Abbicung der Zalchnungen mit der Zussmmeniaseung zu verdfentichen: Abb, Nr.
[C]  wie von der Behorus eusgowihi, well der Anmeldar sslbst kaine Abbidung vorgeschiagen hat.
"[[] wie von der Behtiie ausgewahii, wel diase Abbdung die Efincung basser kennzeicfinet.

b- [ ] windiene der Abbiiiungen mit der Zusammentassung verotienticht.

Formblail PCTASA/210 (Blatt 1) (Januar 2004)
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Nach dar injemationaln Patentidessification (P odst nach der nationaien Klassifiation und der IPK

| B. RECHERCHIERTE QEBETE

Flachachisriar Mncestpraiutoll (Gassifkationamysier i Kiesaihasionasybole )
IPK 7 CO7K A61K

Recherchisite aber nichl Axn Nindestprifeloft gehSrands Veritieaticmgen, sowell diags unisr dis mcherchisren Gabiste fallen

Wathrond dor intemaiionalen Recherche konsullinrs sleidronische Daisnbank (Nams der Datenbank und evtl, vrwendsts Suchbegeie)
EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, PAJ, EMBASE

C. AL WEBENTLICH ANGEBEHENE UNTERLAGEN

-~

Kalegoris® | Bamichaung der Verilantichung, sowell srforduiich imier Angebe dar in Batrack: iomsneaden Tells Betr. Anapnsch Nr.

X - EP 0 359 282 A2 (RORER INTERNATIONAL INC) 1-18
—12l. Mirz 1990-(1990-03-21)
Spalte 3, Zeile 57 - Spalte 5, Zeile 50

Beispiel 3
Anspriche 1,2,6

X NO 03/053465 A2 (MERCK PATENT GMBH; 1-8,
MAHLER, HANNS-CHRISTIAN; ZOBEL, 12-18

HANS~PETER; MUELLER)

3. Jul1 2003 (2003~07-03)

in der Anmeldung erwihnt

Seite 4, Absatz 1 - Seite 6, Absatz 1
Anspriche 1,2
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m Wellers Vertffontichungen sind dar Farisstzung von Fekd G zu D Siahe Aniang Palsnttumile
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mmmumm Abasndeciaium des inlsmationalen Recharchenbarichts
24. Februar 2005 | 03/03/2005 .
Nams und Postanecivil der inlermationaien Recherchanbehairde Bavolimiichtigter Bedionsietier
Ewoplisches Patentart, P.B. 6516 Pulentiaan 2
- NM-220HV .- .
T g oot o Ulbrecht, M
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Mmurwtionsiss Akterasichen
PCT/EP2004/012837

C{Fortestmung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kalngorie®

Barsichviung der Vestfentichung, sowel erfordadich mmwnmmﬁu

Batr. Angpruch Nr.

X

WO 96/40210 A1l (IMCLONE SYSTEMS
INCORPORATED; MRC COLLABORATIVE CENTRE;
GOLDSTEIN, NEI) -

19. Dezember 1996-(1996-12-19)

in der Anmeidung erwihnt

Anspriiche 23-27,48,4991-

EP 0 531 472 8 (MERCK PATENT GESELLSCHAFT
MIT BESCHRAENKTER HAFTUNG; MERCK PATENT
GMBH) 17. Marz 1993 (1993-03-17)

in der Anmeldung erwihnt

Absatz ‘0022! - Absatz ‘0047!

Absatz ‘0082! - Absatz °0085!

Anspriche 1,9,10

BASELGA J: "The EGFR as a target for
—anticancer thergpy-focus on cetuximab®
EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, PERGAMON
PRESS, OXFORD, GB,

Bd. 37, September 2001 (2001-09), Seiten
16-22, XP004307911

ISSN: 0959-8049

Tabelle 1

T ABOU-JANDE RONY ET AL: “An overview of

targeted treatments in cancer.®

CLINICAL THERAPEUTICS,

Bd. 25, Nr. 8, August 2003 (2003-08),
Seiten 2121—2137 XP002316108

ISSN: 0149-2918

Tabelle 1

Seite 2132, Absatz 2 - Seite 2133, Absatz
1

WO 03/007988 Al (MERCK PATENT GMBH;
MAHLER, HANNS—CHRISTIAN; MUELLER, ROBERT;
MARTINI-M) 30. Januar 2003 (2003-01-30)
in der Anmeldung erwdhnt

Seite 4, Absatz 3

Anspriche 1-10

HURRELL J.G.R.: "Monoclonal hybridoma
antibodies: Techniques and Applications®
1982, CRC PRESS , BOCA RATON, FLORIDA ,
XP009043454

Sefte 51, Absatz 3 - Absatz 7

DEUTSCHER M.P.: "Guide to protein
purification” ;

1990, ACADEMIC PRESS , SAN DIEGO ,
XP002316109

Seite 285 - Seite 306 _ _

1-8,
12-18

9-11

1-8,
12-18

9-11

1-8,
12-18

1-8,
12-18

13-18

9-11
9-11

9-11

Formbiat PCTASAZND (Fartastzang van Bl £) (Jenusr 2004)
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ANGROR Bl VerDARrCiSmgmn, i 1ir aaben Palmisith gricesn PCT/EP2004/012837
im Facherchenbadcht Detum dac MigBad(er) der Datum dar
angefihnies Paenidokument VerSfentichung Palsntfamille Verdflentichung
EP 0359282 A2  21-03-1990 AT 123070 T 15-06-1995
AT 214943 T 15-04-2002
AU 4128089 A 22-03~1990
CA 1340417 C 02-03-1999
DE 68922808 D1 29-06-1995
DE 68922808 T2 21-09-1995 .
DE 68929384 D1 02-05-2002
DE 68929384 T2 21-11-2002
EP 0667165 Al 16-08-1995
ES 2075019 T3 01-10-1995
ES 2174859 T3 16-11-2002
JP 2291295 A 03-12-1990
JP 3600617 B2 15-12-2004
JP 2002114710 A 16-04-2002
LU 91116 A9 29-12-2004
LU 91117 A9 29-12-2004
us 6217866 Bl 17-04-2001
MO 03053465 A2  03-07-2003 DE 10163459 Al 03-07-2003
e - o~ AU 2002358533 Al 09-07-2003
: 2 F BR 0215266 A 07-12-2004
CA 2470316 Al 03-07-2003
EP 1455824 A2 15-09-2004
HU 0402192 A2 28-01-2005
WO 9640210 Al 19-12-1996 AU 6267896 A 30-12-1996
CA 2222231 Al 19-12-1996
EP 0831880 Al 01-04-1998
P 11507535 T 06-07-1999
US 2004006212 Al 08-01-2004
EP 0531472 B 17-03-1993 EP 0531472 Al 17-03-1993
EP 1362868 A2 19-11-2003
AT 247168 T 15-08-2003
AU 658396 B2 13-04-1995
AU 1340392 A 06-10-1992
CA 2082160 Al 07-09-1992
z 9203327 A3 16-02-1994
2 9603337 A3 17-06-1998
DE 69233153 D1 18-09-2003
DE 69233163 T2 27-05-2004
DK 531472 T3 01-12-2003
NO 9215683 Al 17-09-1992
ES 2204890 T3 01-05-2004
HU - 65687 A2 28-07-1994
1E 920705 Al 09-09-1992
JP 5506157 T 16-09-1993
KR 240308 Bl 15-01-2000
NX 9201016 Al 01-08-1993
PT 100195 A ,B 31-05-1993
sK 281143 B6 11-12-2000
sK 332792 A3 03-07-1996
us 5558864 A 24-09-1996
A 9201661 A 25-11-1992 ..
“§0 03007988 Al 30-01-2003 DE 10133394 Al 30~01-2003
' .= BR - 0211060 A 20~07-2004
CA 2453342 Al 30-01-2003

Fonnbisti PCTABAZ10 {Arhung Pytenimmile) Hanuse S004)
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) . inlemationsisg Ahienzsichen
Anguen 2 VerGfSnTcHumGin, ca 1 ssben PuisrOamie gshon PCT/EP2004/012837
Im Recherchanbericht Datum dor Miighed{er) der Dathum dor
angefihriee Pamnidolument Verdfientichung Paisntiamile Vendflentiichunpg
W0 03007988 Al CZ 20040189 A3 12-05-2004
' EP 1406658 Al 14-04-2004
JP 2004536129 T 02-12-2004
MX  PA04000340 A 04-05-2004
sK 862004 A3 07-07-2004
US 2004170632 Al 02-09-2004

Feownbleli PCTABA/Z10 {Anhang Peleniiarmille) {isnuss 3004)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID
RIT : BOO174089-2

RECIBG DFICIAL DE CAJR : 0b - 34,150 - -\'u;m!ﬂtﬂ
FECHR ¢ MNAYD 15 DE 2004 SUPERINTENCENCIA DE INDUSTRIA
Rad: 06-050507- -00000-0000
Fac 2008-05-25 15:47:A8 Dep. 2020 NUECREACIONES
Tt 1 VRSN Buass

Aztdi1 PRESENTACION Folox. 157

mnt CONSTIENACTION 1IIR

BEPOSITRNTE TIPO PABO BANCD CUENTA No. PAGO FECHA PBO Yr. PRE0

CAVELIER ABDBADDS CONSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00110-6 82375 15/05/2004 £7,972,500.00

ikt C O NCEPTOD SR

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRARITES DE S0L. DE PATENTE DE IN 463,000.00
TOTAL & $ 443,000.00

SON: CUATROCIENTOS BESENTA Y TREG MIL I’ESﬂS\_'

RESPONSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.

Ndo otke W\ - ol — L



TUPERRNTENDENCIA DE INDUETRIA Y COMERDID

Rad: 06-050507- -00000-0000

TESSTERT 5]
i

Ta. 11 PX
Eva: 376 FARENAL

TENTEYII

IONALL

Aci41t PREZENTACION

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial

Dlvlslé_n de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMIIE _—
Cc\

PATENTE DE INVENCION (/ MODELQ DE UTILIDAD ()

«Indicaclén de que se solicita la concesién de una patente.
-Datos de Identificaclén del solicitants o de Ia persona que se
presenta la aolicttud.

=Descripcién de la Invenclén.

-nlbillu de ser estos pertinentes.

~Comprobante de Pago de las tnags establecidas.

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )

DISERO INDUSTRIAL  { )

-Indicacién de que se solicita el registro da Disafio Industrial.

-Datos de Identificacién dol sollcitante o de la persona que se
presenta fa solicitud. )

-Representacién grifica y fotogrifica del Diseflo Industrial o muu_in
del Material que Incorpera el dl'uno.

<Comprobante de Pago da las tasas establecidas.

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )

ESQUEMA DE TRAZADO ( }

<Indicaclén de que se soliclta el registro de Disefio Industrial.
Datos de identificacién del solicante o de [a persona que se
presenta la sollcitud.

-Representacién grifica del Esquema Trazado,

<Comprobante de Pago de las tasas establecidas.
A

COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( )

Firma Responssble:
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Fecha: —M

Folios: 157

RADICADOR
t)

o -

— e, gmey e

o w-- L g

<3

F



/S¥

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Folig )58
2020
Bogot4 D.C.,
Doctor (a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
MERCK PATENT GMBH

REFERENCIA Radicacién No. 06 50507
Bolicitud internmacional EP2004/012837
Fecha iniclo fase nacional 29/06/2006

Trémite 11
Evento 378
Actuacién 416
Oficio No. 1051
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decigifn 486 de la ComisiSn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacifn
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular (nica de la Superintendemcia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicaciém en la Gaceta de Propledad Industrial.

Ciimplase ) ':1" rm m-

Dado en Bogotd DC,




