CASTELLANOS & CO.
ABOGADOS

Calls 94 A No. 7 A - 08

Bogota, D.C., COLOMBIA

Sefiora

Jefe de la Division de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Desarrollo Econémico

S I " - /
E. S. D. SNTLNDLINGIA DL GDUS TRIA Y Com e

B ilsl:llllllllllllllllllm

.., No- 06-120944- -0d606-0000
2ChE 20101

fr 6y H!\[:‘&‘Iff‘;f”“v% U%u 2020 DIR. NUE VASE R
AL 444 RESPUL S AREGUE f:)ﬁoifja NACIONAL

&)

Re.. Expediente No 06.120.944
Solicitud del examen de patentabilidad correspondierts a la Patente PCT Zntrada e
Fase Nacional. para: FORMULACION DE iRINOTECAN
Solicitarte:  KABUSHIKI KAISHA YAKULT HOMSHA

RESFIJESTA AL EXAMEN DE FONDID

WARGARITA CASTELLANUS ABONDANO. mayor de edad, idertificada y domwciiacs
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fordo, astando deniro del término legal en los siguigntes términos,

Moditicacion a la descripeciéon.

Cor refacion a la descripcion, 56 ha realizado la siguiente modiicacion la cua: se encusniig

debidamente sustentada:

Se ha mcdificado el valor §.85 de a tabla 9 de ia descripcidn 2 % columna cg " LomposIcion
de la =

gjernnin 117 por 0.76.

sira de carga {rzlacion molar)”, “PEG-DSPE” v =n = ifila “equipe de praparacion

£l sustento para dicha modificacion se encuentra en la descripcion de iz nvencidn de donse

se entiende que la relacién de modificaciin (%) de PEG-DOFE se calcula como se muest s
en la tanla siguiente por o que se entiends gue la descripo s de g table ¥ &8 un e

tipografico
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‘ Ejemplo 11

Fosfatidilcolina ’ ] g

\ de soja . colesterol | Lipidc concentracion de PEG- | . |
' hidrogenada | (Chol) | total DSPE  PEG-DSPE |
| ___(HSPC) I ( r
ﬁ peso . 70.87g 29139 | 36.74 mg/mL | 7.348g
l ! ! ‘ o i
eso molecular | 790 | 387 | . 5938 |
| | , ! |
volumen E : ; 200mL E _________ ]
1 ! 1
| 89.70886 75.33045 16504831 | 123745 |
mmaol ; I | ]
) B | |
- Indice de { | 0749753 |
modificacion ; g
(ﬂa PEG-DSPE | L | |

indice de modificacion de PEG-DSPE:

1,23745/165,04831 * 100 =0,749753

Reivindicaciones

Prasento a consideracion del sefior examinador un nuevo pliego reivindicatorio en el cual se
ha limitado el alance de la presente invencién. La reivindicacion modificada 1 recita la

formulacion de irinotecan como sigue:

Reivindicacion 1. Una formulacién de irinotecan caracterizada porque incluye un liposcima
formado por una bicapa de lipidos que contiene un fosfolipido comao componente principal de
la membrana, en donde sdélo la superficie exterior del iiposoma estd modificada con un
agente modificador de superficie que contiene un polimero hidrofilico, en la que &l irinotecan
y/o una sal del mismo estdn encapsulados en una concentracion de por lo menos 0.1
mol/mol (mol de farmaco/mol de lipido total de la membrana) por un gradiente iSnico

comprendido entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa del liposoma

Tal como se establece en la reivindicacidn 1, la presente invencisn es una formulacion de
irinotecan que comprende un liposoma formado por una membrana de lipido bicapa que
contiene un fosfolipido como componente de membrana principal, en donda 1) solo fa
superficie exterior del liposoma es madificado con un agente modificador de superficie que
contiene un polimero hidrofilico;, 2) en el cual el irnotecan y/o una sa! del mismo es
encapsulado en un concentracion de por lo menos 0.1 mol/miol; 3) mediante un gradiente de

iones entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa.
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Nivel inventivo

Presento a consideracion del sefior examinador los siguientes argumentos que demuestran
el nivle inventivo de la presente solicitud en vista de los docurnentos D1 (WO03/041681) vy
D2 (WOQ0/023052).

En primer lugar, el documento D1 describe un liposoma que consiste de fosfatidilcolina,
fosfatidilglicerol, y colesterol, que encapsula irinotecan a través de un método de gradiente
de pH mencionado en el ejemplo 5, y muestra la relacién molar irinotecan a lipido de 0.07 o
mas en la figura 6¢. En D1, se describe un polimero hidrofilico tal como fosfatidilglicerol (PG)
o PEG.

Sin embargo, tanto PG o PEG se mezcla con un lipido antes e utilizarse de manera que la
membrana de liposoma tiene tanto su superficie interna como su supeificie externa
modificada. En consecuencia, el documento D1 falla en describir un liposoma gue tiene solo

su superficie exterior modificada con un agente maodificador de superficie que contiene un

polimero hidrofilico.

Por su parte, el documento D2 describe, en la seccion del resumen de la invencion, un
liposoma en el que ambas superficies de la membrana se madifican con polietilenglicol, con
un gradiente idnico entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa {(ademas referida
como método de gradiente idnico) y en donde un inhibidor de topoisomerasa se enhcapsuia

en una concentracion de 0.10 umolar de farmacoe por umol de lipido.
Dicho documento D2 describe ademas un polimero hidrofilicc que proporciona un
recubrimiento de superficie de cadena polimérica hidrofilica tanto en la superficie interna

como externa de la membrana del liposoma formado per una bicapa de lipidos.

Sin embargo, el documento D2 no describe un liposoma en el cual solo la superficie exterior

del liposoma este modificada con un agente modificador de superficie ¢ue contiene un

polimero hidrofifico.

La formulacion de liposoma de |la presente invencion contiene irinotecan y es la formulacion
de liposoma en la cual soio la superficie exterior de! liposoma esta modificada con =i
polimero hidrofilico, v la formulacién con tal constitucién ‘a que no se encuentra

especificamente descrita tanto en D1 como en D2.
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En otras palabras, la invencién recitada en la reivindicacion 1 es diferente de los documentos
citados D1 y D2 en la caracteristica “modificar solo la superficie exterior del liposoma con el
polimero hidrofilico” proporcionandole por lo tanto el nivel inventivo a la invencidn sobre los

documentos D1 y D2.

Por otra parte, la descripcién de la presente solicitud describe que la formulacion de la
presente invencidon que comprende un polimero hidrofilico solamente sobre la superficie
exterior del liposoma es la que muestra un desempefic © rendimiento superior.
Adicionalmente, el solicitante realizd varios experimentos comparativos con la formulacién de
CPT-11 de conformidad con la presente invencion la cual comprende un polimero hidrofilico

solamente sobre la superficie exterior del liposoma y formulaciones CPT-11 (ejemplos

comparativos) que tienen los polimeros hidrofilicos tanto en la superficie interior como en la

superficie _exterior del liposoma A partir de estos experimentos comparativos, las

formulaciones CPT-11 de acuerdo con la presente invencidn demostrarcn tenar un
comportamiento superior a las formulaciones de los ejemplos comparativos con respecto &

varias caracteristicas tales como retencidén en la sangre, estabilidad v un efecto supresor de|

crecimiento tumoral. Dichos efectos superiores no se encuentran descritos ni en D1 ni en
D2.

Los detalles de dichos experimentos se explican a contirnuacion.

La descripcidon de la presente solicitud claramente describe que la formulacion reclamace

que tiene el polimero hidrofilico unicamente sobre la superficie extericr del liposoma muestra

excelente estabilidad comparada con Ia formulacién que tiene los polimeros hidrofilicos tarito

en la superficie interior como exterior del liposoma como se indicd previamente.

Especificamente, como se muestra en el ejemplo 3 de la descripcion, tanto las formulaciones
de la preparacion del ejemplo 3 y la preparacion de referencia del ejemplo 1 son
formulaciones (CPT-11) que encapsulan clorhidrato de irinctecan obtenido mediante el
método de carga remota. La formulacion CPT-11 del ejemplo 3 es una formulacion en fa cual
solo la parte externa del iposoma esta modificado con PEG miantras la formulacién CPT-11
de la preparacién de referencia del egjemplo 1 es una formulacion en la cual ambas
superficies interna y externa del liposoma estan modificadas con PEG. La formulacion de
CPT-11 descrita en la preparacion de referencia del ejemplo 1 corresponde a una

formulacion de acuerdo a lo descrito en D1 y D2.

Al comparar dichas formulaciones, es aparente que la formulacidon de la preparacion dsi

ejemplo 3 en la cual solo la superficie exterior dei liposcma fue modificada con PEG permitio
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la supresién de la liberacién de CPT-11 por un periodo pralongado de tiempo asi como la

conservacion estable de la formulacion de CPT-11 (ver figura 2 de la descripcion de la

presente solicitud).

Ademas, se revelo que la formulacion de CPT-11 en la cual se modifico solo la superficie
exterior del liposoma con PEG se preservé en una condicion estable de un tamafio de
particuila de liposoma por un periodo prolongado de tiempo (ver figura 3 de la descripcién de

la presente solicitud).

Por otra parte, se reveld que la formulacién de CPT-11 que fue preparada mediante el
método de carga remota y en la cual se modifico solo la superficie exterior del liposoma con
PEG proporciond excelente estabilidad en el tamafio de la particula y en la tasa de liberaciéon
del CPT-11, incluso si este se almacena por 6 meses a 4°C (ver tabla 3 en el ejemplo 4 de

la presente solicitud.)

Asi mismo, la formulacién de CPT-11 de la presente invencion tiene una excelente retencion

en la sangre por un largo periodo de tiempo (ejemplo 5 de la descripcion de la presente

solicitud).

Adicionalmente, se realizaron experimentos de farmacocinética usando una formulacion de
CPT-11 en la cual se modificd solo la superficie exterior del lipcsoma con PEG (de aqui en
adelante referido como PEGS5000 Post) y una formulacion de CPT-19 en la cual se
modificaron tanto la superficie interior como exterior del liposoma con PEG (de aqui en
adelante referido como PEG5000 Pre) (remito al sefior examinadcr al reporte de resultados

experimentales adjunto al presente memorial)

En primer lugar, cada formulacion CPT-11 se administrd intravenosamente a una cola de
rata (Crl:CD (SD), macho, 7 semanas de edad, Charles River Japan, Inc.) con una cantidad
de clorhidrato de irinotecan de 10mg/kg o 30mg/kg. Posteriormente, en periodos de tiempo
de 1, 2, 4, 8 24, 48 y 72 horas después de la administracién, se colectaron 0.3 ml de sangre

de la vena cervical, y se midié la concentracion total de CPT-11 en el plasma sanguineo.

Los resultados de la concentracion total de CPT-11 medidos en el plasma sanguinec

1y2

s
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Figure 1: total CPT-11 (10mg/ke)
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Figura 1

« Figura 1. concentracion total de CPT-11 (10mg/kg)
e Concentracion en plasma (7g/mL)

+ Tiempo después de la administracién (h)

Figura 2
¢ Figura 2: concentracion total de CPT-11 (30mg/kg)
¢ Concentracién en plasma (! .g/mL)

» Tiempo después de la administracion (h)

A partir de las figuras 1 y 2 se establecié que la concentracion de CPT-11 después de
administrar PEG5000 Post fue mayor que después de administrar PEG5000 Pre en ambos
casos a dosis de 10mg/kg y 30mg/kg. Es decir, PEG5000 Post tiene un tiempo de retencion

prolongada prominente en la sangre. comparado con PEGEG00 Pre.
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Adicionalmente, al usar un software de analisis (WinNonlin) para farmacocinética, se
calcularon diferentes parametros farmacocinéticos (AUClast, AUCInf, MRTlast, MRTinf, T1/2,
Cltot) de PEG5000 Post y PEG5000 Pre con el fin de llevar a cabo un analisis estadistico y
donde se encontraron diferencias significativas entre tales parametros. Especificamente, se
confirmo que, comparade con PEG5000 Pre, el PEG5000 Post permitic al CPT-11

desaparecer mas lentamente (valores mas altos de MRT y T1/2) y mantenerse a una

concentracion mavyor por un periodo prolongado de tiempo.

Adicionalmente, se realizaron experimentos adicionales en cuantc la velocidad de liberacién
del CPT-11 en el plasma sanguineo de una rata in vitro al usar PEG5000 Post y PEG5000
Pre (ver reporte de Resultados experimentales). En particuiar, después de precalentar 0.5ml
del plasma sanguineo de una rata por 5 minutos a 37°C, se adicionaron 5ul de cada
formutaciéon de liposoma (PEG5000 Post y PEGS5000 Pre) para empezar la reaccion. A
periodos de tiempo de 0, 1, 2 y 4 horas después de la adicion de cada formulacion, se
muestreo una parte de la formulacion adicionada al liposoma con el fin de raalizar
mediciones de concentracion del liposoma CPT-11 encerrado, lizosoma CPT liberado y SN-
38.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacién (figura 3 y 4).

Figure 3 : PEGHO00 Pre
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Figura 3
» Figura 3: PEG5000 Pre
* Relacién (%)

+« Tiempo de incubacion (h)

Figura 4
e Figura 4. PEG5000 Post
¢ Relacién (%)

+ Tiempo de incubacién (h)

A partir de las figuras 3y 4 se encontré que tanto en PEG5000 Post como en PEG5000 Pre,
el CPT-11 se libera gradualmente del interior de liposoma a medida que avanza el tiempo.
Especificamente, PEG5000 Post presenta una {iberacién mas lenta de CPT-11 que el
PEG5000 Pre. Es decir, se establecid que PEGH000 Post tuvo mas cantidad de CPT-11

encerrada en el liposoma después de un tiempo determinado, y permitié fa administracion

estable de CPT-11 por un periodo prolongado de tiempo, en comparacion con PEG5000 pre.

Ademas, la formulacion de CPT-11 de la presente invencidon gue permite encapsular ’
irinotecan en un liposoma, exhibe un elevado efecto antineoplasico contra varios tipos de
cancer (ejemplo 6 en parrafo [0107], 9 en [0120], 11 en [0128], 13 e3n [0136], 14 en [0138] y
15 en [0141] de [a descripcién) y permite retener (2 concentracion en plasma y &
concentracion intratumoral de CPT-11 y su metabolito activo, SN-38, por un pericuo

prolongado de tiempo (ejemplos de prueba 7 ,10 y 12 de la descripcion).

Se examind el efecto supresor del crecimiento tumoral al usar PEG5000 Post y PEG5000
Pre (remito al examinador al reporte de Resultado Experimental). En particular, al principio,
se implantaron 2x10° células/ ratén de células de cancer de colon humano (HT-29)
subcutaneamente en la regién inguinal izquierda de ratones desnudos BALB/c (CANNCyg-

Foxnl™/CrICrlj, macho, 5 semanas de adad, Charles River Japan, Inc.).

Después de implantar tumores, se separd el grupc de manera que se establecié el dia 0
como el dia en el cual el volumen de un tumor supuesto calculzdo por ¥.ab® (a representa
un diametro longitudinal de un tumor y b representa un diémetrc de eje corto del misms)
llegd alrededor de 100mm®. En el dia 1, se administrd cada formulacion de CPT-11

(12.5mg/ky) intravenosamente.

Se midio el volumen del supuesto tumor en los dias 5, 9 y 14. Adicionalmente, se extrajeron
los tumores y se midio el peso de los mismos en el dia 21, se calculd la velocidad de

inhibicion del crecimiento del tumor | R. (%) mediante ia siguierte formula:
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LR. (%) = (1-peso promedio del tumor en un grupo de tratamiento/peso promedio del tumor
en el grupo control) * 100. El cambio de! volumen del supuestc tumor en un tumor de soporte
de ratén HT-29 debido a cada prueba de farmaco (PEG5000 post, PEG5000 pre) se muestra
en la siguiente figura 5:

i Figure 5 : change of presumptive tumor volume with time
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Figura 5
¢ Figura 5: cambio del volumen presunto del tumor con el tiempo
« Volumen del tumor (mm?)

o Dias transcurridos (dias)

Como se muestra en la figura 5, el volumen del supugsto tumor se ha incrementado con el
tiempo después de implantar un tumor en un grupo de control en el cual no se administro
ninguna formulacion en este sistema de prueba. Mientras tanio. tanto en PEG5000 Post

' como en PEG5000 Pre, se inhibio el incremento del volumen del tumor en comparacion al
grupo control. En particular, PEG5000 Post probd tener un efecto supresor mayor del
crecimiento del volumen del tumor comparado con PEGEQ00 Pre.

como se muestra en la siguiente tabla. Como se puede apreciar €n dicha tabiacuando se usa
PEG5000 Post comparado a PEGS5000 Pre, se evidencia un efecto supresor mas alto del
crecimiento de tumor.

Tabla 1
T ]  Velocidad |
J . Peso del tumor {g) ;
Grupo | Dosis (mg/kg) _ } de g
‘ (promedio +/- 3.0} | }
i | inhibicién
Control ‘ ----------------- 0.78+-0.10 e ;
PEG5000 | 125 056+-012 | 27.8 7
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B
|

PEG5000

I_ Post

0.52+/-0.09 33.2 {

Como se puede apreciar, entre la formulacion de CPT-11 en la cual se modifica solo la
superficie exterior del liposoma con PEG (PEG5Q00 Post) y la formulacion de CPT-11 en la
cual se modifican ambas superficies interna y externa PEG (PEG5000 Pre), la formulacién
de CPT-11 en la cual se modifica solo la superficie exterior del liposoma con PEG (PEGS000

Post) demostrd tener un efecto supresor mayor del crecimiento del tumor.

Ademas, como se describid en la descripcion de la presente invencion, en el liposoma de
acuerdo a la presente solicitud en la cual no se modifica una fase acuosa interna de
superficie lateral de una capa interna del liposoma, la estabilidad de la membrana se puede

mantener incluso si el valor de pH de la fase acuosa interna es bajo.

Se examino la estabilidad de preservacidon de PEG-DSPE al usar PEG5000 Post y PEGS500C
Pre (remito al examinador al reporte de resultados experimentales). En particular. se
midieron tasas residuales de PEG-DSPE después que cada formulacién fuera almacenada
por 4 u 8 semanas a 25°C y tasas residuales de PEG-DSPE después de que cada
formulacion fuera almacenada por 2, 4 y 6 semanas a 40°C. Entre mayor sea la estabilidad

de preservacion de una formulacion, es mayor el tiempo de uso de la formuiacion.

El resultado de estabilidad de preservacion a 25°C mostrd que PEGS5000 Pre tiene 88% de
una tasa residual de PEG-DSPE después de 8 semanas mientras que PEG5000 Post tiene
mas de 95% de la tasa después de 8 semanas.

Adicionalmente, el resultado de estabilidad de preservacion a 40°C mostré que PEG5000
Pre tiene 70% de una tasa residual de PEG-DSPE después dz 8 semanas mieniras que

PEG5000 Post tiene mas de 85% de la tasa después de 6 semanas.

Como se describio arriba, entre la formulacion de CPT-11 en la cual solo se modifico ia
superficie exterior del liposoma con PEG (PEG5000 Post) y la formulacion de CPT-11 en la
cual se modificaron ambas superficies interna y externa del liposoma con PEG (PEG5000
Fre), se establecidé que la formulacion de CPT-11 en la cual scio se modificd la supetficie

externa de liposoma con PEG (PEG5000 Post) mostré mayor estabilidad de preservacion,
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Como se puede apreciar, ademas de los resultados de estos experimentos adicionales arriba
mencionados, la formulacion de liposoma de la presente inwvencion en la cual solo la
superficie exterior del liposoma contiene polimeros hidrofflicos permite una retencién_en

sangre del farmaco superior, comparado a la formulacion de liposoma que tiene polimeros

hidrofilicos en ambas superficie interna y externa del liposoma. Asimismo, la formulacién del

liposoma de la presente invencion tiene excelente estabilidad de preservacion con un_efecto

supresor superior del crecimiento del tumor, comparado a la formufacion de liposoma que

tiene polimeros hidrofilicos sobre ambas superficies interna y externa del liposoma.

Tal mejora en varias caracteristicas de la formulacion al tener un polimero hidrofilico solo

sobre 1a superficie exterior del liposoma no se encuentra descrito en D1 ni en DZ. Esto es, se

puede decir que estos efectos obtenidos son para un experio en la materia no predecibles.

Es asi como la formulacion de liposoma de la presente invencion provee ventajas que
incluyen un facil manejo de la formulacion en instalaciones médicas y capacidad de
almacenamiento de la formulacién por un periodo prolongacs de tiempo sin perder e!

elevado efecto antineoplasico de CPT-11.

Asimismo, la formulacién de CPT-11 de la presente invencion esta formada al incorporar una
alta concentracién de CPT-11 en una condicion estable dentro del liposoma sin perder su
excelente eficacia farmaceéutica, Por lo tanto, la formulacion de CPT-11 tiene la caracteristica
de reducir la cantidad de los componentes, ademas de los componentes medicos como

fosfolipidos, resultando en dafios menores sobre el arganismeo.

En este orden de ideas, y basado en tales efectos peculiares de la presente invencion, es
claro que la presente solicitud presenta actividad inventiva. Adicionalmente, los efectos tales
como un efecto farmacéutico persistente y un efecto secundario reducido que no pudiera
obtenerse por formulaciones convencionales se obtienen por la formulacion de liposoma de
la presente solicitud, y el valor comercial del mismo puede ser extremadamente alto.
Ademas, como se puede ver de tales puntos, se revela que la formulacién de liposoma de la
presente invencion tiene efectos extremadamente superiores gue los descritos en el arte

previo.

En consecuencia, solicito a su Despacho conceder el priviiagio de patente a la presente
invencion toda vez que la misma cumple con las disposiciones dei articulo 18 de la Decisién
436,

/
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Anexos

» Formulario de modificaciones
» Nuevo capitulo reivindicatorio
» Tabla 9 de la descripcion maodificada
» Reporte de resuitados experimentales

» Recibos de pago
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REIVINDICACIONES

1. Una formuiacion de irinotecan caracterizada porque incluye un liposoma
formado por una bicapa de lipidos que contiene un fosfolipido como componente principal
de la membrana, en donde s6lo la superficie exterior del liposoma estad modificado con un
agente modificador de superficie que contiene un polimero hidrofilico, en la que &
irinotecan yfo una sal del mismo estan encapsulados en una concentracion de por lo
menos 0.1 mol/mol (mol de farmaco/mol de lipido total de la membrana) por un gradiente

ibnico comprendido entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa del lipasoma.

2. La formulacion de irinotecan de conformidad con fa reivindicacion 1,

caracterizada porque el gradiente idnico es un gradiente de concentracion de protones,

que tiene un gradiente de pH en el que el valor de pM de la fase acuosa interna es inferior

al valor de pH de la fase acuosa externa.

3. La formulacidén de irinotecan de conformidad cori la reivindicacion 2,
caracterizada porque el gradiente de pH se forma mediante un gradisnte de concentracion
de i6n amonio y/o un gradiente de concentracidén de un compuesio orgénico que tiene un

grupo amino capaz de ser protonado.

4. La formulacion de irinotecan de conformidac con cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porgue el liposoma contiene adicionalmente un lipido

distinto del fosfolipido y/o un agente modificador de superficie.

5. La formulacién de irinotecan de conformidas con la reivindicasion 4,
caracterizada ademas porque comprende un compuesto gue tiers un grupo funcional

basico como agente modificador de superficie.

6. Una composicion farmacéutica caractasrizada pordue comprende la

formulacion de irinotecan de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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Tabla 9
Composicion de la Concentracién de Lipido Concentracion de | Cantidad de | Tamafo de
Resina de carga Agente Agente con Particula
(relacién molar) respecto a la
cantidad total
de lipido
N Lipido PEG- Fosfolipido Cantidad mg/mL Agente nm
DSPE (HSPC) total de lipido (mol)/Cantidad
HSPC: mg/mL mM total de lipido
Chol (mol)
Equipo  de 54:46 0.75 20 47 4.92 0.16 97.2
Preparacion
Ejempio 11

D



Experimentos.

Experimentador.
Yoko TERAJIMA

Fecha y lugar de experimentacion.

Fecha: julio 28, 2008-octubre 22, 2008.

Lugar: c/o Terumo Kabushiki Kaisha, Centro de investigacion y desarrollo, 1500. Inokuchi,
Nakai-machi, Ashigarakami-gun, Kanagawa 259-0151, Japén.

Reporte de resultados experimentales 1.

1)

Objetivo

Se preparard un liposoma de CPT-11 encapsulado que tiene cadenas PEG en ambas
superficies interna y externa del liposoma y un liposoma de CPT-11 encapsulado que
tiene cadenas PEG solo en una superficie exterior del liposoma.

2)

a)

Materiales y método.

Materiales

HSPC: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada (fabricado por Lipoid, SPC3)

Chol: Colesterol (fabricado por Dishman)

PEG5000-DSPE: polietilenglicol  (peso  molecular:  5000)-fosfatidiletanolamina
(fabricado por NOF Corporation)

CPT-11: Clorhidrato de irinotecan.

2. Preparacion del liposoma de CPT-11 encapsulado que tiene cadenas de PEG en
ambas superficies interna y externa del liposoma (liposoma de CPT-11 PEG5000 Pre)

a)

b)

d)

Se calentaron 7.06g de HSPC, 2.94 g de colesterol y 1.51 g de PEG5000-DSPE
en un termostato a 72°C, después se adicionaron 30mL de etanol dihidratado para
disolver cada compuesto. Al mismo tiempo, se prepararon 250mM de una solucién
de sulfato de amonio como una solucion de fase acuosa interna, y 90mL de Ia
solucién se claentaron en un termostato a 72°C.

después de verificar la disolucién completa del lipido, se mezclé la solucién en la
cual el lipido fue disuelto y la solucion para la fase acuosa interna, y
continuamente calentadas en un termostato a 72°C por 10 minutos o mas para
obtener una dispersion de lipido.

Entonces, se controld un tamafio de particula de la dispersion de lipido obtenido
usando un extrusor T100. en un paso de control de tamafio de particula, una
muestra fue primeramente pasada a través de 0.20m de dos filtros apilados tres
veces. Después de esto, se controld el tamano de particula de la muestra al pasar
adicionalmente a través filtros de 0.1um hasta que el tamafio de particula de la
muestra llegara aproximadamente a 100nm, para asi obtener un liposoma
extruido.

Los pasos i) a iii) se repitieron cinco veces y se mezclaron todos los liposomas
obtenidos después de 5 veces, obteniendo asi liposoma Polietilenglicolizado

La solucion de fase acuosa externa del liposoma Polietilenglicolizado obtenido fue
sustituido con una solucién 10mM de histidina/10% sucrosa (pH de 6.5) usando
flujo cruzado para obtener un liposoma difiltrado.

Se midié una concentracidén total de lipido del liposoma difiltrado obtenido
Después, se adiciond el liposoma difitrado previamente calentado en un
termostato a 50°C, y una solucion acuosa conteniendo CPT-11 calentada en un
termostato a 50°C al liposoma de manera que la relacion (relacion de peso) de
CPT-11 a lipidos totales es 0.18. Después la adicion, la solucidon mezclada se
calenté continuamente en un termostato a 50°C por 20 minutos para obtener un
liposoma de carga de farmaco.
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g) Se realizé la remocion de los farmacos no encapsulados del liposoma cargado con

farmaco usando flujo cruzado. Una solucién 10mM de histidina/sucrosa 10% (pH
de 6.5.) se adiciond a la solucion muestra de manera que la concentracién de
CPT-11 fue 5mg/mL. Después, el liposoma se setrilizd a través de filtros 0.2um,
para asi obtener la formulacion final (liposoma de CPT-11 PEG5000 Pre).

Las caracteristicas del liposoma preparado se muestran en la tabla 1.

Tabla 1
Liposoma de CTP-11 PEG5000 Pre
Lipido PEG PEG5000-DSPE
tamafio de particula 102nm R
contenido de CPT-11 5.03mg/mL
CPT-11 no encapsulado 0.01mg/mL
| _ Lipidos
HSPC : Colesterol 54:46 (relacidon molar
Contenido de modificacion de
L_ PEG 1.48 % en mol
Relacion de farmaco/lipido 0.19

3. Preparacion del liposoma de CPT-11 encapsulado que tiene cadenas de PEG solo
en la superficie externa del liposoma (liposoma de CPT-11 PEG5000 Post)

a)

d)

21.17 g de HSP y 8.83 g de colesterol se calentaron en un termostato a 72°C,
después se adicionaron 30mL de etanol dihidratado para disolver cada compuesto.
Al mismo tiempo, 250mM de una solucién de sulfato de amonio se preparé como
una solucién de fase acuosa interna, y 270mL de la solucion se calentaron en un
termostato a 72°C.

después de verificar la disolucidon completa del lipido, la solucidn en la cual el lipido
fue disuelto y la soluciéon para la fase acuosa interna se mezclaron, y se
calentaron continuamente en un termostato a 72°C por 10 minutos o mas para
obtener una dispersion de lipido.

Entonces, se controlé un tamafio de particula de la dispersiéon de lipido obtenido
usando un extrusor T100. En un paso de control de tamafio de particula, se paso
una primera muestra a través de dos filtros 0.2um apilados tres veces. Después de
esto, el tamarfio de particula de la muestra se controld al pasar adicionalmente a
traves filtros 0.1pm hasta que el tamafo de particula de la muestra fuera de
aproximadamente 100nm, para asi obtener un liposoma extruido.

Se pesaron 2.26g de PEG5000-DSPE y se adicionaron a 60mL de agua. La
solucién se calento para preparar una solucién de PEG en la cual se disolvié el
PEG5000-DSPE. Se calentd la solucion de PEG en un termostato a 65°C y se
mezcld con el liposoma extruido. Después de un calentamiento adicional de la
mezcla obtenida por 30 minutos se pudo obtener un liposoma Polietilenglicolizado.

La solucidn de fase acuosa externa del liposoma Polietilenglicolizado obtenido fse
sustituyé con una solucion 10mM de histidina/10% sucrosa (pH de 6.5) usando
flujo cruzado para obtener el liposoma difiltrado.

Se midid una concentracion total de lipido del liposoma difiltrado obtenido.
Después, el liposoma difiltrado previamente calentado en un termostato a 50°C, y
una solucion acuosa conteniendo CPT-11 que fue calentada en un termostato a
50°C se adicionaron al liposoma de manera que la relacion (relaciéon de peso) de
CPT-11 a lipidos totales es 0.18. Después la adicion, la solucién mezclada se
calenté continuamente en un termostato a 50°C por 20 minutos para obtener un
liposoma cargado de farmaco.
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g) Se realizd la remocion de los farmacos no encapsulados del liposoma cargado de
farmaco usando flujo cruzado. Una solucion 10mM de histidina/sucrosa 10% (pH
de 6.5.) se adicioné a la solucidon muestra de manera que la concentracion de
CPT-11 fue 5mg/mL. Después, el liposoma se esterilizd a través de filtros 0.2um,
para asi obtener la formulacion final (liposoma de CPT-11 PEG5000 Post).

Las caracteristicas del liposoma preparado se muestran a continuacioén en la tabla 2.

Tabla 2
Liposoma de CTP-11 PEG5000 Post
Lipido PEG PEG5000-DSPE
tamano de particula 114nm
contenido de CPT-11 5.08mg/mL
CPT-11 no encapsulado 0.01mg/mL
Lipidos
HSPC : Colesterol 54:46 (relacion molar
Contenido de modificacién de PEG 0.75 % en mol
Relacién de farmaco/lipido 0.18

Reporte de resultados experimentales 2.

1) Objetivo

Se examino la estabilidad de preservacion del PEG-DSPE usando formulaciones de
liposoma encapsulado de CPT-11 (liposoma de CPT-11 PEG5000 Pre, liposoma de CPT-
11 PEG5000 Post)

2) Materiales y método.

a) Prueba de farmaco

a. El liposoma de CPT-11 PEG5000 pre (de aqui en adelante referido como
PEG5000 Pre)

b. El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqui en adelante referido como
PEG5000 Post)

Un método de preparacion para cada prueba de farmaco se describid previamente en
el Reporte de resultados experimentales 1.

b) Método de ensayo

PEG5000 Pre y PEG5000 Post se almacenaron a 40°C para medir la velocidad
residual del PEG5000-DSPE después de 2, 4 y 6 semanas.

Ademas, se almacenaron PEG5000 Pre y PEG5000 Post a 25°C para medir la
velocidad residual del PEG5000-DSPE después de 4 u 8 semanas.

Se separd una parte de cada muestra y se precalentd, después se midio la velocidad
residual del PEG-DSPE bajo las siguientes condiciones con HPLC.

Detector: un detector diferencial de indice de refraccion.,

Precolumna: una tuberia de acero inoxidable de 4.6 mm de diametro interno y 5 mm
de longitud que se llené con 5um de silica gel fenilada por un cromatografo de liquidos
(GL Sciences Inc.: GL cart (Intertsil Ph.))

Columna: una tuberia de acero inoxidable de 4.6 mm de diametro interno y 25 cm de
longitud fue llenada con 5um de silica gel fenilada por un cromatografo de liquidos (GL
Sciences Inc.: Intertsil Ph.)

Temperatura de la columna: aproximadamente 50°C



Fase mdévil: 500mL de etanol para un cromatégrafo de liquidos y 100ml. de metanal
para un cromatégrafo de liquidos fueron adicionados en 260mL de una solucién
amortiguadora de acetato con pH de 4.5

Velocidad de flujo: Un tiempo de retencidn del colesterol fue ajustado a
aproximadamente 17 minutos.

3) Resultado experimental

La figura 1 muestra un resultado experimental de estabilidad de preservacién del
PEG-DSPE a 25°C y Ia figura 2 muestra la estabilidad de preservacion del PEG-DSPE
a 40°C.

Figure 1 . preservation stability of PEG-DSPE at
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Figura 1
« Figura 1: Estabilidad de preservacion de PEG-DSPE a 25°C
* Relacion residual del lipido de PEG (%)
« Tiempo transcurrido (0, 4 y 8 semanas)

Figura 2
e Figura 2: Estabilidad de preservacion de PEG-DSPE a 40°C
« Relacién residual del lipido de PEG (%)
¢ Tiempo transcurrido (0, 2, 4 y 6 semanas)

Como se puede apreciar en las figuras 1y 2, se pudo obtener una gran diferencia en
la estabilidad de preservacion entre PEG5000 pre y PEG5000 post.

En particular, en un ensayo de estabilidad de preservacion del PEG-DSPE a 25°C
como se muestra en la figura 1, la velocidad residual de PEG-DSPE en el PEG5000
post después de 8 semanas fue de 95% o mas.



Por otro lado, la velocidad residual de PEG-DSPE en PEGS5000 Pre disminuyo en
aproximadamente un 88% después de 8 semanas.

En un ensayo de estabilidad de preservaciéon de PEG-DSPE a 40°C como se muestra
en la figura 2, la diferencia del mismo se encontrd mas prominente. La velocidad
residual de PEG-DSPE en PEG5000 pre disminuyd en aproximadamente 70%
después de 8 semanas mientras que PEG5000 Post mostré un 85% o mas de la tasa
residual después de 6 semanas.

4) Conclusion

PEG5000 Post con cadenas de PEG solo sobre la superficie exterior del liposoma
tiene una estabilidad de preservacién superior comparada con PEG500 Pre con
cadenas de PEG en ambas superficies interna y externa del liposoma. Los resultados
indican que el PEGS000 post es mas facil de manejar como una formulacién que el
PEGS5000 Pre y tiene un tiempo mas largo para ser utilizado como formulacion.
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Experimento

[Experimentador]
Akinobu KURITA

Fecha y lugar de experimentacion.

Fecha: agosto 26, 2008-octubre 15, 2008.

Lugar: c/o Kabushiki Kaisha Yakult Honsha, Yakuit Central, Instituto para investigaciones
microbiologicas, 1796. Yaho, Kunitachi-shi, Tokio 186-8650 Japon.

Reporte de resultados experimentales 3.

1) Objetivo

Experimentos de farmacocinética fueron realizados mediante el empleo de
formulaciones de liposoma encapsulado de CPT-11 (liposoma de CPT-11 PEG5000
pre, liposoma de CPT-11 PEG5000 Post) para comparar las concentraciones totales
de CPT-11 de ambas formulaciones.

2) Materiales y metodo
1. Prueba de farmaco

a. El liposoma de CPT-11 PEG5000 pre (de aqui en adelante referido como PEG5000
pre)

b. El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqui en adelante referido como
PEG5000post)

Un método de preparacion para cada prueba de farmaco se describié previamente en
el Reporte de resultados experimentales 1.

2. Animal

Se compraron ratas (Crl;CD (SD), machos, de 7 semanas de edad) como animales de
prueba de Charles River Japan, Inc.

3. Método

Cada formulaciéon de liposoma encapsulado de CPT-11 se administrdé de manera
intravenosa en las venas de la cola de la rata (Crl:CD (SD), machos, de 7 semanas de
edad) como animales de prueba de Charles River Japan, Inc.) como una dosis de
10mg/kg o 30mg/kg equivalente de CPT-11. En 1, 2, 4, 8, 24, 48 y 72 horas después
de la administracion, se recolactaron 0.3mL de sangre de la vena cervical, y se
obtuvieron 0.1mL de plasma sanguinec mediante separacion centrifuga, para ser
diluida con 0.4mlL de una solucion de H;PO, 0.15M. Después de proveer 0.1mL del
plasma sanguineo diluido con 0.4mL de metanol y posterior agitacion, la solucion
resultante fue tratada en una centrifuga (15,000 rpm, 3 minutos, 0°C). 0.1mL del
sobrenadado se diluyé con 0.4mL de una solucién interna estandar (lug de
captotecina / mL de H;PQ, 0.15M), para asi obtener una muestra para la medicion de
la concentracion total de CPT-11.

Adicionalmente, n es 3 cuando la dosis de CPT-11 es de 10mg/kg, mientrasnes 605
en el caso de 30mg/kg.

3) Resultado experimental.

Resultado de la medicidn de la concentracion total. Los resultados obtenidos se
muestran en las figuras 1y 2 siguientes.
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Figura 1

Figure 1:total CPT-11 (10mg/kg)
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Figura 2

* Figura 2: concentracién total de CPT-11 (30mg/kg)
¢ Concentracion en plasma (ug/mL)
« Tiempo después de la administracién (h)

A partir de las figuras 1y 2, se puede apreciar que la concentracion total de CPT-11
despues de administrar PEG5000 post fue mayor que después de administrar
PEGS5000 pre en ambos casos de 10mg/kg y 30mg/kg de dosis. Esto es, comparado
con PEGS5000 Pre, PEGS5000 Post mostré un tiempo de retencion prolongado mas
prominente de CPT-11 en la sangre.

2.) Varios parametros farmacocinéticos

Se calculd un analisis de pardmetros farmacocinéticos en un grupo de tratamiento con
30mg/kg de dosis mostrado en la figura 2 usando WinNonlin (Pharsigth Inc.). En un
andlisis estadistico de PEG5000 Pre, n fue 6 mientras que n fue 5 en un analisis
estadistico de PEG5000 Post. Los resultados se muestran abajo. Se realizé un
analisis estadistico empleando pruebas t de student. Se determino que en el caso de

P<0.05, hay una diferencia significativa entre el caso de PEG5000 Post y PEG5000
Pre.



Tabla 1

PEG5000 Post Prueba t de

Parametro PEGS5000 Pre (n=6) (n=5) student (P)
AUCO0-72 (ug*h/ml) 7607+/- 586 9102+/- 813 0.0052
AUCO-inf (ug*h/mL) 7609+/- 586 9111+/- 817 0.0062
MRT0-72 (h) 7.563+/-0.83 9.82+/-0.54 0.0005
MRTQ-inf (h) 7.54+/-0.83 9.90+/-0.56 0.0004
T1/2 (h) 5.74+/- 0.32 7.19+4/- 0.53 0.0003
CL tot (L/h/kg) 0.00396+/- 0.0033 | 0.00331+/-0.00030 0.0076

AUCO-t: area bajo la curva concentracion plasma- tiempo hasta un tiempo t después
de la administracion.

AUCO-inf: area bajo la curva concentracion plasma- tiempo hasta un tiempo infinito
después de la administracion.

MRTO-t: tiempo de retencion promedio hasta el tiempo t después de la administracion.
MRTO-inf: tiempo de retencién promedio hasta el tiempo infinito después de la
administracion.

T1/2; vida media.

CLtot: depuracién total.

En una comparacién entre PEG5000 Pre y PEG5000 Post mostrada en la tabla 1, se
confirmoé que PEG5000 Post permitié significativamente que CPT-11 desapareciera
mas lentamente (valores altos de MRT y T1/2) y mantenerse en una alta
concentracion por un largo periodo de tiempo.

4) Conclusion

Como se describio arriba, cuando se usa PEG5000 Post con cadenas de PEG solo
sobre una superficie exterior del liposoma, CTP-11 puede permanecer en [a sangre en
una elevada concentraciéon por un largo periodo de tiempo, comparado al usar
PEG5000 Pre con cadenas de PEG en ambas superficies interna y externa del
liposoma.

Reporte de resultados experimentales 4.

1) Objetivo

Se realizaron experimentos in vitro de liberacidon de plasma sanguineo de ratas
usando formulaciones de liposoma encapsulado de CPT-11 (liposoma de CPT-11
PEGS5000 pre, liposoma de CPT-11 PEG5000 Post).

2) Materiales y método
1. Prueba de farmaco

a) El liposoma de CPT-11 PEG5000 pre (de aqui en adelante referido como PEG5000
Pre)

b) El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqui en adelante referido como
PEG5000Post)

Un método de preparacion para cada prueba de farmaco se describié previamente en
el Reporte de resultados experimentales 1.

2. Método de ensayo

Se realizo una laparotomia a una rata (Crl:CD(SD), macho, ratas de 8 semanas de
vida) bajo anestesia nembutal para recoleccion de sangre desde una aorta abdominal
de la rata. Después de agregar 0.2mL de heparina a la sangre recolectada y agitar
ligeramente, la solucién resultante se traté en una centrifuga (3,000 rpm, 15 minutos,
4°C), para asi obtener un sobrenadado (piasma).



El plasma sanguineo obtenido se almacené en congelacion a -20°C, y descongelado
sobre hielo antes de ser empleado. Después, se precalentaron 0.5mL del plasma
sanguineo descongelado a 37°C por 5 minutos, 5uL de una formulacion de liposoma
encapsulado de CPT-11 (PEG5000 Pre o PEG5000 Post) se adicionaron al mismo
para empezar la reaccién.

En 0, 1, 2 y 4 horas despues de ta adicién de la formulacion, se muestrearon 0.1mL de
la formulacién acondicionada con plasma y se diluyeron con 0.4mL de una solucién de
H3;PO,4 0.15M. Después de diluir 0.1mL del plasma sanguineo diluido con 0.4mL de
metanol, la solucién resultante se tratdé en una centrifuga (1,500 rpm, 3 minutos, 0°C).
0.1mL del sobrenadante obtenido se diluyeron con 0.4mL de una solucion interna
estandar (captotecina 1ug/mL de una solucién de H;PO,4 0.15M), para asi obtener una
muestra para medirle la concentracion total de CPT-11.

Mientras tanto, 0.2mL del plasma sanguineo diluido fueron sometidos a una
separacion centrifuga (100,000 x g, 30 minutos, 10°C). 0.05mL. obtenido en la capa
superior se diluyeron con 0.2mL de una solucion de H;PO, 0.15M y 0.25mL de una
solucién estandar interna, para asi obtener una muestra para medir la concentracion
de liberacién de liposoma de CPT-11 y SN38.

Entonces, se midié cada concentracion de CPT-11 total, liposoma de CPT-11 liberado
y SN38 mediante HPLC usando un detector de fluorescencia. La concentracion de
liposoma de CPT-11 liberado se calculé restando la concentracion del liposoma de
CPT-11 liberado de la concentracién de liposoma de CPT-11 total.

El numero de n usado en estos experimentos de liberacion fue 3.

3) Resultados experimentales

De la figura 3 mostrada abajo, se aprecia un resultado experimental de PEG5000 Pre

y en la figura 4 se muestra el resultado de PEG5000 Post. La relacioén (%) sobre el eje
vertical en la figura 3 y 4 muestra el % en mol de cada sustancia.

Figure 3 : PEG5000 Pre
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Figure 4 : PEG5000 Post
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Figura 4
s Figura 4: PEG5000 Post
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En comparacién entre las figuras 3 y 4, PEG5000 Post permitié una mayor cantidad de
liposoma de CPT-11 encerrada en 1y 2 horas despues de iniciada la reaccién. Estos
resultados indican que PEG5000 Post libera el CPT-11 en el plasma sanguineo de
una rata mas lentamente en comparacion al PEG5000 Pre. Esto es, se comprobd que
el PEG5000 Post permitié administrar de manera estable una cantidad determinada de
CPT-11 por un periodo prolongado de tiempo, comparado con PEG5000 Pre.

4) Conclusion

Se comprobé que el PEG5000 Post que tiene cadenas de PEG solo en la superficie
exterior del liposoma mostré una liberacién mas ienta de CPT-11 y pudo administrarse
establemente, comparado al PEG5000 Pre con cadenas de PEG en ambas superficies
interna y externa del liposoma.



Experimento

[Experimentador]
Takeshi MATSUZAKI

Fecha y lugar de experimentacion.

Fecha: agosto 19, 2008-septiembre 17, 2008.

l.ugar: c/o Kabushiki Kaisha Yakult Honsha, Yakult Central, Instituto para investigaciones
microbiologicas, 1796. Yaho, Kunitachi-shi, Tokio 186-8650 Japon.

Reporte de resultados experimentales 5.

1) Objetivo

Efectos antitumorales in vivo de formulaciones de liposoma encapsulado de CPT-11
(liposoma de CPT-11 PEGS5000 pre, liposoma de CPT-11 PEGS5000 Post) se
compararon usando ratones desnudos a los cuales se les implanté subcutaneamente
células de cancer de colon humano (HT-29).

2) Materiales y método
1. Prueba de farmaco

a) El liposoma de CPT-11 PEG5000 pre (de aqui en adelante referido como PEG5000
Pre)
b) El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqui en adelante referido como

PEG5000 Post)

Se diluyeron pruebas de farmaco con una solucion salina fisiolégica (Fuso
Pharmaceutical Industries, Ltd, Lot No. 80515C) para realizar los experimentos.

Un método de preparacién para cada prueba de farmaco se describe previamente en
el Reporte de resultados experimentales 1.

2. Animal

Se compré un grupo de 10 ratones (BALB/c ratones desnudos (CAnNCg-
FoxnI™/CrlICrlj, macho, 5 semanas de edad, Charles River Japan, Inc.))

3) Células de tumor

Se compraron c¢élulas de cancer de colon humano (HT-29) de American Type Culture
Collection (ATC) y se implantaron subcutaneamente bajo condiciones de 5% de CO,
y 37°C usando Medio de aguila modificado de Dubelcco (DMEM médium) (10%
FBS/DMEM) que contiene 10% de suero bovino fetal (FBS), 100U/mL de penicilina y
100 pug/mL de estreptomicina.

4) Implementacion y determinacion de un ensayo de efecto antitumoral.

2x10° células/ 0.1mL / células de ratén (HT-29) se impplantaron subcutaneamente en
la region inguinal izquierda de un raton desnudo mediante una jeringa de vidrio y una
aguja de inyeccién. se separd el grupo de manera que se establecio el dia 0
como el dia en el cual el volumen de un tumor supuesto calculado por Y4.ab” (a
representa un diametro longitudinal de un tumor y b representa un diametro de
eje corto del mismo) llegd alrededor de 100mm®. En el dia 1, se administré una
prueba de farmaco (PEGS5000 pre o PEGS5000 post) (12. 5 mg/kg/por dosis)
intravenosamente. Una solucion salina fisiolégica empleada como solvente se
administré a un grupo de control. Después se extrajeron los tumores y midiendo el
peso de los mismos en el dia 21, se calculo |a velocidad de inhibicidon del crecimiento
del tumor I. R. (%)por la siguiente férmula para determinar un efecto principal. El
volumen del supuesto tumor se midié secundariamente para realizar una comparacion
total.

I.R. (%) = (1-peso promedio del tumor en un grupo de tratamiento/peso promedio del
tumor en un grupo de control) * 100.



(3) Resultados experimentales

1. Cambio del volumen del supuesto tumor en un ratén portando un tumor HT-29

debido a la administracion de cada prueba de farmaco.

Como se muestra en la figura 1, el volumen del supuesto tumor se ha incrementado
tiempo después de implantar un tumor en un grupo de control, en el sistema de
prueba. Al contrario, en ambos grupos de prueba, el crecimiento del tumor fue
suprimido comparado con el grupo de control. En particular, PEG5000 Post que tiene
cadenas PEG solo en la superficie exterior del liposoma demostrd tener efectos
supresivos superiores del crecimiento del tumor comparado con PEG5000 Pre.

| Figure 1: change of presumptive tumor volume with time
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2. Efectos supresor del crecimiento del tumor debido a la administracidon de cada
prueba de farmaco.

En el dia 21, se determino finalmente un efecto supresivo del crecimiento del tumor
fue finalmente (Tabla 1)

Como se muestra en la tabla 1, comparando tanto PEG5000 Pre como PEGS5000 Post
con el grupo de control, se encontrd un valor menor significativo del peso del tumor.
En comparacion entre PEG5000 Pre y PEG5000 Post, PEG5000 Post demostré una
mayor velocidad de inhibicién del crecimiento del tumor.

Tabla 1
Velocidad
. Peso del tumor (g)
Grupo Dosis (mg/kg) (promedio +/- $.D.) inhigﬁ: "
L I D — R R —
PEG5000
Pre 12.5 0.56+/-0.12 27.8
PEG5000
Post 12.5 0.52+/-0.09 332

5) Conclusion

Se compararon los efectos antitumorales de formulaciones de liposoma encapsulado
de CPT-11. Como resultado, en las dosis examinadas en esta ocasion, se comprobd
que PEG5000 post con cadenas PEG solo sobre la superficie exterior del liposoma
mostro una velocidad de inhibicién de crecimiento del tumor mayor que la PEG5000
pre con cadenas de PEG sobre ambas superficies interna y externa del liposoma.
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1
LIPOSOMES

This application is a continuation of application Ser. No,
08/001,900, filed Jan. 7, 1993, now abandoned, which is a
continuation of application Ser. No. 07/678,955, filed Apr.
19, 1991, now abandoned.

The present Invention relates to liposomes bearing poly-
cthylene glycol (PEG) moicties covalenily linked to the
external surface.

: any ways have been sought to prolong the half life of
liposomes in the circulation. Methods have included incor-
poration of ganghosides in the lipid bilayer, as described by
Allen, I M., et al, Biochim. Biophys. Acta 818: 205-210, and
coating the liposomal surface with molecules such as
glycosides, as described by Ghosh, P. and Bachawat, B. K.
Biochini. Biophys. Acta. 632: 562-572, and poloxamers, as
deseribed by Senior J. CRC Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carriers 3: 123-193 (1987).

There is however, a need for a technique which increases
the swiface hydrophilicity of liposomes (whether these are

small unilamellar vesicles or multilamellar vesicles or large,
unilamellar vesicles of defined size) while quantitatively .

retaining aqueous solutes, without crosslinking the vesicles
and without conferring on the vesicle a net charge.

A particular problem arises in the use of liposomes to
modify the circulation lifetime characteristics of magnetic
resonance imaging agents such as Gd-DTPA described by
Unger et al., Radiology, 171 81-85 (1989) and Tilcock et al,,
Radiology, 171: 77-80 (1989). I'or use as a perfusion agent
it would be desirable to increase the circulation lifetime of
iposomal Gd-DTPA.

Once administered iv., the liposomes are subject to

numerous interactions with plasma proteins (eg. HIDL) and
tlie Reticulo-cndothelial system (RES) which result in desta-
bilisation and clearance of the vesicles trom the circulation.
Methods that have been employed to date to improve vesicle
stability in the circulation have been to incorporate sterols
such as cholesterol or glycolipids within the lipid composi-
tion of the vesicles. The drawback to both approaches is that
it has been shown that the sterol or other high phase
transition lipid decreases the permeability of the vesicle
membrage to water and so results in a decreased relaxivity
for the entrapped Gd-DTPA, thereby decreasing its effec-
tiveness as a contrast agent.

We have surprisingly discovered that the covalent hnl\- '

age of PEG to the external surface of liposomes can extend
the circulation life-time of the liposomes without disrupting
the lipid bi-layer.

The present invention therefore provides liposomes hav-
ing covalently bound PEG moieties on the external surface.

Preferably the PEG moieties are linked to amino groups
in the hcad aroup of al least onme phosphoh;
form mg the liposome. Suitable phosholipids havmg amino
_groupi ig Iﬁe*hnd‘group p includ _p_hosphaudylcthanoldmmc

(PE) and phosphatidyl serine (;PS)

Xh’p d or phospholipid mixture, of which a great many are
’\;:rcady known in the literature, provided that at least one of

he phospholipid species has a suitable head group for
inding PEG. The space within the lipusomes may contain
any conventional aqueous phase and the liposomes may be
presented as an agueous suspension or as any other conven-
tional formulation, for instance as pharmaceutical formula-
tions also comprising a pharmaceutically acceptable carrier
or diluent, for instance as formulations for intravenous
administration. Preferred carriers include sterile water for
injection with optional acoessory ingredients such as buffers,
preservatives, antioxidants and isotonic salts.

The liposomes may be tormed ot any suitable phosphao-
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Preferably the liposomes are large unilamellar vesicles
prepared. by extrusion (LUVettes), more preferably lipid
bilayers consist of a 7:3 to 5:5 molar ratio of dioeylphos-
phatidy! choline and dioleylphosphatidyl ethanolamine and
most preferably the liposomes contain aqueous Gd-DTPA.

The invention further provides a process comprising

treating liposomes with a reactive derivative of polyethylene
glycol, preferably 2,2,2-triflucroethanesulphonyl (tresyl)

monomethoxy PEG. Trcsyl monomcthoxy PEG (TMPEG)

and its production is described in our co-pending Brltlﬁh
application no. 8824591.5.

“Prefcrably the reaction between the reactive PEG deriva-
tive and the liposomes is conducted in aqueous solution at
ambient or physiological temperatures. The reaction occurs
at near ncutral pH, for instance in physiological buffer but is
faster and more extensive at pHS-10. By controlling the
ratio of reactive PEG derivative to liposomes, the number of
PEG ‘mioieties linked to the hposomes may be controlled.

Poly(ethylene glycol) (PEG) is a linear, waler-soluble’

é/z( Lo

polymer of ethylene oxide repeating units with two terminal 3 Q

hydroxyl groups:
" HO(CH,CH,0),CH,CH.OH

PEG’s are classificd by their molecular weights, thus PEG
6000, for example, has a molecular weight of about 6000
and n is approximately 135.

PEG’s can be covalently linked to proteins by a variety of
chemical methods. We have used tresyl chloride (2,2,2-
trilluoroethane sulphonyl chloride) to activate the single free
hydroxyl group of monomethoxy PEG 5000 (MPEG) but
other tresyl halides and other reactive derivatives of MPEG
may be used. By having the other hydroxyl group of PEG
“blocked” as the unreactive methyl ether, the possibility of
produung PEG activated at both ends, which would give

s rise to cross-linked lipids in the coupling stage, is avoided.

The phospholipids phasphatidylethanolamine (PE) and

phoc;phaudyl serine (PS) have a free amino group in the

‘polar head group, In aqueous solutions phosphOlipids Show

Tyotropic mesomarptusm most phospholipids adopt closed
vesicle structures comprising lipid bilayers (liposomes). PE
on. its own adopts the I{,, phase, but in mixtures with
phosphatidylcholine (PC) adopts bilayer organizations. We
have prepared liposomes from PE/PC mixtures to provide
lipid vesicles with the amino groups of PE exposed at both
the outer andinner surface. Only the outer PE molecules are
accessible to. the tresyl-PEG, so the modification is asyni-
meteic.

" ... ’The amount of PEG linked to the liposome surface can be

controlled by varying the lipid composition, the ratio of the
reactive derivative of polyethylglycol to the phospholipid
having an amino group-containing head group, the duration
of the reaction and the pH. The production process may be
optimised by systematic studies using, for instance, release
of entrapped dye as a marker for disruption of the integrity
of the lipid bilayer and by monitoring half-life of treated
liposomes in, for instance, the blood stream of mice follow-
Ing intravenous administration.

The major fate of untreate(‘i)@somcs injected in to the
circulation, regardless of size¥is uptake by the Kupfer cells
of the liver and by fixed macrophages in the spleen. Such
uptake by the reticulo-endothelial system (RES) limits the
applicability of liposomes in applications such as the for-
mation of reservoirs for the slow release of biologically
active molecules and for trcatment of tissues other than RES
tissues. Treatment of the liposomes according to the present
invention, in order to introduce PEG moieties on the external
surface surprisingly reduces the interaction between serum

—
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anr{ the liposome and surprmmglv mcredscq the cm.ulatmn\/he vesicle surface makes them more “PEG-like” (increases

c-time followin
articularly preferred usc of Lhc PEG-bearing liposomes

of the present invention is in the delivery of MR imaging
agenls such as Gd:diethylenetriaminepentacedic acid che- s
late,

The invention further provides the use of liposomes
having PEG moieties bound to their external surtaccs in
therapeum and diagnostic methods practised on the human
or anjmal body, for instance as clcllvaMK MMIld
for contrast agents Tor. imaging.
THC Tnvention provides a therapeutic or diagnostic process
comprising intravenous administration of an effective, non
toxic amount of a PEG-bearing liposomes as hereinbefore
described containing a diagnostic or therapeutic agent 10 a 13
human or non-human animal in need thereof,

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The invention will now be illustrated by the figures of the
accompanying drawings which:

FIG. 1. shows a comparison of the clearance of PEGy-
lated SUV’s and unPEGylated SUVs from the circulation in
mice.

FIG. 1A $UVs of composition DSPCPL:Cholesterol 2
(molar ratio 0.4:0.1.5) either PEGylated ( ) or untreated ( )
were injected iv into mice (0.4 mg/25 g rnouse) Blood levels
of CT (dosexse, 5 animals) are shown; *H phospholipid
clearance was similar (not shown).

FIGS. 1B: and 1C: Identical conditions to FIG. LA exeept
that the SUV preparation had been centrifuged to 100,000 g
for 1 hr to remove larger vesicles and the injected dose was
0.8 mp/235 ¢ mouse. Both CF FIG. 1B clearance and H
phospholipid clearance FIG. 1C are shown for PEGylated ()
and unPEGvlated () vesicles.

The invention will now be illustrated by the fol]owmg
Examples: A

EXAMPLES 1-10
40
PREPARATION OF PEGYLATED TIPID
VESICLES
A. Preparation of Activated Tresyl-MPEG
Tresylated monomethoxy PEG (TMPEG) was obtained
by treating drv monomethoxy PEG 5000, which is available
from Union Carbide, in dichloromethane, with tresyl chlo-
ride (2,2,2-triflucroethane-sulphonyl chloride) which 15
available from Fluka, at room temperature, using pyridine as
a base catalyst. Dichloromethane was removed under
reduced pressure and the solid obtained dissolved in s
methangol-11CH mixture (0.3 ml cone HC per 1000 ml) and
roprecipitated at between =20 and 0V, The solid was isclated
by centrifugation, the process repeated until the sample was
free of pyridine (detected at 255 nm), and then the solid was
reprecipitated from methanol until acid free.
B. PEGylalion of Lipid Vesicle Surfaces
The resulting TMPEG was reacted with lipid vesicles at
room temperature in buffered solutions (see' below). The
MPL{ covalent attachment of the MPEG 1o the outer
surface of the vesicles was demonstrated by the alteration in e
the partitioning behaviour of the vesicles in aqueous two-
phase systems of PEG and dextran, by a method similar to
that of Tilcock et al., Biochim. Biophys. Acta 979:208-214
(1989). The composition of the phasc system was. adlustcd
o that the vesicles showed a low partition in the top
PEG-rich phase; vesicles were at the interface or in the
MPEG bottom dextran-rich phase. Attachment of MPEG to

45
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their wetting by the PEG-rich phasc) and they partition to the
top phase.

Example 1
i PEGylation of MLVs (Multilamellar Vesicles)

Multilamietlar vesicles containing 20% (w/w) egg phos-
hatidylethanolamine (EPE) and 80% (w/w) egg phosphau-

¢ dylcholiié (EPE) and #C EPC were prepared in 0.125M

NaCl contalning 0.05M sodium phosphate bufter, pH 7.5
(PBS) at ‘10 mg total Lipid/ml. 0.1 ml samples of vesicles
were incibated with solutions of TMPEG prepared in PBS
(final concentrations 0~170 mg/ml) for 2 hours at room
temperaturc. Samples were partitioned by adding samples
(0.05 ml) to a biphasic system (1 ml of top phase and 1 ml
of bottom phase of a phase system of 5% (w/w) PEG 6000
and 5% (w/w) Dextran T500 in 0.15M NaCl containing
0.01M sodium phosphate, pH 6.8, mixing the systerns and
measuring the radioactivity in samples taken from the mix-
ture immediately after mixing (total) and from the top and
bottom phases after phasc separation was completed (20
min).

The tesults in Table 1 show that exposurc of the liposome
to TMPEG increascs their partition into the PEG-rich top
phase. This indicates that PEG has become attached to the
liposome, presumably by the covalent attachment to the
amino group of the EPE.

TABLE 1

The effect of TMPEG on the partitioning behaviour of
) mmm umellar vesicles of BPE/EPC (2:8)

FlNAI TMPEG '

PARTTTION (%) n
-~ Top Phase  Interface Bottom Phase
94 =47 845 x4 6.4 2.4 Q
" 145 =54 BD2 £42 53x1.06 3
449 = 6.3 508 £ 6.3 4.3« 0.4 3
747 £ 9.5 201 105 52=14 3
963 £78 31348 4608 4
89,3 6.5 4.5 1
H9.8 5.1 6.1 1
170.00 K9.3 6.5 4.2 1

The presence of PE in the vesicle is required for TMPEG
to have aay cffect. When MLVs of 100% EPC were treated
with TMPEG for two hours and then partitioned in a 5%/5%
PEG 6000-Dextran T500 systems in 0.15M NaCl buffered
with 0.01M sodium phosphate, pH 6.8 there was no differ-
ence compared to MLVs treated with bufler (Table 2).

TABLE 2
Effect of TMPEG on eggPC Multilamellar vesicles
FINAL IMPEG PARTITION (%) n
| (mg/ml) Top Phase Interface Bottom Phase
V] 225 130 716 £ 12.0 59 1.0 5
28 25.8 £ 130 67.8 £14.0 6.4 2 1.0 5

T

The ’mwny of TMPEG declines on storage. Samples that
hﬁad ost their ability to PEGylate proteins were found to
h‘we 0o effcét on the. partitioning of liposomes containing

EPE. This observation, taken together with the inablity of
TMPEG to effect non-PE containing vesicles supports the
conclusion that TMPEG attaches to PE specifically, and that
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altered partitioning does mnot arise from adsorption of
TMPEG to vesicle surfaces.

Example 2

PEGylation of SUVs (Small Unilamellar Vesicles)

SUVs composed ol distearoylphosphatidylcholine
(DSPC), dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPE) and
cholesterol in molar ratio 0.8:0.2:1 were prepared by the
method of Senior et al., Biochim. Biopllyx Acra. 839 1-8
{1985), with tracer “H-DPPC (6xl()“ dpm per 30 mg
phospholipid): 25 mg DSPC, 5.5 mg DPPE and 15 mg
cholesterol were hydrated in 2 m! PBS (0.125M NaCl
buffered with 0.05M Naphosphate buffer, pH 8.5). To méa-

sure liposamal retention of water-soluble molecules duritig

the caupling reaction and subsequent procedures, Carboxy=
flucrescein was partially purified and entrapped a1 0.15M as
described by Senior et al., Biochim. Biophys. Acta 839; 1-8
(1985). 0.5 ml SUV were incubated with an equal volume of

TMPLG, prepared in PBS (0.125M NaCl buffered with 2

0.05M Naphosphate buffer, pH 8.5) at 125 mg/ml. for 2
hours at roorn temperature (Ratio of TMPEG to total DPPE
is 6.25). The vesicles were then separated from unreacted
TMPEG by gel filtration on Sepharose 4B-CL and parti-

tioned as in Example 1 in a phase system of 5% PEG 8000 -

(Union Carbide) and 5% Dextran T500 (Pharmacia) in
(.15M NaCl containing 0.01M sodium phosphate, pH 6.8.
The results in Table 3 show that exposure of the liposomes
o IMPLG increases their partition into the PEG-rich top
phase compared with vesicles treated only with buffer
(control). This suggests that PEF has been covalently linked
to the amina group of the NDPPE. PEGylation proceeded
without the loss of the entrapped CF.

TABLE 3

Phase Partitioning of PEGylated and ynPEGylated SUVs

VESICLES PARTITION® (%)

Plasa Top Phase Interfuce Bottom .
Untreated 1.4 £0.2 26.0 £ 5.0 \, 82.5 =281
TMPEG-treated 96.5 + 1.0 14+ 11 2104 [

mean =6

Example 3

‘The SUVs, as vsed in Example 2, were treated with
TMPEG (125 mg/ml) and their partitioning compared with
SUVs treated with MPEG (125 mg/ml) or buffer: the
TMPEG treated vesicles were completely (100%) parti-
tioaed into the top phasc, whereas the MPEG-treated
vesicles and buffer-treated vesicles showed no top phase
partitioning, and similar even distributions between the

interface and the bottom phase. This provides additional

support for the suggestion that TMPEG acts by covalent
attachment to the vesicle surface, and not by adsorption.

Example 4

PEGylation of LUVettes (Large Unilamellar
Vesicles Prepared by Extrusion) of Defined Size

LUVettes were prepared as described by Tileock et al.,
Diachin. Biophys. Acta 979:208-214 (1989).

LUVcttes of 100 nm diameter were prepared at a final
concentration of 10 mg/ml. Mixtures of dioleylphosphati-
dylcholine (DOPC) and dicleylphosphatidyl ethanolamine
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(DOPE) in chloroform at various molar ratios {total 20
mmoles) were combined with 2uC of *3H DPPC and the
solvent removed by evaporation under reduced pressurc
(0.1 mn Hg) for 2 hours. The lipid was dispersed by vortex
mixing at room temperature in 1.55 ml of 50 mM Hepes, 100
mM NaCl pH 7-9 to give a final Lipid concentration of 10
mg/ml. Large unilamellar vesicles were then produced by
repeated extrusion (10 times) of the lipid dispersion MLVs
through two stacked 100 nm polycarbonate filters using the
Extruder device (Lipex Biomembranes, Canada) by the
method of Hope et al., Biochim. Biophys. Acta 812 55-65
(1985). Diameters determined by QEL using & Nicomp
model 270 particle analyzer.

The vesicles were PEGylated by incubation th 40 ul of
buffer containing TMPEG at room temperature. At iniervals
20 ul samples were removed and partitioned in a phase
systen of 1.5 m! topphase and 1.5 ml botiom phase ofa3%

PEG' 8000 . (Unicn Carbide) and 5% Dexiran T500

(Phiarmacia) system prepared (0.15M NaCl buffered with
sodium phosphate pH 6.8 at room ternperature. Samples of
top and bottom phase were removed for counting 20 min
after the phase had been mixed and allowed to separate, This
phase system was selected so that the partitioning of the
untreated vesicles into the top phase was extremely low
(»5%); the majority of the vesicles were approximately
equally divided between the bottom phase and the bulk
intcrface.

Example 5

The time course and pH dependency of the PEGylation
reaction using a two-fold excess of TMPEG o the DOPE
present at the outer surface of LU Vettes are used in Example

" 4. At pH 8-9 incubation with TMPEG rapidly caused a time

dependent transfer of vesicles to the top phase. At pH 7.5 the
reaction was considerably slower and at pH 7.0 therc was
virtually no' transfer to the top phase. In a scparate experi-
ment in which the bottom phase and interface partitioning
was also measured it is scen that at pH 7.2, although top
phase partitioning does not alter there was decrease In
bottom phase partitioning with an increase in interface
pai'titlonmg, indicating that PEGylation proceed at pH 7.2
albeit, thore slowly than at higher pHs. At pH & the parti-
tioning moves from the botlom phase to the interface and
thet'to the top phase; at pH 9 and 10 vesicles are moved
rapidly from the interface and bottom phasc to the top phase.
Thus the PEGylation reaction is very sensitive to pH and
appropriate choice of conditions of time and pH can deter-
mine the degree of PEGylation. The extent of PEGylation
can also be controlled by the amount of TMPEG used.
Treating 100 nm Luvettes of DOPE/DOPC (0.2:0.8) at pH
9.0 with varying molar ratios of TMPEG increased parti-
tioning into the top phase consistent with increasing PEGy-
lation, There was a marked increase in top phase partitioning
between the molar ratios 1.0 and 1.3 from 20% to 90%.
When the partitioning in the bottom phase and at the
interface is also measured (Table 4) it can be seen that
PEGylation at the lower ratios of TMPEG:outerDOPE molar
ratio causes a progressive change in the partition from the
bottom phase to the interface and subsequently to the top
phase demonstrating gradations in the degree of PEGylation.

Ii is clear from the time course of the partitioning that
reaction at pH 9 is virmally complete by 1 hour. Thus
defined degrees of PEGylation are obtained by control of the
TMPEG: DOPE ratio.
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TABLE 4
Molar ratio

TMPEG: DOFE Partiticning (%)

at outer surtace Bottom Interface Top
0 30 40 10
0.2 56 41 3
1. 28 53 13
1.3 1 9 89

Measurement of the fraction of amino groups (from PE)
exposed at the outer surface of the LUVettes, made by the
method of Tlope, M., J. and Cullis, P. R..J. Biol. Chem. 262
4360—-4366 (1987) in 0.05M TNBS in borate buffer a1 pH
8.5, gave values of 47% for DOPC:DOPL vesicles (8:2),
close to the theoretical value of 50% for equal distribution
of the PE between the inner and outer surfaces. PEGylation
caused a decrease In the PE content detectable by this assay,
suggesting covalent attachment of the MPEG to the free
NH, group of PE, For example, when a 3-fold mole excess
of TMPEG to outer PE was added to DOPC:DOPE vesicles
of 7:3 molar ratio for 1 hour, the percentage ol outer PE

PLCGylated was 36%:; when a 6-fold molar excess was added,

this percentage PEGylation increased to 45%.

Example &

v

The stability of lipid vesicles was measured by the extent
of efflux of 6CF (6-carboxyfluorescein) as described by
Scnior and Gregoriadis in “Liposome Technology.” (G Gre-
goradis ed) vol 3, p. 263 (1984) CRC Press. 1.U Vettes of
100 nm composed of DOPC:DOPE were prepared with
entrapped 30mM 6CF (6-carboxyfluorescein) in 100 mM
NaCl at pH 8.3, external 6CT was removed by column
chromatography on Sephadex G-25 using 50 mM Hepes,
100 mM NaCl, pH 8.5 as eluant. Samples for latency
measirement were added to 4 ml of buffer (100 mM NaCl,
50 mM HEPES pH 9) and fluorescence measured (dye
releascd), and to 4 ml of buffer containing 25 mM
octylglucoside, incubated for 30 mop at 37° to ensure
complete disruption of the vesicles and fluorescence mea-
sured (to1al dye). Fluorescence was measured at 490 nm
excitation and 520 nm emission,

1. UVettes of 100 nm were PEGylated with TMPEG with-
out any loss of latency. Vesicles of DOPC: DOPE 8:2 were
treated with a 3 fold molar ratic of TMPEG to DOPE present
{u the outer vesicle surface at pH 8.5 to ensure extensive
PEGvylation (demounstrated by phase partitioning). Therc was
no leakage of 6CF out of the vesicles over a period of 2
hours demonstrating that PEGylation oceurs without disrup-
tion of the lipid bilayer.

Stability of Lipid Vesicles to PLGylation

Lxample 7
Interaction of SUVs With Serum

0.1 mil of SUVs of composition DSPC:PL:Cholesterol
(molar ratio 0.4:0,1:0.5), with or without coupled PEG (see
above) were incubated at 376° with 0.5 ml of {resh plasma
{mouse) or buffer, Samples were removed at intervals and
partitioned as in Example 2 above. SUVs partitioned about
20% top phase, 00% interfacc and 20% botlom phasc,
Treatment with scrum caused an immediate (within 1'min)
alteration in the vesicle surface properties indicated by their
partition: 0% top phase, 40% interface and 60% bottom

8

~ phase. The plélsma proteins alone partitioned mainly to the

2

bq;’l‘c}‘m pﬁasc (68% bottom, 32% top; Partition coefficient=
0.47£0.02, n=4), Thus it appears that the SUVSs are imme-
diately coated. with scrum proteins which then cause the
vesicles to partition with similar characteristics to the pro-
teins. PEGylation of the SUVs increased their partition into
the top phase (almost 1009); on exposurc to serum there
was a change in their partition towards the interface and the
bottom phase, but importantly this process was very slow
compared with the virtually instantaneous effect of scrum on
unPLGylated SUVs, Since the partitioning behaviour relates
to the sum of the forces imposed by the PEGylation and
serum binding, and with the former is not a linear function,
it is not simple to determine whether the effect of serum an
pirtition 15 cqual {or the PEGylated and for the unPEGylated
liposomes. This could, however, be determined with 2
detailed dose response analysis of the effect of PEGylation
on the partition coefficient so that the influence of serum
could be determined at various parts of the dose response
curve in “PEG-equivalents”. This would establish whether
serum had different effects on the PEGylated and unPEGy-
lated liposomes. The order of magnitude differences in
partition behaviour suggests that PEGylation slows down
the adsorption of serum components onto the vesicles.

Separation-of the SUVs exposed to serum by gel chro-
matography gave vesicles which showed partitioning behav-
iour closeito that of the vesicles before exposure. Thus the
ilerkction between vosicles and serum is reversed by reiso- .

. lation of the vesicles,
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¥ Theée experiments also demonstrate that the altered surs
{aceproperties of the SUVs imposed by PEGyliition are no
substantially reversed by serum protein adsorption.

LCxample 8

Stébility of LUVettes to Serum is Increased by
PEGylation

To determine the stability of LUVettes to serum vesicles
containing entrapped 6CF (50 ul) were incubated at 37° with
0.5 m! serum {freshly hydrated lyophilised human serum,
Monitrol-ES, Dade Diagnostics) to provide a final lipid
concentration of approx 1 mg/ml, a concentration corre-
sponding to the maximum in vivo scrum concentrations
expected on the basis of the imaging experiments of Unger
¢t al Radiology 171: 81-85. Samples were removed at
intervals and the 6CF rcleased was measured fluorimetri-
cally. Vesicles were PEGYlated with a 3-fold excess of
TMPEG to outer surface DOPE overnmight at room
temperature, after which time there had been loss of latency.

50 nm vesicles of DOPC:DOPE at 8:2 molar ratio showed
considerable loss of latency in the presence of serum (eg
anly :40%:latency remained after 2 hrs) which PeGylation
did-pot decrease; 100.nm vesicles showed a latency of 35%
afler 2 hrs which was unaffected by PEGylation; 200 nm
vesicles showed a smaller loss of latency (eg 65% latency
remained “after 2 hrs), which also was not inhibited by
PEGylation. However, for 100 nm vesicles of 7:3 molar ratio
DOPC:DOPE, PEGylation decreased serum induced loss of
latency by a factor of 2. Increasing the DOPE content to 40
mole % and 50 mole % increased the stability of the vesicles
to serum; nevertheless PEGylation produced additional sta-
bilisation. Table 5 summarises these data.
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TABLLE 5

Stabilisation of 100 nm LU'Vette latency to serum (2hr, 37°)
g b PHEG lation ¥

DOPC:DOPE Latency (%)

molar ratio UnPEGYLATED PEGylated
312 35 35
73 58 ; 33
6:4 Q0 25
55 92 99

Example 9

PEGylation Does not Alter the Relativity of
Encapsulated Gd-DTPA '

Gd-DTPA was cncapsulated in LUVettes composed of
DOPC:DOPE 7:3 by the method of Tilcock et al Radiology
171 77-80 (1989).

Half of the sample was PEGylated with TMPEG (molar
ratio of TMPEG: PE on ouler surface of 3:1). Both control
and PLEGylated samples were diluted in saline bilfler (139
mM NaCl, 10 m Hepes, 6 mM KCl, pH 8.5) to give four
samples with effective Gd concentrations of 2, 1, 0.5, and
0.25 mM (calculated as described by Tileock et al., Radi-
ology 171: 77-80(1989) given the known trap volume of the
vesicles, the lipid concentration and assuming the concen-
tration of entrapped Gd-DTPA was 0.67M, ) Samples of
10-12 ml were imaged with a Toshiba 0.5T MRT-50A whole
body scanner. Relaxivites arc obtained from lincar regres-
sions of 1/11 (spin lattice relaxation time constant) against
the effective GA-DTPA concentration. These were unaf-
fected by PEGylation of the vesicles.

Example 10

PEGylation of SUVs Decreases Their In Vivo - -
Clearance

SUVs of composition DSPC:PE:Cholesterol (molar ratio
0.4:0.1:0.4) (0.2 ml containing 0.4 mg phosphpholipid) were
injected intravenously into the tail vein of male TO mice (5
in each group). Clearance of PEGylated and unPEGylated
vesicles was assessed from entrapped CF and
*[-radiolabelled phospholipid measured in blood samples
(25 ul) withdrawn at intervals in the method of Senior and
Gregoriadis in “Liposome Technology” vol 3 pp 263-282

(1984), CRC Press. In another experiment an 0.8 my dose of

phospholipid was given as the supernatant from ultracen-
trifugation at 100,000 g for 1 hour, which contains small
vesicles of 20-100 nm (average 50 nm) as described by
Senior et al Biochim Biophys Acta §39: 1-8 (1985).

10

10

FIG. 1A shows the clearance of SUVs after intravenous
administration of a sonicated, uncentrifuged preparation.
This preparation contains, presumably, some larger vesicles
which are cleared rapidly, in both the PEGylated and unP-
EGylated samples. However the slower clearance phase
corresponds to about 50-60% of the lipid dose and showed
a marked difference in the half life of the PEGylated sample
(10 hir) compared with the unPEGylated preparation (7 hr).
In the preparation In which the larger vesicle had been
removed (FIG. 1B and FIG. 1C) the PEGylated vesicles had
half life of 14 hr compared with untreated vesicles of 12 hr.

What is claimed is: -

1 L1posomcs having PEG moieties covalently bound to
phosphohplds on the external surface, wherein said lipo-
somcs arg’ sele(,lcd from large unilamellar vesicles (ILUV's),

" sinall umlamcllar vesicles (SUV’s) and multilamellar

20)
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vesicles (MLV’s):

.2, Liposomes according to claim 1, wherein said lipo-
somes comprise a mixture of lipids.

3. Liposomes according to claim 2 wherein the lipid
bilayers comprise a 7:3 to 5:5 molar ratic of DOPC to
DOFE.

4. Liposonics according to claim 2 wherein the lipid
bilayers comprise 4 mixture of dioleylphosphatidylcheline
(DOPC) and dioleylphosphatidylethanolamine (DOPE).

5. A pharmaceutical composition comprising an aquecus
suspension of liposomes according to claim 1 and a phar-
maceutically acceptable carrier or diluent,

6. A process for producing a liposome according to claim
1 comprising treating liposomes with a polyethylene glycol
having at least one activating group capable of coupling said
polyethylene glyeol to said liposome.

7. A process according to claim 6 wherein the reactive
dérivatave is 2,2,2-trifluoroethane sulphonyl-
monométhoxy-polyethylene glycol.

* -8, Tiposomes according to claim 1, obtained by reacting
2,2 2-trifluoroethane sulfonyl-monomethoxy PLG deriva-
tives with liposomes.

9. Liposomes according to ¢laim 1, wherein essentially all
said PEG 'moieties are bound on the external surface of the
liposome:;=

10, Lipbsomes according to claim 1, wherein said lipo-
someis ‘display‘an enhanced partition to the PEG-rich (upper)
phase of 2 PEG-dextran aqueous two phase system in which
liposomes not having PEG moieties covalently bound to
phospholipids on the external surface separate predomi-
nantly. to the interface or bottom phase.

11. Liposomes according to ¢laim 1, wherein said lipo-
somes display a decreased adsorption of serum proteins than
liposomes not having PEG moities covalently bound to
phospholipids on the external surface.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

2020
Bogota, D.C.,
Abogado:
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
ASUNTO: Radicacién‘No: 06 120 944
Tramite 011
Evento 378
Actuacion 430
Oficio
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Como resultado del Examen de Fondo, realizado con fundamento en el articulo 45
de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se comunica:

Documentos estudiados:
Descripcidn: Folios 7 a 122 como se radico inicialmente.

Reivindicaciones: Folios 123 a 124 como se radicé inicialmente.
Folio 205 como se:modificod en fase nacional.

Figuras: Folio 126 a 146 cc\ﬁmo-sé.radicé"inicialmente.
Prioridad: JP 2004-163742 (2004.,,_-@@;;0'1\) -

Objeto de la Invencion

Titulo de la invencién: “Formulacion de irinotecan”

Problema Técnico Planteado: "Necesidad de una formulacion cuyas caracteristicas
mantengan la concentracién de SN-38 en el plasma por un periodo de tiempo
prolongado” ‘

Solucion: “Proparcionar una preparacion de irinotecan que comprende vesiculas
cerradas formadas de una membrana de lipido en donde el irinotecan y/o una sal
del mismo se sellan en una concentracién de al menos 0. 07 mol activo/mol de
lipidos totales”

IPC: AB1K 31/4745 AC; A61K 9/127 AC; A61K 47/4 AC; A61K 47/18 AC; AB1K
47/24 AC: AB1K 47/30 AC; ABG1P 35/0

Se acepta el nuevo capitulo reivindicatorio para su estudio.
S b

Determinacion del Estado de la Técnica =~
El Estado de la Técnica se determiné con base en la fecha de prioridad 2004-06-01

y se encontraron los siguientes documentos que anticipan el objeto de esta
solicitud:
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| ] Fecha de
ltem Documento Titulo Publicacién
Lipid carrier compositions with
D1 W003041681 | " enhanced blood stability 22.05.2003
| D3 |  Use132763 | 0 Liposomes | 17.10.2000

Analisis de Patentabilidad (Art 14 D486) ‘\
Nivel Inventivo (Art18 D486)

La nueva reivindicacion 1 dice: “Una formulacion de irinotecan caracterizada porque
incluye un liposoma formado por una bicapa de lipidos que contiene un fosfolipido
como componente principal de la membrana, en donde solo la superficie exterior
del liposoma esta modificado con un agente modificador de superficie que contiene
un polimero hidrofilico, en la que el irinotecan y/o una sal del mismo estan
encapsulados en una concentracién de por lo menos 0.1 mol/mol (mol de
farmaco/mol de lipido total de la membrana) por un gradiente idnico comprendido
entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa del liposoma.”, £.205.

D1 presenta liposomas que presentan una estabilidad mejorada en sangre (portada,
f.178; parr.5) con fosfolipidos formando la membrana lipidica y que contienen
irinotecan (p.5, par.27), en donde el ingrediente activo puede ser transportado al
interior del liposoma por medio de un. gradlente de iones (p.16, par.75, f.182),
usando compuestos ionizables como amrnas primarias, secundarias, terciarias para
lograr el llenado de las vesiculas (pagina 17). D1 sugiere que los liposomas tienen
una estabilidad aumentada y que la formulacion comotal posee caracteristicas que
la hace més estable como p.ej. la adicion de proteinas (par.70). D1 también sugiere
que el lipido usado para hacerel liposoma puede afectar la estabilidad del liposoma
en la sangre (par. 103). D1 revela que la adiciéon de polimeros hidrofilicos sobre los
liposomas tenia la habilidad de aumentar la circulacion del liposoma en la sangre
(par. 105). D1 revela que los liposomas proveen una liberacion controlada de los
activos en tanto brindan en su compartimento interno mayor proteccion para los
activos dado que los activos no estan expuestos a la sangre lo cual los aisla de la
metabolizacién que esto puedan sufrir antes de llegar a los sitios donde pueden
tener actividad, lo que sugiere que la efectividad del activo se vera mejorada en
tanto lograra llegar a las dianas terapéuticas sin sufrir una alteracion en su propia
estructura (par. 3)

La solicitud se diferencia de D1 en que la superficie exterior del liposoma esta
modificado con un agente modificador de superficie que contiene un polimero
hidrofilico | '

El Efecto Técnico que Iogra Ia dlferenCIa es eI aumento de la estabilidad del
liposoma.

RS

El Problema Técnico Objetivo de esta sohcntud eé Ia necemdad de composiciones
de liposomas que contengan. wmotecan y que aumenten la vida media del
compuesto.

D3 revela liposomas con enlaces covalente de PEG sobre su superficie externa, en
el fosfolipido que forma el liposoma, que demuestra tener una vida mayor mejorada
después de la administracion intravenosa. Ensefia ademas que la vida en el plasma
es mayor al tener el polimero hidrofilico en la parte externa del liposoma (portada,
f.219). D3 revela que el enlace de PEG en la superficie externa del liposoma
extiende el tiempo de vida de circulacion de los liposomas sin que se desintegre la
bicapa lipidica. (col.1, In.42-47 £.220). Ademas dice que las unidades de PEG son
unidas a grupos amino en las diversas especies de fosfolipidos que formen el
liposoma (col.1, In. 50-55, £.220). D3 sugiere que el polimero empleado es
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hidrofilico (col.2, In.19-21, £.220).

El efecto mostrado por el solicitante no es meSperado en tanto D3 mostraba que la
caracteristica técnica de colocar un residuo de’ algan’ pollmero hidrofilico sobre los
fosfolipidos de las vesiculas lograria mejorar la estabilidad y aumentar la vida del
liposoma, lo'que se traduce en un aumento de la actividad bioldgica de los activos,
una modificacion de su velocidad de liberacién, una mejora de su distribucién del
activo y una mejora de sus parametros farmacocinéticos al ser administrados con
una formulacién que obedece a las combinacion de dichas caracteristicas técnicas
presentadas por D1y D3.

El experto en la materia, teniendo en cuenta las ensefianzas de D3 habria optado
por colocar residuos de polimeros hidrofilicos sobre los fosfolipidos de la capa
externa de los liposomas revelados en D1, con el fin de mejorar el desemperio de
las composiciones, mejorar su estabilidad y sus caracteristicas farmacocinéticas
habria logrado llegar a la formulacidén de irinotecan presentada en esta solicitud.

Dado que no hay un efecto sorprendente o inesperado se concluye que las
reivindicaciones 1 a 6 no poseen nivel inventivo. .

Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de fa presents Solicitud se encuentran afectados
asi: o

N° Documento Reivindicaciones‘ afectadas Requisito que afecta
D1 WO03041681 1-8 Nivel inventivo
D3 US 6132763 1-6 Nivel inventivo

Respuesta a los argumentos del solicitante

Con relacién a la modificacién a la descripcion dice el solicitante que: “Se ha
modificado el valor 0.85 de la tabla 9 de la descripcion en la columna de
“Composicic’)n de la Resina de carga (relaciéon molar)”, “PEG-DSPE” y en la fila
“equipo de preparacién ejemplo 11” por O 75 7

Se acepta dicha modn‘ncacnon no se observa una ampliacién de materia.

Frente al nivel inventivo de la invencion. el sohmtante se pronuncia de la siguiente
manera: “D1 falla en describir.un: hposoma*que tiene solo su superficie exterior
modificada con un agente modificador de superﬁme que contiene un polimero
hidrofilico”. Prosigue de la siguiente manera: “D2 no describe un liposoma en el
cual solo la superficie exterior del liposoma este modificada con un agente
modificador de superficie que contiene un polimero hidrofilico.” Por lo que concluye
el solicitante que lo reclamado en la reivindicacion 1 es diferente de la materia
revelada por D1y D2 en la caracteristica de modificar solo la superficie exterior del
liposoma con el polimero hidrofilico” proporcionandole nivel inventivo a la presente
solicitud.

Observa este Despacho que de acuerdo a la nueva reivindicacion 1, donde
se especifica — como ademas reposa en el memorial — que la caracteristica
técnica esencial de los liposomas aca reclamados es la presencia de un
polimero hidrofilico sobre los fosfolipidos de la capa externa de los
liposomas, se reconoce que D1y D2 fallan a mencionar dicha caracteristica.
Sin embargo, han sido tenidas en cuenta sus ensefianzas y sugerencias en
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el presente estudio de patentabilidad, en tanto si revelaban las
caracteristicas de la reivindicacion 1 original.

El solicitante present experimentos comparativos con la formulacién de CPT-11 de
conformidad con la presente invencién y formulaciones CPT-11 con polimeros en la
superficie interior como en la exterior. Las formulaciones de la presente invencion
mostraron tener un comportamiento superior con respecto a varias caracteristicas
como retencion en la sangre, estabilidad y un efecto supresor del crecimiento
tumoral. Lo que no esta descrito ni en D1 ni en D2.

Se observa que en efecto, D1 y D2 no logran el mismo tipo de efecto en
tanto no poseen el polimero en ia superficie externa del liposoma.

Se reveld que la formulacion de CPT-11 en la cual se modifico solo la superficie
exterior del liposoma con PEG logro: (1) la supresion de la liberacion de CPT-11 por
un periodo prolongado de tiempo, (2) proporcionar, excelente estabilidad en el
tamario de la particula y en la tasa.de liberacion del CPT-11 incluso al almacenarlo
por 8 meses a 4°C, (5) lograr una excelenteiretencién en la sangre por un largo
periodo de tiempo

Ademas el solicitante presenta estudios de farmacocinética de una formulacion de
CPT-11 en la cual se modificd solo la superficie exterior del liposoma con PEG
(PEG5000 Post) y una formulacion de CPT-11 enla cual se modificaron tanto la
superficie interior como exterior del liposoma con PEG (PEG5000 Pre), y se
observd que PEG5000 Post en comparacion con PEG5000 Pre, permite: (1) una
retencion en sangre del farmaco superior, (2) lograr una concentracion de CPT-11
mayor por un periodo prolongado de tiempo, (3) una liberacion mas lenta de CPT-
11, (4) Ja administracion estable de CPT-11 por un periodo prolongado de tiempo
(5) un elevado efecto antineoplasico y retener la concentracion en plasma y la
concentracién intratumoral de CPT-11 y su metabolito activo, SN-38, por un periodo
prolongado de tiempo, (6) tener un efecto supresor mayor del crecimiento del
volumen del tumor (7) mantener la estabilidad de la membrana incluso si el valor de
pH de la fase acuosa interna es bajo, (8) mayor estabilidad de preservacion, (9)
excelente estabilidad de preservacion con . un efecto supresor superior del
ofrecimiento del tumor, comparado a |a formulacnén de liposoma que tiene
polimeros hidrofilicos sobre ambas superﬂcneg ln;erna y externa del liposoma.

Tal mejora en varias carac;tenstlcas de la formulacmn al tener un polimero hidrofilico
solo sobre la superficie exterior del liposoma no se encuentra descrito en D1 nien
D2. Esto es, se puede decir que estos efectos obtenidos son para un experto en la
materia no predecibles. o .,

Este despacho considera que a la luz de lo reclamado por la nueva
reivindicacién 1, ni D1, ni D2 revelan la caracteristica técnica esencial
mostrada por el solicitante en el presente capitulo reivindicatorio. Sin
embargo, D3 presenta sugerencias acerca de los residuos de polimeros
hidrofilicos sobre los fosfolipidos de la capa externa de los liposomas como
se observa en el analisis de patentabilidad realizado al capitulo
reivindicatorio modificado.

Sin embargo, se deja de presente: que los dos documentos estan
relacionados con el campo de la presente invencion en tanto, presentan
composiciones con hposomas que pueden contener como principio activo
irinotecan, asi como también, estas anterlorldades revelan la naturaleza de
los polimeros hidrofilicos que son e I ados en la presente solicitud de
patente. a2
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En efecto, D1 revela que el uso de polimeros hidrofilicos aumenta la
estabilidad y el tiempo de circulacion de los liposomas en sangre sin que
estos sean destruidos; y ademéas muestra que la estabilidad de la
formulacién es también parte fundamental del desarrollo de este tipo de
formulaciones. D1 ademas, muestra que los liposomas son capaces de
liberar activos en lugares adecuados, lo que se traduce en un aumento de la
eficacia del medlcamento

Por tal motivo, estas anterlondades han 'sido tenidas en cuenta para la
evaluacion del presente capitulo reMndlcatOrlo

En cumplimiento del articulo 45 de la Demsmn 486 de Ia Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta: dentro del término de 60 dias contados
a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal &),
del capitulo quinto del t})tulo pnrnm‘e fa.Circular Unica N° 10 de 2001.

///f
ALIX CARMENZA ESPEDES DE VERGEL
Directora de Nuev’as Creaciones (C)

S

El anterior requerlmlento {ﬁe notlﬂcado por fuamon en lista, de fecha
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