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1, Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacion en lista

de 19 de Mayo de 2005 y al memorial radicado el 7 de Septiembre de 2004 ante

esa Oficina, en el cual se acredita mi calidad de Representante Legal respecto de
la sociedad F. HOFFMANN-LA ROCHE AG.

1

2. OBJETO DE LA PRESENTE INVENCION

Antes de entrar a discutir los argumentos que demuestran la novedad y el nivel
inventivo de la presente invencion, vale la pena llamar la atencién de ese

despacho al hecho de que el objetivo principal de la presente solicitud es el de
proporcionar nuevos compuestos de la formula general

0 |

en donde A es
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Y Ri, Ry, Rz y Ry, son tal como se define en Ié’déscripcién, 0 consisten en las sales!,
farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los compuestos de la presente‘.
invencion se caracterizan por su sorprendente actividad anti-androgénica. |

‘.
3. DOCUMENTO CITADO EN EL CONCEPTO TECNICO No. 689 |

El sefior Examinador cita el documento EP 0325279 (D1) para objetar la-

|
novedad y el nivel inventivo de los compuestos de la presente invencion. Dicho i
documento ensefia compuestos de formula general (I)

HO™

los cuales son Utiles como agentes para el tratamiento de enfermedades

hiperproliferativas, como la psoriasis, y de enfermedades neoplasicas como
la leucemia.

En conexién con lo anterior, atentamente me permito manifestar a esa Oficina

que nada en el documento citado en el Concepto Técnico No. 689 resulta !
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relevante para desvirtuar la novedad y el nivel inventivo de la materia objeto dg
la presente invencion. Lo anterior se debe a que ninguno de los apartes del
documento citado establecen en forma idéntica las caracteristicas fundamentale§
que distinguen la materia objeto de la presente invencién, y mucho menos Iiie
enseflan a una persona versada en la materia en forma obvia o evidente la
sorprendente e inesperada actividad anti-androgénica de los compuestos

l

particulares de la presente solicitud, tal y como me permito demostrario a
continuacion. I

l

4. ARGUMENTOS QUE REALZAN LA NOVEDAD DE LOS COMPUESTOS DEl
LA PRESENTE SOLICITUD ‘
|
El sefior Examinador objeta la novedad de los compuestos de la presenteﬂ
invencion, con base en las ensefianzas del documento D1, para lo cual afirma enl
su concepto técnico No. 689, lo siguiente: "La solicitud en estudio rec/ama:4
compuestos derivados de vitamina Dj sustituidos de la formula: |
[...]
- La anterioridad D1 ensefia los compuestos de formula:

[.] |

Igual que en la solicitud en estudio son derivados o analogos de la vitamina Ds, .

’_
1

{

que cuando se hacen los reemplazos de los significados para cada uno
sustituyentes, vemos compuestos reclamados en la solicitud en estudio no son
nuevos porque la solicitud anterioridad los contiene, a lo largo de toda /a’
descripcion, también como sus métodos de obtencién, por lo tanto los
compuestos de la solicitud en estudio no tienen novedad.”. |

Sobre este particular, atentamente me permito manifestar a ese Despacho que

si bien los compuestos revelados en D1. resultan similares a los compuestos de

la presente invencién, estos Ultimos se diferencian de aquellos revelados en D1

en el hecho que poseen un grupo CH,, unido mediante un doble enlace al anillo

de cinco miembros en una posicién diferente a la de los compuestos ensenados

en D1, ademdas de que tienen una cadena lateral corta diferente a la de los
compuestos revelados en D1.

Tabla 1. Diferencias entre las cadenas laterales los compuestos de
D1y los de la presente invencion.
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EP 0325279 N Presente Invencion

7 b |

b ("\\\»(’[;“ /: / .“ia -j' h
/_I-";.\ // / . \\ \

Cadena ‘=CH, -_A__Q(_C_;);OH,/ =CH,-CH,-A-CH CHZ-_(_:__(__3R4 )YOH | l
Lateral //e{n/dondeAes -C_C- en donde A es -CH;_-CHz-,-«T\
) / -€=CH- ~. .|CH=CH- (en posicién cis 6\ )
gﬂﬁ/ (c?lfiguracién E), o trans),é;(jEC- ‘/ -
G

En efecto, si el sefior Examinador dirige su atencion a la cadena lateral de los
compuestos revelados en D1, tal como se presenta en la tabla I, podra notar que
dicha cadena lateral corresponde a un grupo —CH,-A-C(CH3),OH, en donde A;
se selecciona de -C=C-, -C=CH- (configuracién E), o —-CH,-CH,-. En vista dei
lo anterior, es claro que la cadena latera!l de los compuestos del documento D1
contiene un esqueleto carbonado de solo cuatro (4) atomos de carbono. I

!
Por el contrario, si se observa la cadena lateral de los compuestos de la presente;
solicitud (ver tabla I), dicha cadena corresponde a un grupo —CHZ-CHZ-A-CHz-'i
C(R3R4)OH, en donde A se selecciona de un grupo —-CH,-CH,-, -CH=CH- (en
posicion cis 6 trans), 6 -C=C-, por lo que la cadena lateral de los compuestos dei
la presente solicitud corresponde a una cadena con un esqueleto carbonado '
de seis (6) atomos de carbono, diferente a la cadena de solo 4 atomos
de carbono revelada en D1, por lo que no resultan iguales los '
compuestos de la presente solicitud a aquellos revelados en el arte-
anterior, representado por el documento D1. Por ende, la anterior ]
afirmacién- del sefior Examinador en el Concepto Técnico citado resulta del todo !

equivocada, toda vez que no ha considerado tanto la cadena lateral de los !

!
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compuestos en cuestidn, como las diferencias en cuanto a la actividad de los
compuestos reivindicados en la presente invencion, y los revelados en D1. }

En consecuencia, resulta evidente que los compuestos que son objeto de I:a
presente solicitud se diferencian claramente de los compuestds
revelados en D1 por la posicion del CH, sobre el anillo de cinco
miembros y por la longitud de la cadena lateral, excluyendo por
completo cualquier posibilidad de que los compuestos reivindicados en |;a
presente solicitud lleguen a ser iguales al menos a uno de los compuesto‘is
enseifiados en el documento D1. Por lo tanto, resulta completamente evidente
que los compuestos de la presente invencion tienen caracteristica?s
estructurales completamente NOVEDOSAS, las cuales no habian sido
ensefadas por ninguno de los compuestos revelados en el estado del
arte representado por D1 y por tanto, es innegable que la presente
solicitud cumple efectivamente con el requisito de novedad exigido por
la legislacion Andina, para poder gozar del privilegio de patente solicitado. E‘h
relacion con lo anterior, los compuestos que hacen parte del estado del arte, nb

abarcan ninguno de los compuestos reivindicados en la presente invencion. i

5. ARGUMENTOS QUE REALZAN EL NIVEL INVENTIVO DE LOIS
COMPUESTOS DE LA PRESENTE SOLICITUD. 'i

Con relacién al andlisis de nivel inventivo realizado por el sefior Examinador?,
atentamente me permito manifestar a esa Oficina que el documento D1 no
resulta relevante para desvirtuar la altura inventiva de la presente solicitud. E|j1
efecto, el sefior Examinador no tiene en cuenta para hacer su analisis del nivel
inventivo, el hecho de que existen diferencias estructurales entre los compuestos
en cuestion y los del estado del arte (D1). Las anteriores diferencias resultar_L
relevantes, y no podrian resultar obvias o evidentes para una persona
medianamente versada en la materia, toda vez que dicha persona no encontrarié
ninguna indicaciéon o sugerencia en las ensefianzas del documento D1 que Ié}
permitiera poder llegar a pensar en realizar las modificaciones que se deber{i
llevar a cabo tanto sobre la cadena lateral, como sobre la posicién del grupo CH;
del anillo de cinco miembros encontrados en los compuestos revelado en Dl;
para poder llegar a obtener compuestos idénticos a los reivindicados en IJ
presente invencion. |
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AlUn mas, resulta imposible que el documento D1 enseie o indique el remplazo
de una cadena lateral de 4 atomos de carbono, por una de 6 dtomos de carbono
junto con el cambio en la posicion del grupo CH, sobre el anillo de cinco
miembros, toda vez que el sustituyente A siempre correspondera a un grupo con
maximo 2 atomos de carbono. De esta manera, la cadena lateral de los
compuestos de D1 siempre tendrd como maximo una longitud de 4 atomos de
carbono, lo que indica que no puede ser igual a una cadena lateral con u{n
esqueleto de 6 atomos de carbono, dos de los cuales corresponden al
sustituyente A, el cual se ensefia en los compuestos de la presente invencion.
En vista de lo anterior, resulta claro que la persona que decidiera emplear dicho
documento no encontraria motivacién alguna para llevar a cabo el reemplazo
necesario en la cadena lateral, toda vez que D1 tan solo ensefia una cadena

I
lateral de 4 atomos de carbono, tal y como ya se ha mostrado.

En vista de las claras diferencias estructurales existentes, y del hecho qué
ninguna de dichas diferencias puede ser derivada de las enseflanzas del
documento D1, es claro que cuando el sefior Examinador afirma que "(...) los
compuestos reclamados solo se diferencian de los compuestos de vitamina D
activos en el doble enlace sobre el anillo de cinco miembros, lo cual para una
persona versada en la materia no implica un avance tecnolégico. Por lo tanto sff
observa que no tiene nivel inventivo”, esta llevando a cabo un analisis de
patentabilidad equivocado, toda vez que no solo estd desconociendo Ia$
diferencias estructurales existentes en la cadena lateral entre los compuesto%
que ensefia D1, y los que reivindica la presente solicitud, sino que ademas
desconoce las ventajas técnicas de los compuestos reivindicados al afirmar, en
forma errada, que los compuestos ahora reivindicados no implican un avance
tecnoldgico.

¢

Por el contrario, como bien lo puede notar el sefior Examinador, los compuestos
de la presente invencion muestran una sorprendente actividad anti-androgénica,
la cual los hace tiles para el tratamiento del céancer, en particular del cancer dé
prostata (ver pagina 2, linea 26 a pagina 3, linea 2 de la descripcion), tal y como
se puede apreciar en la tabla 1, pagina 14 de la descripcion, en donde seT
muestra claramente que al emplear el compuesto 1,25(0H),-16-en-5,6-trans-D3
en una cantidad de 0,1 pg, se inhibe en un 77% tanto el crecimiento de la

|
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prostata, como en un 48% el de la vesicula seminal en un estudio realizado en

Hamsters.

:
Los resultados obtenidos con los compuestos de la presente invenciérﬁ,
demuestran en forma contundente que la misma constituye efectivamente up
avance tecnoldgico al proporcionar una alternativa efectiva para el tratamiento
del cancer de prdstata, lo cual no es indicado o siquiera sugerido por las
ensefianzas del documento citado como el estado del arte mas cercano (D1). Pdr
lo tanto, no hay dentro de las ensefianzas del documento D1, ningun:

indicacién o sugerencia que motivara a la persona medianamente versada en la

materia a emplear sus enseflanzas para realizar las modificaciones estructurale%s
necesarias y de'esta manera poder llegar a obtener los compuestos de la
presente invencion, con la sorprendente actividad anti-androgénica resultante la
cual no es ensefiada en ninguno de los apartes del documento citado (D1). Por
ende, no es posible que la presente invencion sea considerada como uné

|

derivacion evidente de la materia alli ensefiada.

En consecuencia, se puede decir que D1 ensefia compuestos quimicoé;
diferentes en su estructura a los compuestos ensefados en la presenté
invencion, de tal forma que los compuestos que se encuentran dentro
del alcance de la presente solicitud no resultan derivables de las
ensefanzas de D1. Aun mas, el documento D1 no presenta ningln indicio quei\
pudiera dirigir a la persona medianamente versada en la técnica a modificar loé_
compuestos alli revelados, para llegar a obtener los nuevos e inventivos
compuestos de la presente solicitud. De igual manera, mucho menos puede;
dicha referencia llegar a sugerir o anticipar la sorprendente actividad anti-
androgénica que presentan los compuestos de la presente solicitud. Por lo tanto,
los compuestos revelados en la presente invencidon son INVENTIVOS frente a
aqguellos revelados en D1.

6. CONSIDERACIONES DEL MANUAL ANDINO DE PATENTES

i
Adicionalmente, con respecto a las objeciones realizadas sobre la novedad vy la
altura inventiva de la presente solicitud, me permito Hlamar la atencién de esa Q
Oficina a lo que sobre el tema establece el Manual Andino de Patentes, enl;

aras de obtener una correcta evaluacion de la patentabilidad de una solicitud.’

|
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De igual manera, es necesario llamar la atencién de ese Despacho al hecho de
que dicho Manual Andino de Patentes es un documento que ha sido editado por
la misma Secretaria General de la Comunidad Andina, con la colaboracion
de la OMPI, la EPO y las oficinas de Propiedad Industrial de los paise‘s

miembros de la CAN.

|

|

En este sentido, es claro que dicho Manual Andino de Patentes debe servir d%
guia para la evaluacion de las solicitudes de patente en los paises
miembros de la CAN, y que no se deben dejar de lado estos Iineamientois
al momento de estudiar una solicitud de patente. l

|
Por lo tanto, para un correcto andlisis del requisito de novedad frente a Ia?s
ensefianzas del documento D1, el Manual Andino de Patentes ensefia en su
numeral 9.4 Analisis de Novedad”, lo siguiente: “"Para determinar la novedab
de la invencion, se debe comprobar si existen anticipaciones del estado de la
técnica que contengan explicitamente todas las caracteristicas técnica.fs
esenciales de Ila invencién.” ! (resaltado fuera de texto). :
|
En conexién con lo anterior, y en vista de las diferencias estructurales existentes
entre los compuestos de D1 y los de la presente solicitud, es claro que de acuerdci)
con las (enseﬁ_anzas del citado Manual Andino, se ha demostrado en el presentge
escrito que los compuestos de D1 no ensefian en forma idéntica todas y cada una
de las caracteristicas fundamentales de los compuestos de la presente solicitud;
en virtud de lo cual las ensefianzas de la citada referencia no pueden afectar Ia;i
novedad de los compuestos de la presente solicitud, como en forma equivocadé
pretende hacerlo entender el sefior Examinador en su Concepto TécniC(’)
anteriormente citado.

Lo anterior se ve reafirmado por el mismo Manual Andino de Patentes, el cual er@
otro de sus apartes ensefa que: "Si una caracteristica aunque sea banal, no sé
encuentra contenida en el antecedente, la reivindicacién es nueva.” . Por lo tanto,]
como el documento citado por el sefior Examinador no ensefia ninguna de las
diferencias estructurales que existen entre los compuestos de la presente

solicitud y los del estado del arte, se aplican las ensehanzas del Manual Andino

! COMUNIDAD ANDINA, Secretaria General, “Manual Andino de Patentes”, 28 ED. 2004, Lima,

Peru. pégina 65.
2 Ibid, pagina 66.
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de Patentes en el presente caso, resultando novedosa la materia objeto de la
presente invencion, debido a que D1 no contiene las ensefanzas de anticiparan el

cambio de la posicidn del grupo CH, sobre el anillo de cinco miembros y la mayor

longitud de la cadena lateral, como ocurre en la presente solicitud.

|
3
|

De otra parte, el citado Manual Andino, ensefia que para una correcta evaIuacic’;n
del nivel inventivo frente a las ensefianzas del documento D1, su acapite "10%1
Requisitos del Articulo 18", establece lo siguiente: "Para juzgar si la invencién
definida por las reivindicaciones realmente se deriva de manera evidente del

estado de la técnica, hay que determinar si carece de nivel inventivo cuand_o

se consideran las diferencias entre esta y el estado de la_técnica mds
cercano.”* (resaltado fuera de texto).

De acuerdo con lo que establece el citado Manual Andino de Patentes, es claro que
en este caso lo realmente importante para poder determinar el nivel inventivo Qe
los compuestos reivindicados en la presente invencién, radica en el hecho de qﬁe
existen claras y notorias diferencias estructurales entre los compuestos
del estado de la técnica mas cercana (D1), y los ensefiados en la presente
solicitud. Adicionalmente, dichas diferencias de ninguna manera hubieran podido
ser derivadas en forma evidente a partir de las ensefianzas del mismo documenéo
D1, junto con los conocimientos de una persona medianamente versada en ia
materia.

Ademas, el mismo Manual Andino establece que “...el examinador debe realizar el
esfuerzo intelectual de colocarse en la situacion que ha tenido que afrontar el
técnico con conocimientos medios en la materia en un momento en que ;Ia
invencién no era conocida, es decir antes de la invencién.”. De no ser aéi,
cualquier modificaciéon o reemplazo en la estructura de los compuestos de D1 para
llegar a obtener aquellos reivindicados en la presente invencién, una vez estos ya
han sido conocidos, resultaria evidente. Por el contrario, si el sefior Examinador
se traslada al momento en el que el solicitante intenta llegar a obtener los
compuestos ahora reivindicados, podra determinar que a pesar de la existencia d;e
las ensefianzas de D1, no encontraria ninguna indicacion que lo llevara a intentar

realizar las modificaciones estructurales necesarias sobre los compuestos de la

3 Ibid. paginas 76-77.

4 Ibid, pagina 78.

156
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citada referencia, que lo llevarian a obtener los compuestos de la presente

invencion.

En este orden de ideas, el Manual Andino de Patentes confirma la existencia de la
novedad y el nivel inventivo de los compuestos de la presente solicitud, toda vez
que de acuerdo con sus ensefianzas, la materia objeto del documento EP
0325279 (D1) citado por el sefior Examinador, no resulta relevante para objetar
la patentabilidad de la presente invencion, toda vez que no contiene ninguria
ensefianza o sugerencia que anticipe las modificaciones estructurales y la
sorprendente actividad anti-androgénica que presentan los compuestds

reclamados en la presente invencion.

7.  Como un hecho adicional que permite corroborar los argumentos expuestos
anteriormente tendientes a realzar la novedad y el nivel inventivo de los
analogos de vitamina D3 que son objeto de la presente invencion, atentament;e
me permito manifestar a ese Despacho que la patentabilidad del objeto de I‘a
presente solicitud ha sido reconocida y aceptada por parte de la Oficina de
Europea de Patentes, como Patente nimero EP 1200399 B1, y por parte d{e
la Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos, como PatentJe,

> o 5 e Kewr (o L e, 4 "
LC‘1 LA

nimero US 6331642 B1, en donde se han suscitado gbjeciones similares. Sin

embargc:,\ei~h-echo~-de’qﬁe la referencia citada en ninguno de sus apartes ensefia e“tﬁoCo’(’“

los compuestos de la presente invencidn y mucho menos su sorprendente
actividad anti-androgénica ha sido suficiente para que se reconozca la
patentabilidad de la presente solicitud. En particular, resulta relevante para el
estudio que adelanta actualmente ese Despacho sobre la presente solicitud, el
hecho de que haya sido concedida la misma materia objeto de la presentée
invencién por parte de una oficina como la Europea, con la cual guarda cierta

similitud la legislacién Andina en materia de Patentes.

En conexién con lo anterior, el solicitante reconoce que cada pais es
independiente de conceder o negar una solicitud de patente, luego de la
realizacién del estudio de fondo. Sin embargo, el hecho de que los expertos d;e
una oficina como la Europea hayan considerado que los compuestos analogos dé
la vitamina Dj reivindicados, poseen la novedad, el nivel inventivo y la aplicacién
industrial requeridas para gozar del privilegio de patente solicitad ).

|
Adicionalmente, resulta adecuado recordar que los estandares de conocimient;o
t
]
!

10
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de las personas que laboran en un area particular de tecnologia esta siendo ca&a
vez mas uniforme y, por consiguiente, el hecho de que la novedad y la altura
inventiva de una invenciéon hayan sido reconocidas por parte de las oficin?s
mencionadas anteriormente, es un indicio que resulta mas que razonable'a
la hora de evaluar si Ia invencion cumple con los requerimientos exigidos de

Novedad, Nivel Inventivo y Aplicacién Industrial, de acuerdo con la LegislaciTn

Andina.

Por lo tanto, se debe tener en cuenta que el hecho de que haya sido concedidaila
misma materia objeto de la presente invencién en otros paises, no constituye uha
intromision en la soberania de un pais, sino que es una herramienta mas para ser
empleada en la evaluacion de la patentabilidad de una solicitud que se encuentra
bajo estudio. En consecuencia, atentamente solicito a ese Despacho considerar

estos hechos como relevantes para conceder el privilegio solicitado. l
8. CONCLUSION

En conclusidn, los argumentos aqui presentados con respecto a las ensefianzas

del documento D1 citado por el sefor Examinador, demuestran de forma

a

irrefutable la existencia de diferencias técnicas entre los compuestos de
presente invencidon y los del estado del arte mdas cercano. Por tanto, dicho
documento no se puede considerar relevante para desvirtuar ni la novedad, ni el
nivel inventivo de la presente solicitud, toda vez que no revela en forma idéntica
la materia objeto reclamada, quedando de esta manera demostrada  la
NOVEDAD de la presente solicitud. ‘
|

Adicionalmente, las diferencias existentes entre las estructuras y la actividad
resultante de los compuestos de la presente solicitud frente a los revelados er1 el
documento D1, no pueden resultar obvias o evidentes para una persona versajda
en la materia que tuviera a su disposicion las ensefianzas de dicho documen;to,
tal y como ya se ha discutido en el presente escrito, por lo cual los gompues“:os
ahora reivindicados resultan completamente INVENTIVOS sobre las ensefianzas
de la referencia citada, toda vez que ninguno de los apartes de dicho documepto
ensefian o siquiera sugieren las modificaciones estructurales que seria necesa!rio
realizar sobre los compuestos de D1 para poder llegar a obtener la sorprendente

actividad anti-androgénica de los compuestos reivindicados en la presehte

11
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solicitud, lo cual los hace (tiles para el tratamiento del cancer de prostata, hecho

que no es indicado de ninguna manera en el documento citado.

9. Anexo me permito presentar copia de la cardtula y las reivindicaciones de
las correspondientes patentes concedidas por parte de la Oficina de Marcasy
Patentes de los Estados Unidos, y de la Oficina Europea, bajo los nimeros US
6,331,642 B1 y EP 1200399 B1, como se expuso anteriormente.

10. En vista de todo lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente
la solicitud a la luz de las argumentaciones presentadas, y conceder el privilegio

de patente solicitado. [

|
Sefior Superintendente, i
I

-

T.P. 37.172
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Compounds of the formula L 3.

M

O™ OH

wherein |
R, is hydrogen or an alkyl group; :
R, is hydrogen or an alkyl group; or f
Ry, R, and C,, together are cyclopropyl; j

HT:/ ~ H /}

Ais —C—C—> —C==C—> —C=C—=
[/ [
H H H H

—C=C—; ]

R, is alkyl, hydroxy-alkyl or fluoroalkyl; and
R, is alkyl, hydroxy-alkyl or fluoroalkyl which are useful
in the treatment of breast cancer, prostate; cancer,
myeloid leukemia benign prostate growth, baldness and
osteoporosis. |
I

7 Claims, No Drawings
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-continued ;
T

<223> OTHER INFORMATION: Description of Artificial Sequence:primer for
GAPDH (antisense) i
<400> SEQUENCE: 4 j
caaagttgtc atggatgacce ‘20 I
¥ A :
. 10 / e :
What is claimed is: -continued i

—CHy—CH;—

1. A compound of the formula }/ ‘),
LRAVIAG

d\\ \&ﬁ/ 15

20

30
wherein
R, is hydrogen or an alkyl group;
R, is hydrogen or an alkyl group; or
35

R;, R, and C,, together are cyclopropyl;

N_/N_/
C— > -—-C\ or

Ais ~——C=C— { C
H/ \ H/ H

dihydroxy-16-ene-5,6-trans cholecalciferol.

R, is alkyl, hydroxy-alkyl or fluoroalkyl; and

R, is a alkyl, hydroxyalkyl or fluoroalkyl. :
2. A compound in accordance with claim 1 wherein R, is

bydrogen and R, is alkyl or R, is alkyl and R, is hydrogen.

3. A compound in accordance with claim 2 wherein R, is

hydrogen and R, is methyl or R, is methyl and R, is
hydrogen.

!
4. A compound in accordance with claim 3 wherein R,

5 and R, are, independently, alkyl, hydroxy alkyl or tnﬂuoro-
alkyl.

5. A compound in accordance with claim 4 whqrcm R,

and R, are, independently, methyl, hydroxy- melhyl or
trifluoro-methyl.

6. A compound in accordance with claim 5 wherein A is
!
!
|
l
7. A compound in accordance with claim 6, 1,25-
i

* * * * * i
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{continued)

Soft Gelatin Capsule Formulation |
s ltem | Ingredients mg/Capsule
‘ 2 | Butylated Hydroxytoluene (BHT) 0.016
3 Butylated Hydroxyanisole (BHA) 0.016
4 Miglyol 812 gs. 160.0
10
Manufacturing Procedure:
[0088]
15 1. Suspend BHT and BHA in Miglyol 812. Warm to about 50°C, and stir until dissolved.

2. Dissolve 1,25(0H),-16-ene-5,6-trans Dy in the solution from step 1 at 50°C.

3. Cool the solution from Step 2 at room temperature.

4. Fill the solution from Step 3 in soft gelatin capsules.

20 Note: Perform all manufacturing steps under a nitrogen atmosphere and protect from light
Example 11
[0089]
25
Soft Gelatin Capsule Formulation il
ltem | Ingredients mg/
Capsule
0.001-0.02

1 1,25(0H),-16-ene-5,6-trans D

30
2 di-a-Tocopherol 0.016
160.0

3 Miglyol 812 gs.

35 Manufacturing Procedure:

[0090]

1. Suspend. di-a-Tocopherol in Miglyol 812. Warm to about 50°C, and stir until dissolved.
2. Dissolve 1,25(0H),-16-ene-5,6-trans Dy in the solution from step 1 at 50°C.

40
3. Cool the sclution from Step 2 at room temperature.
4. Fill the solution from Step 3 in soft gelatin capsules.
Note: Perform all manufacturing steps under a nitrogen atmosphere and protect from light.
45
Claims
1. A compound of the formula
50
55
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()

wherein |

Ry is hydrogen or a C4-C4-alkyl group; ‘
Ry is hydrogen or a C4-C,-alkyl group; or

Ry, Bs and Gy together are cyclopropyl; |

A is —C=C—, ,

f

\ /" N/ ‘

s ]

H H H l

or 'CH2'CH2' ) ]

R is Cy-Cy4-alkyl, hydroxy-C4-C4-alky! or fluoro-C4-C4-alkyl; and '

R4 is C4-Cy4-alkyl, hydroxy-C4-Cy4-alkyl or fiuoro-C4-C4-alkyl. '

2. Acompound in accordance with claim 1 wherein R, is hydrogen and R, is C4-Cy4-alkyl or Ry is C4-C,-alkyl and R‘a
is hydrogen. |

3. Acompoundin accordance with claim 2 wherein Ry is hydrogen and R, is methyl or Ry is methyland Ry is hydroger‘i.

4. A compound in accordance with claim 3 wherein R; and R, are, independently, C4-C,-alkyl, hydroxy-C,-C,- alkyl
or trifluoro-C4-Cy-alkyl.

5. Acompound in accordance with claim 4 wherein Rz and R, are, independently, methyl, hydroxy-methyl or trifluoro-

methyl.

6. A compound in accordance with claim 5 wherein A is

|
|
|
|
|
|

I“—-O—I

T
I
H
7. Acompound in accordance with claim 6, 1,25-dihydroxy-16-ene-5,6-trans cholecalciferol.

15
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Folios 013

! . . . |
Como resultado del examen de patentabilidad de fa solicitud de patente de invencion

N° 00 51318, realizado segun el articulo 45 de la decision 486 de la comision de la |
Comunidad Andina, se notifica:

i

1 DOCUMENTOS ESTUDIADOS:

o Elresumen y el capitulo descriptivo de la solicitud de los folios 5 y 6 a 25

i
respectivamente. '
Los ejemplos que ilustran la solicitud en los folios 26 a 38.

| Las clausulas 1 a 7 relacionadas en el capitulo reivindicatorio de la solicitud y ;
‘ que se encuentran en los folios 40 y 41.

| Copia de la solicitud original mediante la cual se reivindica prioridad de

! Estados Unidos US60/143,413 de 12/07/1999 en los folios 51 a 86, junto con ,
1 su traduccion correspondiente en los folios 48 a 50. ,
! Primer examen de forma de la solicitud correspondiente a los folios 119 a 122. -'
5 Segundo examen de forma de la solicitud y que se encuentra en el folio 124. .
Solicitud de examen de patentabilidad que se encuentra en los folios 127 a

129.

Examen de fondo No. 689 realizado por esta Dependencia en virtud del ’.
articulo 45 de la Decision 486, que se encuentra en los folios 137 a 152. !
El memorial de respuesta allegado a esta Superintendencia en la fecha

11/08/2005, producto de las recomendaciones formuladas en el examen de
fondo No. 689 y que se encuentra en los folios 153 a 169.

2. OBJETO DE LA INVENCION

La solicitud hace referencia a “Analogos de vitamina D3”.




Se reivindica un compuesto de formula:

En donde
R4 esHo alquilo

Rz es H o alquilo
R4, Rz y Cyg conjuntamente son ciclopropilo

. M . .
. —C=C——. >c:c/ \c:c< -—CHy=CH,—.
A es; H \ H/ H

R; es alquilo, hidroxi-alquilo o fluoro-alquilo y
R4 ed alquilo, hidroxi-alquilo o fluoro-alquilo

Una vez catalogada la invencién ésta se clasifico en la seccion: A 61 K *'/54 de la
Clasificacion Internacional de Patentes

3. DETERMINACION DEL ESTADO DE LA TECNICA:

Consultadas las fuentes de informacién con que cuenta este Despacho, se
encontraron los siguientes documentos, anteriores a la fecha de presentacion de la
- solicitud en estudio -12.07.1999-, relacionados con la materia técnica reivindicada:

Documento ~ Titulo Fecha de

, Publicaciéon
1D1| EP0325279 | “Dehydrocholecalciferolderivative” 26/07/1989

4_ “Vitamin D and prostate cancer: 1,25
D2 | ‘Articulo 1 dihydroxyvitamin D3 receptors and

: . 1993
actions in human prostate cancer cell
E lines”
“‘Actions of vitamin D3 analogs on
1 ‘ human prostate cancer cell lines: 1995
ID3 | Articulo 2 P '

comparison with 1,25-dihydroxyvitamin 2[3%079/1\/ 534
D3"

\i e Reivindicaciones1a7: \



_ 169

Articulo 1: R.J. SKOWRONSKI, D.M. PEEHL, D. FELDMAN. Vitamin D and prostate cancer: 1,25 dihydroxyvitamin D3 receptors

and actions in human prostate cancer cell lines. Department of Medicine, Stanford University School of Medicine. Endocrinology,
Vol 132, 1952-1960. |

Articulo 2: Roman J. SKOWRONSKI, Donna M. PEEHL, David FELDMAN. Actions of vitamin D3 analogs on human prostate

cancer cell lines: comparison with 1,25-dihydroxyvitamin D3. Department of medicine and urology. Stanford University School of
* Medicine. Endocrinology. Vol 136, No. 1. 1995.

. 4. EVALUACION DE LOS REQUISITOS DE PATENTABILIDAD:

* El articulo 14 de la decisidén 486 de la comision de la comunidad andina establece
~que: "Los paises miembros otorgaran patentes para las invenciones, sean de
" producto o de procedimiento, en todos los campos de la tecnologia, siempre que ,
sean nuevas, tengan nivel inventivo y sean susceptibles de aplicacion industrial |

En cumplimiento del articulo 14 de la decisiéon 486 de la comision de la comunidad
' andina, se procedi6 a evaluar los requisitos de novedad, nivel inventivo y aplicacién

industrial con el fin de establecer la patentabilidad de la invencién reivindicada en la
' solicitud en estudio.

i 4.1 Evaluacion de NIVEL INVENTIVO |
| |
“El articulo 18 de la decisidn 486 dispone "Se considerara que una invencion tiene |
‘nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente versada en la

Materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia ni se |
hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica.”

1

'La solicitud en estudio reclama compuestos derivados de vitamina D3 sustituidos de
formula:

' |
|

OH

La anterioridad D1 ensefa los compuestos de formula:
!




Donde A es:

—C==C—. .—CH=CH—CH, ~—CH,——CH,—

|

}

con configuracion E |
|

La anterioridad D2 presenta un estudio sobre tres lineas celulares de carcmoma
prostatico: LNCaP, DU-145 y PC-3 a las cuales se les estudié la presencia de
receptores especificos para la molécula 1,25-dihidroxi-vitamina D3 (VDRs) poq
métodos de inmunocitoquimica, a fin de evaluar a profundidad el efecto de la
hormona sobre la proliferacion y diferenciacion celular. Para la medicion del efecto se;
| determinaron los niveles fisiologicos de 1,25(0OH),D3, encontrandose que:
efectivamente la presencia y alta afinidad del compuesto por los receptores VDR,
| inhibieron dramaticamente la proliferacion celular en las lineas LNCaP y PC-3. En el
. } caso de la linea celular DU-145, no obstante la alta afinidad por los receptores VDR, ,

7 _ la proliferacion no fue inhibida por las dosis del compuesto 125(OH)2D3
3 ’« suministradas.

HOY

En general y de acuerdo con el estudio se presenta una estimulacion dosis
dependiente en la produccion de las secreciones antigénicas prostaticas y |
especificas de la linea celular LNCaP cuando se administra el compuesto
1,25(0H),D3, hecho que demuestra la presencia de los receptores VDR en las tres |
lineas celulares de carcinoma prostatico humano y la actividad terapéutica |
antiproliferativa del compuesto 1,25(0OH),D3, lo cual pone de manifiesto la hipotesis

}
acerca del efecto benéfico de la vitamina D en los casos de riesgo de carcinoma
prostatico.

~ Laanterioridad D3 presenta un estudio comparativo relacionado con la actividad de
' analogos de vitamina D3 como el compuesto 1,25-dihidroxi-vitamina D3 cuando se
- suministra en lineas celulares de carcinoma prostatico. Dentro de los analogos de




; ‘1'??1’

’ |
vitamina D3 que fueron evaluados a través del presente estudio se encuentran los

‘ siguientes compuestos: "
& f.

; | ® \

| i

: M 1 25(0H)203 ,‘

. OH ,

OH v

: ’_

X MC-903

OH EB-1089
\ \

< . |
W ocT
OH

Ro24-2637

= CHy
Ro24-2287
16-en m

HaC OH
X:H

-
=2}
1
[1°]
]

Estructura Quimica de analogos de vitamina D3 X=0OH excepto en el compuesto
R024-2287 donde X =H

De acuerdo con los resultados reportados los compuestos citados presentan alta
afinidad por los receptores VDRs, hecho que permite inferir a una persona de nivel
medio versada en la materia técnica que compuestos sustituidos en la posicién 16
por cadenas carbonadas de mas de 5 atomos —caso particular de la solicitud objeto

del presente estudio — presentan resultados analogos en cuanto a la actividad
terapéutica.

Este hecho se corrobora cuando en el aparte descriptivo de la solicitud se mencionan ',
los ensayos clinicos que comprueban la actividad antiproliferativa, de los compuestos
de la invencion, sobre lineas celulares de carcinoma prostatico como LNCaP;

actividad medida a través del andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujoyla !
determinacion de la actividad de la telomerasa.

En este sentido es claro que se deriva del estado de la técnica el disefio de
compuestos con actividad anticancerigena y con estructura analoga a la vitamina D3,
si se conoce con antelacion que las células de carcinoma prostatico expresan en su
membrana celular receptores de tipo VDRs con caracter especifico para el metabolito
activo de la vitamina D y sus analogos. Lo anterior aunado al hecho de que existen
estudios clinicos como el que presenta la anterioridad D2, que revelan la actividad
farmacologica del analogo de vitamina D3 1,25(0H),D3, altamente afin a los
receptores VDRs y se estudia la anterioridad D3 que presenta ensayos clinicos con
analogos sintéticos de vitamina D3, como los citados en el aparte anterior, con
actividad anticancerigena, se corrobora el hecho de que los compuestos analogos
© presentados por la solicitud en estudio, que difieren en el nimero de atomos de
carbono presentes en el sustituyente de la posicion 16 y que mas exactamente ‘
+ presentan dos atomos mas en la cadena carbonada, son derivados del estado de la
{




|

. \7C
técnica y su disefio es producto de la combinacién de ensefianzas como Ias
reveladas por los documentos D2y D3, que en consecuencia afectan claramente Su
nivel inventivo.
Si bien es cierto que el documento D1 presenta compuestos que difieren en la cola
carbonada de la posicion 16, el mismo revela indicios y principios para el disefio de
moléculas analogas que presenten actividad anticancerigena por derivarse de la
estructura del dehidrocolecalciferol — analogo de la vitamina D -.
Lo anterior hace que los documentos citados puedan afectar el nivel inventivo de la
presente solicitud cuando se combinan las ensenanzas de la anterioridad D2 y D31 o
se estudia de forma separada la anterioridad D1. ‘i
En consecuencia los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se
encuentran afectados asi: 1

i

Reivindicaciones Requisito que
Documento
afectadas afecta

EP0325279 1a7

Nivel Inventivo

Articulo 1 1a7 Nivel Inventivo

Articulo 2 1a7

Nivel Inventivo

|
|
|
|
|
|
!

; En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad

Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta dias
contados a partir de la fecha de la 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.

|

rme a lo dispuesto en el numeral 5.2 literal e), del’
ircular Unica N° 10 de 2001

g Notifiquese el presente oficig
capitulo 5 del titulo prim

Jefe de la D|V|S|on de Nuevas Creaciones
e

?

)

!

Alix Carmenza Céspedes de Vergel ‘1
1

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha ¢ 2 S[ mﬁ

‘
!
|
|
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ABSTRACT
Data from epidemiological studies has suggested that vitamin D
deficiency may promote prostate cancer, although the mechanism is
not ynderstood. We have previously demonstrated the presence of
dtamin D receptors (VDR) in three human prostate carcinoma cell
nes(LNCaP, PC-3, and DU-145} as well as in primary cultures of
stromal and epithelial cells derived from normal and malignant pros-
tate tissues. We have also shown that 1,25-dihydroxyvitamin D,
[1,25{(OH),D,] can elicit an antiproliferative action in these cells. In
the present study we compared the biological actions of 1,25-(OH),D;
to thpse of a series of natural vitamin D; metabolites and several
synt}?etic analogs of vitamin D, known to exhibit less hypercalcemic
activity in viwo. In ligand binding competition experiments, we dem-
onstrated the following order of potency in displacing (*HI1,25-
(OH),Dy from VDR: EB-1089 > 1,25-(OH),D; > MC-903 > 1,24,25-
(OH)F,D3 > 22-oxacalcitriol (OCT) > 1a,25-dihydroxy-16-ene-
cholecalciferol (R024-2637) > 25-hydroxyvitamin D, with EB-108%
being ~2-fold more potent than the native hormone. No competitive
activity was found for 25-hydroxy-16,23-diene-cholecalciferol. When
compared for ability to inhibit proliferation of LNCaP cells, MC-903,
EB-1089, OCT, and Ro24-2637 exhibited 4-, 3-, 3-, and 2-fold greater

i

inhibitory activity than 1,25-(OH),D;. Interestingly, althobgh OCT
and Ro24-2637 exhibit, respectively, 10 and 14 times lower affinity
for VDR than 1,25-(OH),D;, both compounds inhibited the prolifer-
ation of LNCaP cells with a potency greater than that of the native
hormone. The relative potency of vitamin D, metabolites and analogs
to inhibit cell proliferation correlated well with the ability of these
compounds to stimulate prostate-specific antigen secretion by LNCaP
cells as well as with their potency to induce the 25-hydroxyvitamin
D;-24-hydroxylase messenger RNA transcript in PC-3 cells.

In conclusion, these results demonstrate that synthetic ‘nalogs of
vitamin D,, known to exhibit reduced calcemic activity, can elicit
antiproliferative effects and other biological actions in LNCaP and
PC-3 cell lines. It is noteworthy that although binding to VDR is
critical for 1,25-(OH),D, action, the analog data indicate that addi-
tional factors significantly contribute to the magnitude of the biolog-
ical response. Finally, the strong antiproliferative effects of several
synthetic analogs known to exhibit less calcemic activity than 1,25-
(OH),D, suggest that these compounds potentially may be useful as
an additional therapeutic option for the treatment of prostate cancer.
(Endocrinology 136: 20-26, 1995) 7

i

|

‘[HE ACTIVE hormonal form of vitamin D, 1¢,25-dihy-

; droxyvitamin D, [1,25-(OH),D;l, exerts its actions via
specific intracellular vitamin D receptors (VDR) to modulate
gené expression in a fashion analogous to the classical steroid
horr‘rones (1). In addition to being the major regulator of
calcium homeostasis in the body (2, 3), current findings in-
dica#e that 1,25-(OH),D; is an important modulator of cel-
lular proliferation and differentiation in a number of normal
and malignant cells (4, 5). We have recently reported the
presence of VDR in three established prostate cancer cell
lines, LNCaP, DU-145, and PC-3, as well as in primary cul-
ture$ derived from normal, benign prostatic hyperplasia, and
prostate cancer tissues (6, 7). 1,25-(OH),D; mediates impor-
tant biological functions in these cells, including antiprolif-
erative and differentiating actions (6, 7). Such activity has the
potential to be useful therapeutically. Recently, a number of
vitaxz'nin D synthetic analogs have been developed that retain
potentially useful properties of 1,25-(OH),D,, but exhibit less

Réceived [uly 29, 1994.

Address all correspondence and requests for reprints to: Dr. David
Feldiman, Division of Endocrinology, Stanford University School of
Medjcine, Room S$-005, Stanford, California 94305-5103.

* This work was supported by grants from the NIH (DK-42482 and
DK-4755] ), the American Institute for Cancer Research, and the Lucas
Foundation.

20

calcemic activity in vivo (8-16). In the present study, we
compared the potency of a series of synthetic analogs of
1,25-(OH),D; to that of 1,25-(0OH),D; and its naturally oc-
curring metabolites. We examined the following properties:
1) binding affinity for VDR, 2) inhibition of cell proliferation,
3) stimulation of prostate-specific antigen (PSA) secretion by
LNCaP cells (employed as a marker of cellular differentia-
tion), and 4) induction of 25-hydroxyvitamin D,-24-hy-
droxylase (24-hydroxylase) messenger RNA (mRNA) by
PC-3 cells (as a measure of a vitamin D-specific biological
response). As will be described in this paper, the analogs
include molecules with higher binding affinity and po-
tency than 1,25-(OH),D; itself, raising the possibility of
achieving therapeutically useful activity in vivo with less
risk of hypercalcemia. '

Materials and Methods

[

Materials !

12,25-(OH),-’HID, (SA, 102 Ci/mmol) was obtained frdm Amer-
sham Chemical Co. (Arlington Heights, IL). Nonradioactive 1,25-
(OH),D;, 24,25-(OH),D;, 1,24,25-(OH),D,, 250HD, 1a,25—dihydroxy-
16-ene-cholecalciferol (Ro24-2637), and 25-hydroxy-16,23-diene-chole-
calciferol (Ro24-2287) were the generous gifts of Dr. M. Uskokovic
(Hoffman LaRoche Co., Nutley, NJ). 1a,245-Dihydroxy-22-28,26,27-cy-
clopropylvitamin D, (Calcipotriol, MC 903) and 1¢,25-dihydroxy-22,24-

!
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El juez examinara la pretension y debera rechazarla si quien la promueve no es victima o esta
acreditado el pago efectivo de los perjuicios y este fuere la Unica pretension formulada. La
decision negativa al reconocimiento de la condicion de victima sera objeto de recurso de
impugnacion en los términos de este cédigo.

Admitida 1a pretension el juez la pondra en conocimiento del declarado penalmente
responsable y acto seguido ofrecera la posibilidad de una conciliacion que de prosperar dara
término al incidente y lo alli acordado se incorporara a la sentencia. En caso contrario el juez
fijara fecha para una nueva audiencia dentro de los ocho (8) dias siguientes para intentar
nuevamente la conciliacion y de no lograrse el declarado penalmente responsable debera
ofrecer sus propios medios de prueba.

Articulo 104, Audiencia de pruebas y alegaciones. El dia y hora sefnalados el juez realizaré
fa audiencia, la cual iniciard con una Invitacion a los intervinientes a conciliar. De lograrse el
acuerdo su contenido se incorporara a la decision. En caso contrario, se procedera a la practica
de la prueba ofrecida por cada parte y se oira el fundamento de sus pretensiones.

Paragrafo. La ausencia injustificada del solicitante a las audiencias de este tramite implicara el
desistimiento de la pretension, el archivo de 1a solicitud, y la condenatoria en costas.

Si injustificadamente no compareciere el declarado penalmente responsable se recibird la
prueba ofrecida por los presentes y, con base en ella, se resolvera. Quien no comparezca,
habiendo sido citado en forma debida, quedara vinculado a los resultados de la decision del
incidente.

Articulo 105. Decision de reparacién integral. En [a misma audiencia el juez adoptard la
decisién que ponga fin al incidente, la cual se incorporara a la sentencia de responsabilidad
penal.

Articulo 106. Caducidad. La solicitud para la reparacion integral por medio de este
procedimiento especial caduca treinta (30} dias después de haberse anunciado el fallo de
responsabilidad penal.

Articulo 107. Tercero civilmente responsable. Es la persona que segun la ley civil deba
responder por el dafio causado por la conducta del condenado.

El tercero civilmente responsable podra ser citado o acudir al incidente de reparacion a solicitud
de la victima del condenado o su defensor. Esta citacion debera realizarse en la audiencia que
abra el tramite del incidente.

Articulo 108. Citacion del asegurador. Exclusivamente para efectos de la conciliacién de que
trata el articulo 103, la victima, el condenado, su defensor o el tercero civilmente responsabie
podran pedir la citacion del asegurador de la responsabilidad civil amparada en virtud del
contrato de seguro validamente celebrado, quien tendra la facuitad de participar en dicha
conciliacion.

-
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ACTION OF VITAMIN D; ANALOGS ON PROSTATE CANCER

i

diene-24,26,27-trihomovitamin D, (EB-1089) were kindly donated by Dr.
Lise Bipderup (Leo Pharmaceutical Products, Ballerup, Denmark). 22-
Oxa-14,25-(OH),D; (22-oxacalcitriol, also known as OCT) was gener-
ously cpntributed by Chugai Pharmaceutical (Tokyo, Japan). The chem-
ical structures of the vitamin D analogs are shown in Fig. 1. Aprotinin,
pepstatin, soybean trypsin inhibitor, and the random primed DNA
labeling kit were purchased from Boehringer Mannheim Biochemicals
{Indianapolis, IN). Tissue culture media were purchased from Gibco
(Grand Island, NY). All other reagents, except where indicated, were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Cell c#ltures

Hurhan prostate carcinoma LNCaP and PC-3 cells, obtained from
Ameri¢an Type Culture Collection (Rockville, MD) were routinely cul-
tured in T-75 flasks in RPMI-1640 medium (Gibco) supplemented with
5% fetal bovine serum (FBS) at 37 C in a humidified atmosphere of 5%
CO, in air.

: VDR binding analysis

Jor binding experiments, cell monolayers grown to near confluence
in T-73 flasks were rinsed twice with ice-cold PBS and harvested by
scraping with a rubber policeman without prior trypsinization. After an
initial wash in PBS, cell pellets were resuspended in KTEDM buffer {300
mm KCl, 10 mm Tris-Cl (pH 7.4), 1.5 mm EDTA, 1 mm dithiothreitol, and
10 mM sodium molybdate] containing a protease inhibitor cocktail (10
ug/mlsoybean trypsin inhibitor, 1 pg/mlleupeptin, 2 ug /ml pepstatin,
and 1 jig/ml aprotinin). Cells were disrupted by sonication while cool-
ing on ice. The sonicate was centrifuged at 207,000 X g for 35 min at 4
Ctoofjtain a soluble extract used for binding studies. In a typical binding
experiment, 200 ul soluble extract (1-2 mg protein/ml) were incubated
with a 1-nM concentration of [*HJ1,25-(OH},D; and increasing concen-
tratioris of metabolites and /or analogs (0.01-100 nm) for 16-20 h at 4 C.
Bound and free hormones were separated by the hydroxylapatite
method (17). The protein concentration was measured by the method of
Bradftird (18). Specific binding was calculated by subtracting nonspecific
binding obtained in the presence of a 250-fold excess of radioinert
1,25-(OH),D, from the total binding measured in the absence of ra-
dioindrt steroid.

)

Assai! of cell proliferation

Cell proliferation was assessed by measurement of attained cell mass
'singian assay of DNA content, as described previously (6). LNCaP cells
ere seeded in six-well tissue culture plates (Becton Dickinson Co.,
Lincoln Park, NJ) at a density of about 50,000 cells/well in 3 ml RPMI-

1,25(0H);D3
oH
M MC-903
Y\\/\/<°” £8-1089
)
\/\gou ocT
16-ene oH  Ro24-2637
7
16-ene OH R024-2287
XoH

Fic. 1. Chemical structure of vitamin D, analogs. X = OH except
Ro24-2287 where X = H.

- D8
Y5

l
1640 containing 5% FBS. After incubation for 48-72 h, the medium was

replaced, and cells were treated with vehicle (ethanol; final coficentra-
tion, 0.1%), 1.25-(OH),D,, vitamin D, metabolites, or analogé in the
concentration range of 0.01-100 nM. The medium containing vehicle or
test compounds was subsequently changed every 3 days during the
course of the experiment. At the appropriate time points, cell mono-
layers were washed with PBS and precipitated with ice-cold 5% tri-
chloroacetic acid. After a final wash with 100% ice-cold ethanol; the cell
pellet was solubilized using 0.2 N sodium hydroxide, and the DNA
content was determined using the diphenylamine assay of Burton (19).

Cellular differentiation

|
The LNCaP cell line is known to express I’SA, which was asLayed as
a marker of cellular differentiation (6). To determine the effect of 1,25-
(OH),D, metabolites and analogs on PSA production, cells were seeded
in six-well tissue culture plates at a density of ~-50,000 cells/well, as
described above. After incubation for 48-72 h, the medium|was re-
placed, and cells were treated with vehicle or the indicated compounds.
At the appropriate time points, the media from cultures were femoved
and stored at —20 C for PSA analysis. Remaining cell monolaygrs were
solubilized as described above for determination of DNA content. PSA
was measured in the conditioned medium by an automated ass’ay using
a Chemiluminescence System (ACS 180, Ciba-Corning, Medfield, MA)
(20), with a Jower limit of detection of approximately 1 ng/ml. Results

are expressed as nanograms of PSA per ug DNA. ;

|

24-Hydroxylase mRNA induction ’

PC-3 cells grown to near confluence in T-75 flasks in RPMI-1640-5%
FBS were treated with vehicle (ethanol; final concentration, 0.1%) or the
indicated compounds (0.1-100 nm). After 6 h of treatment, total cellular
RNA was isolated by the guanidinum thiocyanate precipitation method
(21), and 10 pg were subsequently fractionated by electrophoresis on 1%
agarose-0.66 M formaldehyde-containing gels. A RNA ladder [0.24-9.5
kilobases (kb); BRL, Gaithersburg, MD] was used to determine the size
of the RNA. Fractionated RNA was transferred to nylon (Hybond-N,
Amersham Chemical Co., Arlington Heights, IL) by capillary action in
10 X SSC (1 X SSC = 150 mm sodium chloride and 15 mM sodiuin citrate,
pH 7) at room temperature. After transfer and baking, the nylon blots
were hybridized at 55 C with a random primed **P-labeled 1.3-kb Accl-
Kpnl fragment of the rat 24-hydroxylase complementary DNA probe
(22). To control for RNA sample loading and transfer, Northern blots
were also hybridized at 55 C with a **P-labeled 0.9-kb EcoRI fragment
of the human complementary DNA for the ribosomal proteingene L7.
In several systems, L7 mRNA levels have been shown not to chA_nge with
the cell cycle, serum stimulation, or physiological state (23, 24). Blots
were exposed to Kodak XAR film (Eastman Kodak, Rochestdr, NY) at
—80 C and developed. The pixel intensity of each 24-hydroxylase or L7
band was determined by scanning with a computing derjitometer
(model 300, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA), and the data were
integrated using the scanner software. 24-Hydroxylase mRNA levels
were then indexed to the corresponding levels of L7 mRNA.:

|
Results ‘

Ability of 1,25-(OH),D, and analogs to compete with
(*H]1,25-(OH),D, for VDR-binding sites in LNCaP qells

The ability of a series of natural metabolites and synthetic
analogs of 1,25-(OH),D; to bind to the VDR of LNCaP cells
was assessed in competition experiments with [;’H]],25-
(OH),D;,. As shown in Fig. 2A, 1,25-(OH), D, has thé highest
affinity of the natural metabolites, competing for 50% of the
sites at a concentration of approximately 2 nm under the
conditions of this experiment. 1,24,25-(OH);D; and 250HD
were approximately 3- and 63-fold less potent then the native
hormone, respectively, whereas 24,25-(OH),D; reached only
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imputacién hasta antes de iniciarse el juicio oral, con base en los motivas existentes al tiempo
de su formulacion. El juez que conozca del asunto resolvera de plano.

Articulo 98. Autorizaciones especiales. El juez podra autorizar que se realicen operaciones
mercantiles sobre los bienes descritos en el articulo anterior, cuando aquellas sean necesarias
para el pago de los perjuicios. lgual autorizacion procederd para los bienes entregados en
forma provisional. El negocio juridico deberd ser autorizado por el funcionario, y el importe
debera consignarse directamente a 6rdenes del despacho judicial.

Cuando la venta sea necesaria en désarrollo del giro ordinario de los negocios del sindicado o
esté acreditada la existencia de bienes suficientes para atender una eventual indemnizacion, se
podra autorizar aguella.

Articulo 99. Medidas patrimoniales a favor de las victimas. El fiscal, a solicitud de!
interesado, podra:

1. Ordenar la restitucion inmediata a la victima de los bienes objeto del delito que hubieren sido
recuperados.

2. Autorizar a la victima el uso y disfrute provisional de bienes que, habiendo sido adquiridos de
buena fe, hubieran sido objeto de delito.

3. Reconocer las ayudas provisionales con cargo al fondo de compensacion para las victimas.
Articulo 100 . Afectacion de bienes en delitos culposos. En los delitos culposos, los
vehiculos automotores, naves o aeronaves o cualquier unidad montada sobre ruedas y los
demas objetos que tengan libre comercio, una vez cumplidas dentro de los diez (10) dias
siguientes las previsiones de este codigo para la cadena de custodia, se entregaran
provisionalmente al propietario, poseedor o tenedor legitimo, salvo que se haya solicitado y
decretado su embargo y secuestro.

Tratandose de vehiculos de servicio publico colectivo, podran ser entregados a titulo de
deposito provisional al representante legal de la empresa a la cual se encuentre afiliado con la
obligacién de rendir cuentas sobre Io producido en el término que el funcionario judicial
determine y la devolucion cuando asi lo disponga. En tal caso, no procedera la entrega hasta
tanto no se tome decision definitiva respecto de ellos.

La entrega sera definitiva cuando se garantice el pago de los perjuicios, o se hayan embargado
bienes del imputado o acusado en cuantia suficiente para proteger el derecho a la
indemnizacién de los perjuicios causados con el delito.

CAPITULO IV
Del ejercicio del incidente de reparacion integral

Articulo 101. Suspension y cancelacion de registros obtenidos fraudulentamente. En
cualquier momento y antes de presentarse la acusacion, a peticion de ia Fiscalia, el juez de
control de garantias dispondra la suspensién del poder dispositivo de los bienes sujetos a
registro cuando existan motivos fundados para inferir que el titulo de propiedad fue obtenido
fraudulentamente.

En la sentencia condenatoria se ordenara la cancelacién de los titulos y registros respectivos
cuando exista convencimiento mas alla de toda duda razonable sobre las circunstancias que
originaron la anterior medida.

Lo dispuesto en este articulo también se aplicara respecto de los titulos valores sujetos a esta
formalidad y obtenidos fraudulentamente.

Si estuviere acreditado que con base en las calidades juridicas derivadas de los titulos
cancelados se estan adelantando procesos ante otras autoridades, se pondra en conocimiento
la decision de cancelacion para que se tomen las medidas correspondientes.

Articulo 102. Procedencia y ejercicio del incidente de reparacion integral. Emitido el
sentido del fallo que declara la responsabilidad penal del acusado y, previa solicitud expresa de
fa victima, o del fiscal o del Ministerio PuUblico a instancia de ella, el juez fallador abrird
inmediatamente el incidente de reparacién integral de los dafios causados con la conducta
criminal, y convocara a audiencia publica dentro de los ocho (8) dias siguientes.

Cuando la pretension sea exclusivamente econémica, solo podra ser formulada por la victima
directa, sus herederos, sucesores o causahabientes.

Articulo 103. Tramite del incidente de reparacion integral. Iniciada la audiencia el
incidentante formulara oralmente su pretensién en contra del declarado penalmente
responsable, con expresion concreta de la forma de reparacion integral a la que aspira e
indicacion de las pruebas que hara valer.
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| TABLE 1. Effect of vitamin D, metabolites and synthetic analogs
2 A on receptor binding, cell proliferation, stimulation of PSA
:g production, and induction of 24-hydroxylase ‘
i

2 —m- 1.25(0H),0, EDsq (o) !
IS Analog — :
§ —o- 25(0H)D, VDR Proliferation PSA 24-Hydro?(yase
a 24,25(0H), D, 1,25-(0OH),D, 1.6 2.0 1.1 4.2
g - s 250HD, 100 NR NR NR
3 —e— 1,24.25(0H),0, 24,25-(OH),D, NR NR NR NR
bl 1,24,25-(OH),D; 5.0 10.5 8.0 5.4
2 MC-903 4.0 0.5 0.2 1.1

|0 e . T EB-1089 0.8 0.7 0.3 7

e 1 10 100 1000 OCT 16 0.7 04 7.0
;17 Ro24-2637 22° 0.9 0.7 3.0
3 B Ro24-2287 NR® NR NR NR

100 —m- 125(0H),D, - -

g VDR binding analysis, cell proliferation and PSA production were
£ 80 -o— OcT estimated using LNCaP cells, and induction of 24-hydroxylase mRNA
B MC-003 using PC-3 cells, as described in Materials and Methods. EDy,, Ef-
g 60 il fective dose achieving 50% of the maximal response; NR, EDg, not
£ —+— EB-1089 reached at 100 nM. |
% 40] O Ro242637" Estimated using rat intestine. )
3 .
g 20 -O— Ro24-2287° Ability of 1,25-(OH),D, and analogs to inhibit proltferatzon
| 0 e — * rat intestine of LNCaP cells
S ! Anm:; ™) 100 1000 The ability of a series of natural metabolites and sykthetlc

i: FiG. 2 Competmon binding analysis of VDR by specific [*H11,25-
% (OH)2I?3 binding in the LNCaP human prostate carcinoma cell line.
4¢ 1 Cells were grown in RPMI-1640-5% FBS to near confluence, as de-
£ scnbeg,m Materials and Methods. Soluble extracts were prepared in
R KTEDM buffer at 4 C and incubated for 16-20 h in the presence of
1: 0 1nm([3HIL,25-(OH),D, with or without a 250-fold excess of radioinert
4% . hormope. Specific binding was measured by the hydroxylapatite
method. A, Competition for VDR by naturally occurring metabolites
~of 1,25-(OH),D4. B, Competition for VDR by synthetic analogs of
1,25-(QH),D;. Values shown are means from four to six experiments
performed in duplicate.

about 20% competition for VDR at a concentration of 100 nm.
. As shown in Fig. 2B, EB-1089 was approximately 2-fold more
4 potent than 1,25-(OH),D, as a competitor for VDR. In con-
 ast,: MC-903, OCT, and Ro24-2637 exhibited 2.5-, 10-, and

~fold lower binding affinities for the VDR than 1,25-
(OH)%D3, respectively (Fig. 2B). In addition, Ro24-2287 was
relatively inactive in this binding assay. The binding poten-
cies of the natural and synthetic analogs relative to that of
1,25-(OH),D; are summarized in Table 1.

It is important to note that we were unable to determine
the competition profile for two analogs, Ro24-2287 and
R024-2637, when using cytosol from LNCaP cells. Under all
conditions studied, both compounds caused an artificially
high nonspecific binding of [°H]1,25-(OH),D,, which could
not he displaced by using a 10,000-fold excess of radioinert
hormone. The same phenomenon was also observed when
cytosol from MCF-7 human breast cancer cells was used for
competition studies. Interestingly, such a phenomenon was
not ¢bserved when rat intestine (binding capacity, 200-400
fmol/mg protein) was used as a source of VDR. The expla-
natu‘»n for this is not known. In attributing the binding po-
tency for these two analogs, we used their relative affinities
for ihtestinal VDR as an estimate. The relative binding af-
finities of the various other metabolites and analogs were
similar in LNCaP cells and intestine (data not shown).

analogs of 1,25-(OH),D; to inhibit the growth of LNC4P cells
was assessed in cell proliferation experiments. As shown in
Fig. 3A, 1,25-(OH),D; had the greatest potency of the natural
metabolites, inhibiting 50% growth at approximately 1 nM.

120
A b
100 |
3 —m- 1.25(0H),D,
§ 80
: o 25(0H)D,
= 60
& —a— 24,25(0H),D,
g 40 .
3 —o— 1,2425(0H),0,
& 2] j
;
o M | s - ) Ll
0.001 0.01 01 1 10 100 1000 |
120
B
A]m - 1.25(0”)203’
g
§ 804 -e— OCT
o
—i— MC-903
£
3 —— EB-1089
5 40 g
3 -0~ R024-2637
& 2] ~O~ R024-2287
o | gl Y LA G :
0.001 001 01 1 10 100 1000 f
Analog (nM)
Fic. 3. Dose-response effect of 1.25-(OH),D; metabolites (A)jand syn-

thetic analogs (B) on the proliferation rate of LNCaP cells. Cells were
seeded in six-well tissue culture flasks at a density of ~50,000 cells/
well in RPMI-1640-5% FBS. After the 72-h incubation allowed for
stabilization and cell attachment, the media were replaced, and cells
were treated for 6 days with either vehicle alone or the {ndicated
concentrations of the indicated compounds. The proliferation rate was
assessed by determination of DNA content, as described in Materials
and Methods. Values shown are means from two to four experiments
performed in duplicate. |
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CAPITULO Il
Medidas cautelares

Articulo 92. Medidas cautelares sobre bienes. E| juez de control de garantias, en la
audiencia de formulacién de la imputacién o con posterioridad a ella, a peticion del fiscal o de
las victimas directas podré decretar sobre bienes del imputado o del acusado ias medidas
cautelares necesarias para proteger el derecho a fa indemnizacion de los perjuicios causados
con el delito.

La victima directa acreditara sumariamente su condicién de tal, la naturaleza del dano recibido
y la cuantia de su pretension.

El embargo y secuestro de los bienes se ordenara en cuantia suficiente para garantizar el pago
de los perjuicios que se hubieren ocasionado, previa caucion que se debe prestar de acuerdo
al régimen establecido en el Codigo de Procedimiento Civil, salvo que la solicitud sea
formulada por el fiscai o que exista motivo fundado para eximir de ella al peticionante. El juez,
una vez decretado el embargo y secuestro, designara secuestre y adelantara el tramite
posterior conforme a las normas que regulan la materia en el Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando las medidas afecten un bien inmueble que esté ocupado o habitado por el imputado o
acusado, se dejara en su poder a titulo de deposito gratuito, con el compromiso de entregarlo a
un secuestre 0 a quien el funcionario indique si se profiere sentencia condenatoria en su
contra.

Paragrafo. En los procesos en los que sean victimas los menores de edad o los incapaces, el
Ministerio Publico podré solicitar el embargo y secuestro de los bienes del imputado en las
mismas condiciones sefialadas en este articulo, salvo la obligacion de prestar caucion.

Articulo 93. Criterios para decretar medidas cautelares. El juez al decretar embargos y
secuestros los limitara a lo necesario, de acuerdo con las reglas establecidas en el Codigo de
Procedimiento Civil.

El juez a solicitud del imputado, acusado o condenado, debera examinar la necesidad de las
medidas cautelares vy, si lo considera pertinente, sustituirlas por otras menos gravosas o
reducirlas cuando sean excesivas.

Articulo 94. Proporcionalidad. No se podran ordenar medidas cautelares sobre bienes del
imputado o acusado cuando apareztan desproporcionadas en relacion con la gravedad del
dafio y la probable sentencia sobre la pretension de reparacion integral o tasacion de
perjuicios.

Articulo 95. Cumplimiento de las medidas. Las medidas cautelares se cumpliran en forma
inmediata después de haber sido decretadas, y se notificaran a la parte a quien afectan, una
vez cumpilidas. ‘

Articulo 96. Desembargo. Podra decretarse el desembargo de bienes, cuando el imputado
preste caucion en dinero efectivo o mediante poliza de compania de seguros o garantia
bancaria, por el monto que el juez sefiale para garantizar el pago de los dafios y perjuicios que
llegaren a establecerse, como de las demas obligaciones de contenido econdmico a que
hubiere lugar. '

La caucion en dinero efectivo se considerard embargada para todos los efectos legales.
Sefalado el monto de la caucién, el interesado debera prestarla dentro de un término no mayor
de veinte (20) dias contados a partir de la fecha en que se impuso.

Cuando se profiera preclusion o sentencia absolutoria se condenara al peticionario temerario a
pago de los perjuicios que con la practica de las medidas cautelares se hubieren ocasionado a
imputado.

Articulo 97. Prohibicién de enajenar. El imputado dentro dei proceso penal no podrd
enajenar bienes sujetos a registro durante los seis (6) meses siguientes a la formulacién de la
imputacion, a no ser que antes se garantice la indemnizacién de perjuicios o haya
pronunciamiento de fondo sobre su inocencia.

Esta obligacion debera ser impuesta expresamente en la audiencia correspondiente. Cualquier
negociacion que se haga sobre los bienes sin autorizacion del juez sera nula y asi se debera
decretar.

Para los efectos del presente articulo el juez comunicara la prohibicién a la oficina de registro
correspondiente.

Lo anterior sin perjuicio de los negocios juridicos realizados con anterioridad y que deban
perfeccionarse en el transcurso del proceso y de los derechos de los terceros de buena fe,
quienes podran hacerlos valer, personalmente o por intermedio de abogado dentro de una
audiencia preliminar que debera proponerse, para ese Unico fin, desde la formulacién de la
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The growth inhibition exhibited by the other natural metab-
olites was roughly proportional to their ability to compete for
the VDR. As shown in Fig. 3B, the synthetic analogs were all
potent inhibitors of proliferation, except for Ro24-2287,
which had minimal binding affinity for the VDR. Compared
to 1,25-(OH), D5, MC-903, EB-1089, OCT, and Ro24-2637 ex-
hibited 4-, 3-, 3-, and approximately 2-fold greater antipro-
liferative activity than the native hormone (Table 1).

Ability of 1,25-(0OH),D; and analogs to stimulate PSA
secretion by LNCaP cells

We next examined the ability of natural metabolites and
synthetic analogs to stimulate PSA production by LNCaP
cells! PSA fulfills the classic definition of a differentiation
marker because it is made specifically by the specialized
secretory luminal cells of normal prostatic epithelium. As
~hown in Fig. 4A, treatment of LNCaP cells with 1,25-

H),D; resulted in a dose-dependent stimulation of PSA
secrétion, as expressed per ug DNA. 1,24,25-(OH);D; exhib-
ited ,~7-fold lower potency than 1,25-(OH),D;, whereas
250HD and 24,25-(OH),D; were relatively inactive. As
shown in Fig. 4B, with the exception of R024-2287, which
had the lowest binding affinity and did not inhibit the pro-
liferation of LNCaP cells, all other synthetic analogs em-
ployed in the present study stimulated the production of PSA

;%0
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! § 250
| §200— -m- 1.25(0H),D,
$ 150 o 25(0HD,
: § k- 24,25(0H),0,
§100
a —o— 1,24,25(0M),D,
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1 o bl ! g tal o
! 0.001 001 01 1 10 100 1000
[ 300
B
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I g
8 200 - OCT
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8 150
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gtooi -0 R024-2637
L
£ s04 ~O- R024-2287
|
0 AU BIALUL IR | ™
0001 00t 01 1 10 100 1000

Analog (nM)

Fic.. 4. Dose-response effect of 1,25-(OH),D, metabolites (A) and syn-
thetic analogs (B) on PSA secretion by LNCaP celis. After the 72-h
incubation allowed for stabilization and cell attachment, the medium
was replaced, and cells were treated for 6 days with either vehicle
alone or the indicated concentrations of the indicated compounds.
Then, the medium was removed, and PSA and DNA content was
‘measured as described in Materials and Methods. The results are
expressed as nanograms of PSA per g DNA and are presented as a
pergentage of control cells treated with vehicle alone. The values
shown represent the mean * sD from two experiments performed in
duplicate.
|

e

by LNCaP cells with potency proportional to their al?ility to ' } a‘

inhibit proliferation of LNCaP cells (Table 1).

Ability of 1,25-(OH),D, and analogs to stimulate 24-i
hydroxylase mRNA induction in PC-3 cells ,

To examine another marker of 1,25-(OH),D; action, we
chose to assess the induction of 24-hydroxylase mRNA. As
this response to 1,25-(OH),D; is not exhibited by LNCaP cells
(6), we performed these experiments with PC-3 cells, another
human prostate cancer cell line that has VDR and is‘?growth
inhibited by 1,25-(OH),D; (6). As shown in Fig. 5A, of the
natural metabolites, only 1,25-(OH),D; and 1,24,25-(OH);D,
were able to induce 24-hydroxylase mRNA transcript in a
dose-dependent manner. When autoradiography da;ta were
analyzed by laser densitometry, 1,25-(OH),D; and '1,24,25-
(OH);D; were almost equipotent in 24-hydroxylase mRNA
induction (Table 1). As in the previous experiments,250HD
and 24,25-(OH),D; were inactive up to a concentration of 100
nuM (Fig. 5A and Table 1). As shown in Fig. 5B, the synthetic
analogs, MC-903, OCT, Ro24-2637, and EB-1089, were po-
tent inducers of 24-hydroxylase mRNA. When qué_ntitated
by laser densitometry, MC-903 exhibited about 3-fold greater
potency than 1,25-(OH),D;, whereas OCT, R024-2637, and
EB-1089 had approximately equal potency to the native hor-
mone (Table 1). Once again, Ro24-2287, which previously
failed to bind to VDR, inhibit proliferation, or stimulate PSA
secretion by LNCaP cells, was unable to exhibit agonist po-
tency in 24-hydroxylase induction when tested up {o a con-
centration 100 nm (Fig. 5B and Table 1).

i
Discussion i

Previous studies have shown that some synthetid analogs
of vitamin D, although exhibiting less calcemic activity, may
be equal or even more potent than 1,25-(OH),D; as inhibitors
of the proliferation and differentiation of various malignant
and nonmalignant cells, both in vitre and in vivo (9, 10, 13,
25-31). In this paper, we compared the biological activity of
1,25-(OH),D; with that of a series of naturally aoccurring
vitamin D metabolites and several synthetic analogs on LN-
CaP and PC-3 human prostate carcinoma cells in vjtro. MC-
903 (introduction of a double bond at C,,, a hydroxyl group
at C,,, and cyclopropyl modification of the side-chain), EB-
1089 (introduction of two double bonds at C,, ,4 and three
additional hydroxyl groups), and OCT (substitution of an
oxygen atom for the methylene group at C,,) were the three
analogs with modification of the side-chain, whereas Ro24-
2637 and Ro24-2287 both had modifications of tﬂe D-ring
(double bond at C,4), and there was a deletion of the la-
hydroxyl group in the former and introduction of the double
bond at C,; in the latter. The biological potencies \jere com-
pared in VDR ligand binding assays as well as three tests of
functional responsiveness: inhibition of cell proliferation,
stimulation of PSA secretion, and induction of 24-hydroxy-
lase mRNA. i

As summarized in Table 1, ligand competitioh experi-
ments demonstrated the following order of potency of nat-
urally occurring metabolites of vitamin D; in displacing
[*H]1,25-(OH),D; from VDR: 1,25-(OH),D; > 1,24,25-

Downloaded from endo.endojournals.org on September 12, 2005

|

(ST



B
F
:

EaN

i
| 1 % J

gq ! ACTION OF VITAMIN D, ANALOGS ON PROSTATE CANCER vt i s R

A 1.25{0H),0y 25{0H)30  24,25(0H);D4 25(0H}U, ] , ?3

¥ 1 r ¥ ¥ 1

kb 0 01 1 10 100 1 10 100 10 100 10 100 nM ‘
Froos, Dose respovse effect of 1.25- 146 e .
D DL metabolites 1A and synthetic |
anafogs (B on 25 hydraxyvitamin L 340 e .
2i-hvdroxylase expressinn i + hu-
syt priaion i the by < 24(0H)ase |
niany prostate carcinoma PC-3 cell Hine, 537 _

Cellk grown in T-73 flasks to shout .
o earfineney were trealed with ve-
hictgor with indieated concentrations of
12700 LD, natoral melabolites or
avnfhetic analy Afrer & h of treat-

i

-tz |

S e o S

met. fotal RNA wies exivacted and sub- 0.24  ce |
Feepd Lo Nerthern blob analyais, a8 de-
~t‘n§wd e Meaterials cad Methods, A '
and B Two seetinns of the sume gel: the B ocY £B-1089 MC-903 R024-2637 R024-2287
Bl was simudtancousty probed for ex- r 1T 1 r ¥ f T 1
preision of the LT riboseomal protein kb 61 v 1001 1t W 01 ¥ W0 t 10 100 10 100 nM ]
gene ag a conerol for RNA Ioading and 7.46 j
trafisfer, The pivel intensity of cach 24- A
}':{:‘n\‘_\l:uv wr L7 hand was scamned by 440
waiputing  densitomuter fmodel 300, ' - i
Mafecular Dyiamicst and the data -4— 24{0OH)-ase
\wiA inteurated by scanmer \Oft\\.lu. 237 I
undl indexedd 1o the corvesponding levels
nt'i[? mRNA 1.35
il
: 6.26 — !
} i
DD 230HD - 2025 OHLD A similay pattern of The tack of direct correlation between the bindin{; Meinity

biplogical responsiveness was observed when natural me-
ﬂwh( s were used to inbibit proliferation and stimudate PSA
secretion by LNCaP cells as well as to induce 24-hydroxylase
m‘l\l\JA transcript by PC-3 colls. As a general rule, one might
eypect that the VDR binding potency would predict the
magnitude ot the functional response. In general, thiswas the
case for nabural metabolites, However, although binding to
VDR correlated svith biological responses in some cases, a
nhimber of exceptions were found when synthetic analogs
were tested. As expected, Ro24-2287, which was a very weak
Binder to thie VIR, had a low potency in o)l fune tional BESHRIG
cinplovaed. EB-HI8Y w as about 2-fold more potent than 1 25

FOAL s inbinding ond was proportionally wore potent then
tTw native hormone in the ihrvo functional responses tested.
i\m the case of the naturallv oceurring metabolites, binding
}fotcm v predicted functional m\pmm‘ In contrast, MC-903,
QCT, and Ro2i-2637, which exhibited approximately 2.5,
10-, and l- fold lower affinity for VDR than L25-(OH),D,,
L inhibited the proliferation Of LNCat” cells with a potency
2 to d-told greater then the native hormone, respectively. In
the experiments in which stimulation of PSA was measured,
these compounds exhibited 2- to 5-{old greater activity then
FAS-{OH VD

finteresting yl\ W the natarally veenrring metabolites of vi-
famin 1 ‘imt Wwe uahmud only 1,25 ¥ 2Dy and 1,24,25-
{OHRKD, were able to induce 2-«1~l}pila).\}ﬁld>@ mRNA with
almost equal potency. As in the proliferation and PSA stim-
ulation experiments, 250HD and 24,25-(0H),1, were inac-
Aive up to a concentration of 100 nv. When synthetic analogs
awere compared Tor their ability to induce 24-hvdrovylase
SmRNA, AIC-903 exhibited about 3-fold greater potency,
whereas OCT, Ro24-2637, and EB-1089 had potencies ap-
provimatelv equal to that of the native hormone.
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for VDR and the biological potency of the compoupds indi-
calos that supplementary factors in addition to affinity for
VDR influence the bidlogical activity of the vitamin D ana-
Jogs and are important in determining the magnitide ot the
biological response. These additional factors mu,ht include:
D binding affinity for the vitamin D-binding protéin (DBP)
present in serum, 2) rate of metabolism and/or «.I(%} radation
to inactive metabolites, 3) relative ability to penelrale mto
target cells, 4Y role of the manbrane or other sites df activily,
and 51 ability to dimerize and convert to a competent trans-
activator. !

To inter pretonr findings, the importance of thyd difterent
affinitics ot the analogs tor both collular VIR and sJ‘xum D8P
must be taken into account. lt iy m\porhmlto L‘mplrasuc that

the binding assay was performed in cviosolid extracts.
whereas the functional response assays were perto; mad with
intact cells grown in the presence of 5% fetal bovine serum.

MC-903, FBIUS\} QCT, and Ro24-2637 had an affinity for
\’UR within L4 order of magnitude of the atfinity of 1,25
(O 1,0, However, these compounds were miuch loss tightly
bound to DBP (15, 20, 28, 31, 32). Recent reports have shown
approvimately 30-50 times lower binding alfinityiof MC-203
(32, 337 and approsimate l\ 300 times lower binding affinity
of OCT for serum DBP (33). Lysentiallv no disp Jmmcnt af
PH2R0HD from serum i.)indm;; proteins was «Lbhmc I with
EB-T089 over the wide concentration range testegd in g sep-
arate study (29). Therefore, much of the apparentincrease in

the potency of the analogs refative to that of 1,25- §O| Ds1D5in
inhibiting proliferation and stimulating ditfergntiation i
zitre may be due to their higher free (tmtmn jn medium
containing serum. Thus, (R‘bplf? their lower wwpn_n binding
affinity, a higher proportion of the {ree active form of the
noncalcemic analog in the medium may partidlly explain
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their higher biological activity. The opposite phenomenon,
the higher binding affinity for DBP and potential sequestra-
tion of free active hormone in the medium (34, 35), can
partially explain the somewhat reduced functional responses
of 250HD and 24,25-(OH),D; compared to their affinity for
VDR.

Different rates of metabolism of 1,25-(OH),D; and analogs
would be'expected to play an important role in determining
funchonaJ responses (16, 36). Under our experimental con-
ditions, no change in antiproliferative activity was observed
when 1,25-(OH),D; or analogs were incubated together with
ketoconagole for LNCaP, PC-3, as well as DU-145 cells (data
not shown). Ketoconazole has been shown to inhibit a num-
ber of cytochrome P-450-enzymes (37), including 24-hydrox-
ylase, which is involved in 1,25-(OH),D; metabolism (38, 39).
‘ Although these results suggest that differences in 24-hydrox-
~ylase activity do not explain the pattern of responses to
i tanalogs, these experiments do not rule out differential me-
olism/ by other pathways. Variations in rates of metabo-
“lism and dissimilar pharmacokinetics become even more
likely to]cause disparities in potency under in vivo conditions.
Also, the side-effects of systemic administration will be of
: critical importance in determining which analog has the po-
_tential t‘b be used as a therapeutic agent.

Differences in the entry of 1,25-(OH),D; or analogs into
. target célls is another possible site to explain the discordance

. between binding affinity and the magnitude of biological
responsiveness. This area has not been well studied and is
not usually thought to be rate limiting in experiments carried
¢+ out over several days duration. Differences in nongenomic
 intracellular signaling (40-44) might be another mechanism,
: bes:des the classical genomic actions of 1,25-(OH),D;, in-
5 volved|in the selectivity of the analogs for different target
‘. tissues; Finally, distinctions in the ability of the ligand-VDR
complex to dimerize and transactivate the promoter of target
genes fnay play a role in the inconsistencies found.

In addition to the factors mentioned above, the complexity
of the iexperlmental conditions, i.e. types of cells used, me-
" dium domposmon, presence or absence of serum, methods of
cell growth assessment, efc., may all contribute to the dif-
ferent*potencxes reported for various synthetic analogs by
numetous in vitro studies (9, 10, 29-31, 45, 46). As yet, it is
not cleéar which of these variables may be dominant in terms
of defining the relative biological effectiveness of analogs.
This implies that in vivo experiments will be necessary to
estimate the biological potencies of analogs as possible an-
titumpr agents. Such experiments usmg human prostate car-
cinoma heterotransplants into nude mice are currently un-
derway in our laboratory.

In summary, these results demonstrate that 1,25-(OH),D;
and synthehc analogs can elicit various functional responses
in human prostate carcinoma cells, including antiprolifera-
tive and differentiating actions. Noteworthy, although bind-
ing t¢ VDR is critical for 1,25-(OH),D; action, the analog data
indicate that additional factors significantly contribute to the
magnitude of the biological response. Finally, the strong
antiproliferative effects of several synthetic analogs known
to exhibit less calcemic activity than 1,25-(OH),D, may in-
dicate their potential use as an additional therapeutic option
for the treatment of prostate cancer.
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