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RESUMEN

La presente invencion se trata de métodos para tratar y prevenir la nefropatia, resistencia
a la insulina/diabetes, esteatosis hepatica, y/o disfuncion endotelial/patologia cardiovascular
mediante el uso de triterpenoides sintéticos, opcionalmente combinados con un segundo

tratamiento o una segunda profilaxis.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad a las Solicitudes de
Patente Provisionales de EE. UU. Numero 61/020.624, presentada el 11 de enero, 2008, y
Niimero 61/109.114, presentada el 28 de octubre, 2008, cuyo contenido completo se

incorpora por referencia a este documento.

I. Campo de la invencién

La presente invencion se relaciona en general al campo de la biologia y de la
medicina. Concretamente, tiene que ver con composiciones y métodos para el tratamiento
y/o la prevencion de la nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, disfuncién

endotelial, esteatosis hepatica y patologia cardiovascular.

II. Descripcion de materias relacionadas

La insuficiencia renal, que es el resultado de una depuracion inadecuada de los
desechos metabdlicos de la sangre y de concentraciones anormales de electrélitos en la
sangre, es un problema médico importante en todo el mundo, especialmente en los paises
desarrollados. La diabetes y la hipertension estan entre las causas mas importantes de la
insuficiencia renal cronica, que también se denomina nefropatia crénica, pero también
esta asociada con otras afecciones tales como el lupus o la patologia cardiovascular
sistémica. La disfuncidn del endotelio vascular se produce comtiinmente en tales
afecciones y se cree que es un factor de suma importancia en el desarrollo de la
nefropatia cronica. La insuficiencia renal aguda puede surgir de la exposicion a ciertos
farmacos (por ejemplo, acetaminofeno) o a ciertas sustancias quimicas toxicas o debido a
una lesion de isquemia-reperfusion asociada con el choque o con intervenciones
quirtrgicas tales como el transplante, y pueden eventualmente desencadenar una
nefropatia cronica. En muchos pacientes, la nefropatia crénica evoluciona hacia una
nefropatia terminal que exige un transplante renal o diélisis regular para que el paciente
pueda seguir viviendo. Estos dos procedimientos son sumamente invasivos y estan
asociados con importantes efectos secundarios y problemas de calidad de vida. Aunque
hay tratamientos eficaces para algunas de las complicaciones de la insuficiencia renal,

tales como el hiperparatiroidismo y la hiperfosfatemia, no se dispone de ningun

90111034.1
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tratamiento .para el cual se haya demostrado que detiene o revierte la evolucidén
subyacente de la insuficiencia renal. Por lo tanto, los agentes que puedan mejorar una
funcién renal comprometida representarian un avance importante en el tratamiento de la
insuficiencia renal.

Los triterpenoides, que se sintetizan en las plantas por ciclaciéon del escualeno, se
usan con fines medicinales en muchos paises asiaticos; se sabe que algunos de ellos,
como el acido ursdlico y el 4cido oleandlico, son antiinflamatorios y anti-carcinogénicos
(Huang y col., 1994; Nishino y col., 1988). Sin embargo, la actividad bioldgica de estas
moléculas naturales es relativamente débil; por lo tanto, se intentd la sintesis de nuevos
analogos para aumentar su potencia (Honda y col., 1997; Honda y col., 1998). Se esta
intentando mejorar la actividad antiinflamatoria y antiproliferativa de analogos del acido
oleanolico y del acido ursdlico, que ha llevado al descubrimiento del 4cido 2-ciano-3,12-
dioxo-oleano-1,9(11)-dien-28-oico (CDDO) y de compuestos relacionados (Honda y col.,
1997, 1998, 1999, 2000a, 2000b, 2002; Suh y col., 1998; 1999; 2003; Place y col., 2003;
Liby y col., 2005). Se han identificado varios derivados potentes del acido oleandlico,
que incluyen el acido metil-2-ciano-3,12-dioxo-oleano-1,9-dien-28-oico (CDDO-Me;
RTA 402). E1 RTA 402 inhibe la induccion de varios mediadores importantes de la
inflamacion, como iNOS, COX-2, TNFa e IFNy, en macréfagos activados. También se ha
informado que el RTA 402 activa la via de sefializacion Keap1/Nrf2/ARE, con produccion
de varias proteinas antiinflamatorias y antioxidantes, tal como la hem oxigenasa-1 (HO-1).
Debido a estas propiedades, el RTA 402 es un candidato para el tratamiento de
enfermedades neoplésicas y proliferativas, como el cancer. Todavia no se ha probado la
capacidad de este compuesto y de moléculas relacionadas para tratar y/o prevenir la

nefropatia y la patologia cardiovascular.

90111034.1
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona nuevos métodos para tratar y/o prevenir la
nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, disfuncién endotelial, esteatosis hepatica,
patologia cardiovascular y trastornos relacionados. Los compuestos correspondientes a
las formulas genéricas o especificas indicadas a continuacion o que se nombren

29 <&

especificamente se denominan “compuestos de la invencién,” “compuestos de la presente
invencion,” o “triterpenoides sintéticos™ en esta solicitud.

En un aspecto de la presente invencion, se proporcionan métodos para tratar o
prevenir la nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, disfuncion endotelial, esteatosis
hepética o patologia cardiovascular en un sujeto, que comprende la administracion a
dicho sujeto de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto con la

estructura:

H

‘.
”
rd

, Formula I

en donde R; es: —CN, o C;-C;s-acilo o C;-Cjs-alquilo, en donde cualquiera de estos
grupos esta sustituido o no sustituido con un heteroatomo; o una sal farmacéuticamente
aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto.

En algunas representaciones, se proporcionan métodos para tratar la nefropatia.
En algunas variantes, la nefropatia es nefropatia diabética. En otras variantes, la
nefropatia es el resultado de una agresion tdxica, por ejemplo, en donde la agresion toxica
se debe a un agente de contraste o un farmaco. Por ejemplo, el farmaco puede ser un
agente de quimioterapia. En otra variante adicional, la nefropatia es el resultado de una
lesién por isquemia/reperfusion. En aun otra variante, la nefropatia se debe a diabetes o
hipertension. En otras variantes adicionales, la nefropatia se debe a una enfermedad
autoinmune. En otras variantes, la nefropatia es una nefropatia cronica. En aun otras

variantes, la nefropatia es una nefropatia aguda.

90111034.1
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En algunas representaciones, el sujeto se ha sometido a dialisis o se esta
sometiendo a didlisis. En algunas representaciones, el sujeto se ha sometido a un
transplante de rifién o es candidato para dicho transplante. En algunas representaciones,
el método trata la nefropatia y la resistencia a la insulina. En algunas variantes de las
anteriores representaciones, el método trata la resistencia a la insulina y la disfuncién
endotelial. En algunas representaciones, el método trata la nefropatia y diabetes. En
algunas representaciones, el método trata la resistencia a la insulina.

En algunas representaciones, el método trata la diabetes. La cantidad
farmacéuticamente eficaz del compuesto también puede tratar eficazmente una o mas de
las complicaciones asociadas con la diabetes. Por ejemplo, las complicaciones se pueden
seleccionar del grupo integrado por la obesidad, hipertension, aterosclerosis, cardiopatia
coronaria, accidente cerebrovascular, vasculopatia periférica, hipertension, nefropatia,
neuropatia, mionecrosis, tlceras de los pies por diabetes y otras tlceras por diabetes,
retinopativa y sindrome metabolico (sindrome X). Como ejemplo adicional, la
complicacién puede ser sindrome metabdlico (sindrome X). En algunas variantes, la
diabetes se debe a resistencia a la insulina.

En algunas representaciones, el método trata la nefropatia y disfuncién endotelial.
En otras representaciones, el método trata la nefropatia y patologia cardiovascular. En
algunas representaciones, el método trata la patologia cardiovascular. En algunas
variantes, la patologia cardiovascular es el resultado de la disfuncién endotelial.

En algunas representaciones, el método trata la disfuncion endotelial y/o la
resistencia a la insulina. En algunas representaciones, el método trata la esteatosis
hepética. En algunas variantes, la esteatosis hepatica es esteatosis hepatica no alcohdlica.
En otras variantes, la esteatosis hepatica es esteatosis hepatica alcoholica. En algunas
variantes, el método trata la esteatosis hepatica y uno o mas de los siguientes trastornos:
nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, disfuncion endotelial y patologia
cardiovascular.

En algunas representaciones, los métodos ademés comprenden la identificacion de
un sujeto que necesite tratamiento por cualquiera‘de las enfermedades, disfunciones,
resistencias o trastornos indicados. En algunas representaciones, el sujeto tiene

antecedentes familiares o personales de cualquiera de las enfermedades, disfunciones,
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resistencias o trastornos indicados. En algunas representaciones, el sujeto tiene sintomas
de cualquiera de las enfermedades, disfunciones, resistencias o trastornos indicados.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para mejorar el indice
de filtracién glomerular (IFG) o la depuracion de creatinina en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto que
tiene la estructura de Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato
de dicho compuesto.

En algunas representaciones, el compuesto se administra en forma local. En
algunas representaciones, el compuesto se administra en forma sistémica. En algunas
representaciones, el compuesto se administra por via oral, intra-adiposal, intraarterial,
intraarticular, intracranial, intradérmica, intralesional, intramuscular, intranasal,
intraocular, intrapericardial, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica, intrarrectal,
intratecal, intratraqueal, intratumoral, intraumbilical, intravaginal, intravenosa,
intravesicular, intravitrea, liposomal, local, mucosal, oral, parenteral, rectal,
subconjuntival, subcutinea, sublingual, topica, transbucal, transdérmica, vaginal, en
cremas, composiciones lipidicas, a través de un catéter, por lavado, por infusién continua,
por infusion, por inhalacion, por inyeccion, por colocacion local, por perfusion local, por
bafio local de las células objetivo, o cualquier combinacién de estos métodos. Por
ejemplo, en algunas variantes, el compuesto se administra por via intravenosa, intra-
arterial u oral. Por ejemplo, en algunas variantes, el compuesto se administra por via oral.

En algunas representaciones, el compuesto se formula en forma de capsula dura o
blanda, una tableta, un jarabe, una suspension, una dispersion de un sélido, una oblea o
un elixir. En algunas variantes, la capsula blanda es una céipsula de gelatina. En variantes,
el compuesto se formula como una dispersion de un solido. En algunas variantes, la
capsula dura, capsula blanda, tableta u oblea comprenden ademas un revestimiento
protector. En algunas variantes, el compuesto formulado comprende un agente que
retrasa la absorcion. En algunas variantes, el compuesto formulado ademas comprende un
agente que mejora la solubilidad o dispersibilidad. En algunas variantes, el compuesto se
dispersa en un liposoma, una emulsion de aceite en agua o una emulsion de agua en

aceite.
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En algunas representaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz es una dosis
diaria de 25 mg a 500 mg del compuesto. En algunas representaciones, la cantidad
farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de 0,1 — 1000 mg de compuesto por kg de
peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,15 — 20 mg de compuesto por kg
de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,20 — 10 mg de compuesto por
kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,40 — 3 mg de compuesto
por kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,50 — 9 mg de
compuesto por kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,60 — 8 mg
de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,70 — 7
mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,80 —
6 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es 0,90
— 5 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variantes, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg de compuesto por kg de peso corporal.

En algunas representaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz se administra
como una sola dosis por dia. En algunas representaciones, la cantidad farmacéuticamente
eficaz se administra en dos o mas dosis por dia.

En algunas representaciones, el método de tratamiento comprende ademas una
segunda terapia. En algunas variantes, la segunda terapia comprende administrar a dicho
sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un segundo farmaco. En algunas
representaciones, el segundo farmaco es un medicamento para reducir el colesterol, un
anti-hiperlipidémico, un bloqueador de los canales del calcio, un agente anti-hipertensivo
o un inhibidor de la HMG-CoA reductasa. Los ejemplos no limitantes de segundos
farmacos son amlodipina, aspirina, ezetimibe, felodipina, lacidipina, lercanidipina,
nicardipina, nifedipina, nimodipina, nisoldipina y nitrendipina. Otros ejemplos no
limitantes de segundos farmacos son atenolol, bucindolol, carvedilol, clonidina,
doxazosin, indoramina, labetalol, metildopa, metoprolol, hadolol, oxprenolol,
fenoxibenzamina, fentolamina, pindolol, prazosina, propranolol, terazosina, timolol y
tolazolina. En algunas variantes, el segundo farmaco es una estatina. Ejemplos no
limitantes de las estatinas son atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina,
mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina y simvastatina. En algunas

variantes, el segundo farmaco es un inhibidor de la dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4).
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Ejemplos no limitantes de inhibidores de DPP-4 son sitagliptina, vildagliptina, SYR-322,
BMS 477118 y GSK 823093. En algunas variantes, el segundo firmaco es una biguanida.
Por ejemplo, la biguanida puede ser metformina. En algune}s variantes, el segundo
farmaco es una tiazolidindiona (TZD). Ejemplos no limitantes de tiazolidindionas son
pioglitazona, rosiglitazona y troglitazona. En algunas variantes, el segundo farmaco es un
derivado de sulfonilurea. Ejemplos no limitantes de derivados de sulfonilurea son
tolbutamida, acetohexamida, tolazamida, clorpropamida, glipizida, gliburida, glimepirida
y gliclazida. En algunas variantes, el segundo farmaco es una meglitinida. Los ejemplos
no limitantes de meglitinidas incluyen la repaglinida, mitiglinida y nateglinida. En
algunas variantes, el segundo farmaco es insulina. En algunas variantes, el segundo
farmaco es un inhibidor de la alfa-glucosidasa. Ejemplos no limitantes de inhibidores de
la alfa-glucosidasa son acarbosa, miglitol y voglibosa. En algunas variantes, el segundo
farmaco es un analogo del péptido-1 semejante al glucagon. Ejemplos no limitantes de
analogos del péptido-1 semejante al glucagon son exenatida y liraglutida. En algunas
variantes, el segundo farmaco es un andlogo del péptido gastrico inhibitorio. En algunas
variantes, el segundo fArmaco es un agonista de GPR40. En algunas variantes, el segundo
farmaco es un agonista de GPR119. En algunas variantes el segundo farmaco es un
agonista de GPR30. En algunas variantes, el segundo farmaco es un activador de la
glucoquinasa. En algunas variantes, el segundo foirmaco es un antagonista de receptores
de glucagon. En algunas variantes, el segundo farmaco es un andlogo de amilina. Un
ejemplo no limitante de un analogo de amilina es pramlintida. En algunas variantes, el

segundo firmaco es un antagonista de receptores IL-1. Un ejemplo no limitante de un

antagonista de receptores de IL-1p es anakinra. En algunas variantes, el segundo firmaco
es un antagonista o un agonista inverso de receptores de endocanabinoides. Un ejemplo
no limitante de un antagonista de receptores de endocanabinoides o un agonista inverso
de éstos es rimonabant. En algunas variantes, el segundo firmaco es Orlistat. En algunas
variantes, el segundo farmaco es Sibutramina. En algunas variantes, el segundo farmaco
es un factor de crecimiento. Ejemplos no limitantes de factores de crecimiento son TGF-
B1, TGF-B2, TGF-B1.2, VEGF, factor de crecimiento semejante a la insulina I o II,
BMP2, BMP4, BMP7, un analogo de GLP-1, un analogo de GIP, un inhibidor de DPP-
IV, un agonista de GPR119, un agonista de GPR40, gastrina, factor de crecimiento
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epidérmico (EGF), betacelulina, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de
crecimiento nervioso (NGF), insulina, hormona de crecimiento, HGF, un factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), un homologo de FGF, un factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), leptina, prolactina, lactégeno placentario, PTHrP,
activina, inhibina y proteina asociada a la neogénesis insular (INGAP). Ejemplos
adicionales y no limitantes de factores de crecimiento son hormona paratiroidea,
calcitonina, interleucina-6 e interleucina-11.

En algunas representaciones, el sujeto es un primate. En algunas variantes, el
primate es un ser humano. En otras variantes, el sujeto es una vaca, caballo, perro, gato,
cerdo, ratdn, rata o cobayo.

En algunas representaciones, el compuesto se define como:

'—II
~
r

, Formula II
en donde Y es: —H, hidroxilo, amino, halégeno, o C,-C4-alcoxilo, C,-Cs-alqueniloxilo,
C,-Cy4-alquiniloxilo, C;-Cj4-ariloxilo, C,-Cy4-arilalcoxilo, C,-C4-alquilamino, C;-C4-
alquenilamino, C,-C,4-alquinilamino, C;-C4-arilamino, C3-Cip-arilo, 0 C5-Cy4-
arilalquilamino, en donde cualquiera de estos grupos esta sustituido o no con un
heteroadtomo; o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho
compuesto.

En algunas representaciones, Y es un C;-Cy4-alquilamino no sustituido con

heteroatomo, tal que el compuesto de la invencion es, por ejemplo:
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En algunas representaciones, Y es un C,-C4-alquilamino sustituido o no con

heteroatomo, tal que el compuesto de la invencion es, por ejemplo:

CF;

En algunas representaciones, Y es un C;-Cy4-alcoxilo sustituido o no con
heteroatomo, tal como un C;-C;-alcoxilo no sustituido con heteroatomo. Por ejemplo, un

ejemplo no limitante de tal compuesto es:

(CDDO-Me, RTA-402).

En algunas variantes, el compuesto es una forma amorfa. En algunas variantes, el
compuesto es un forma solida vidriosa de CDDO-Me que en polvo tiene un patrén de
difraccion de rayos X con un pico de halo a aproximadamente 13.5 °26, como se indica
en la FIG. 12C, y una T,. En algunas variantes, el valor de T, esta dentro de limites entre
aproximadamente 120 °C y aproximadamente 135 °C. En algunas variantes, el valor de

T, es entre aproximadamente 125 °C y aproximadamente 130 °C.

En algunas representaciones, Y es hidroxilo, tal que el compuesto de la invencion

es, por ejemplo:

90111034.1
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En algunas representaciones, el compuesto es:

En algunas representaciones, el compuesto se define como:

E , Férmula I1I
en donde Y' es un C,-C4-arilo sustituido o no con heteroatomo; o una sal
farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto.

En algunas representaciones, el compuesto es:

En algunas variantes de los métodos antedichos, el compuesto estd mayormente
exento de isémeros Opticos. En algunas variantes -de los métodos antedichos, el
compuesto estd en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. En otras variantes de
los métodos antedichos, €l compuesto no es una sal.

En algunas representaciones, el compuesto se formula como una composicién
farmacéutica que comprende (i) una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto y
(ii) un excipiente seleccionado del grupo integrado por (A) ﬁn carbohidrato, un derivado
de carbohidrato, o un polimero de carbohidrato, (B) un polimero orgéanico sintético, (C)
una sal de acido orgéanico, (D) una proteina, polipéptido o péptido, y (E) un polisacarido
de elevado peso molecular. En algunas variantes, el excipiente es un polimero organico

90111034.1
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sintético. En algunas variantes, el excipiente se selecciona del grupo integrado por una
hdiroxipropil-metil-celulosa, un poli[1-(2-oxo-1-pirrolidinil)etileno o uno de sus
copolimeros, y un copolimero de acido metacrilico — metacrilato de metilo. En algunas
variantes, €l excipiente es un éster ftalato de hidroxipropil-metil-celulosa. En algunas
variantes, el excipiente es PVP/VA. En algunas variantes, el excipiente es un copolimero
de 4cido metacrilico — acrilato de etilo (1:1). En algunas variantes, el excipiente es
copovidona.

Cualquier representacion que se analice en este documento con respecto a un
aspecto de la invencion se aplica también a otros aspectos de la invencion, excepto
cuando se especifique algo diferente.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencidn seran aparentes
de la siguiente descripcion detallada y los dibujos incluidos. Sin embargo, debe
entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos o dibujos
suministrados, que indican representaciones especificas de: la invencion, se proporcionan
con fines ilustrativos solamente, ya que las personas peritas en la materia entenderan, a
partir de esta descripcion detallada, que se pueden hacer diversos cambios y

modificaciones que estan dentro del espiritu y alcance de la invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de esta especificacion y se incluyen para
demostrar mas claramente ciertos aspectos de la presente invencion. Se puede entender
mejor la invencidn si se hace referencia a uno o mas de estos dibujos junto con la
descripcion detallada de representaciones especificas que se presentan en este

documento.

FIGS. 1a-d: El RTA 402 reduce el daifio renal luego de la isquemia-reperfusién.
Se administro a ratones 2 mg/kg de RTA 402 o simplemente el vehiculo (aceite de
sésamo) diariamente por gavage oral, empezando en el dia 2. En el dia 0, se colocd una
pinza en la arteria renal izquierda durante 17 minutos y luego se quitd, para inducir
isquemia-reperfusion. (FIG. 1a) En el dia 1, se obtuvo sangre de los animales en que se
realiz6 el pinzado y en los animales control que se sometieron a cirugia sin pinzar la
arteria renal. Se determinaron las concentraciones de nitrégeno ureico en sangre (BUN)
como marcador indirecto del dafio renal. (FIGS. 1b-d) Se analizaron muestras
histolégicas de rifion de los ratones tratados con RTA 402 o tratados con vehiculo y se les
asignaron puntajes con respecto al dafio histologico (FIGS. 1b & 1d) e inflamacién (FIG.
1c). (FIG. 1d) Las flechas negras (grupo tratado con vehiculo) indican dos (entre muchos)
tubulos gravemente dafiados en la médula externa. Las flechas rojas (grupo RTA 402)
muestran dos (entre muchos) de los tibulos no dafiados en la médula externa.

FIGS. 2a-c: El RTA 402 reduce la toxicidad renal inducida por cisplatino. Se
administr6 a ratas 10 mg/kg de RTA 402 o simplemente el vehiculo (aceite de sésamo)
diariamente por gavage oral, empezando en el dia -1. En el dia 0, se les colocé a las ratas
una inyeccidn intravenosa de cisplatino, 6 mg/kg. Se tomaron muestras de sangre en los
dias indicados y se determinaron las concentraciones de creatinina (FIG. 2a) y nitrégeno
ureico en sangre (BUN) (FIG. 2b) como marcadores del dafio renal. Se observ una
diferencia estadisticamente significativa entre las ratas tratadas con vehiculo y las ratas
tratadas con RTA 402, en el dia 3 (creatinina) y el dia 5 (creatinina y BUN). (FIG. 2¢) Se
observa menos dafio en los tubulos proximales de los animales tratados con RTA 402 que

en los animales tratados con vehiculo.
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FIGS. 3a-d: El RTA 402 reduce la concentracion de creatinina sérica en monos,
perros y ratas. (FIG. 3a) Se administr6 RTA 402 por via oral a monos cangrejeros
(Cynomolgus) en las dosis indicadas, una vez por dia durante 28 dias. Se muestra la
reduccién porcentual de creatinina sérica en el dia 28 en los monos tratados con RTA 402
en comparacion con los monos control tratados con vehiculo. (FIG. 3b) Se administrd
RTA 402 por via oral a perros “beagle” en las dosis indicadas, diariamente durante tres
meses. Los animales del grupo control recibieron vehiculo (aceite de sésamo). Se muestra
el cambio porcentual en la creatinina sérica a los fres rheses, en comparacioén con el nivel
basal. (FIG. 3c) Se administré6 RTA 402 a ratas Sprague-Dawley por via oral en las dosis
indicadas, una vez por dia durante un periodo de un mes. Se muestra la reduccion
porcentual en creatinina sérica al completarse el estudio en las ratas tratadas con
RTA 402 en comparacién con las ratas control tratadas con vehiculo. (FIG. 3d) Se
administro a ratas Sprague-Dawley la forma amorfa de RTA 402 por via oral en las dosis
indicadas, una vez por dia durante un periodo de tres meses. Se muestra la reduccion
porcentual en creatinina sérica al completarse el estudio en las ratas tratadas con
RTA 402 en comparacién con las ratas control tratadas con vehiculo. Nota: En las FIGS.
3A, 3Cy 3D, “% reduccidn” en el eje vertical indica el cambio porcentual. Por ejemplo,
un valor de —15 en este eje indica un reduccion del 15% en la creatinina sérica.

FIGS. 4A-B: E1 RTA 402 reduce las concentraciones de creatinina sérica y
aumenta el indice de filtracién glomerular estimado (IFGe) en pacientes humanos
con céncer. FIG. 4A: Se determind la creatinina sérica en pacientes tratados con
RTA 402 que estaban inscritos en un ensayo clinico de Fase I para el tratamiento de
cancer. Los pacientes recibieron RTA 402 (por via oral) una vez por dia durante 21 dias
en dosis entre 5 mg/dia y 1300 mg/dia. Se muestra la reduccion porcentual en la
creatinina sérica con respecto a los niveles basales para los dias de estudio indicados. Se
obervaron disminuciones significativas en las concentraciones de creatinina sérica en los
dias 15 y 21. FIG. 4B: Se calcul¢ el indice de filtraciéon glomerular estimado (IFGe) para
los pacientes, en la FIG. 4A. Se observd un aumento significativo en el IFGe en ambos
grupos. Todos los pacientes: n = 24; pacientes con valores basales > 1,5: n = 5. Para las
FIGS. 4A y 4B, * indica p < 0,04;  indica p = 0,01, y { indica p < 0,01. Nota: en la FIG.

4A, “% Reduccion con respecto al valor basal” en el eje vertical indica el cambio
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porcentual. Por ejemplo, una lectura de -15 en este eje indica una reduccién del 15% en la
creatinina sérica.

FIG. 5: E1 RTA 402 aumenta el IFG en pacientes humanes con cincer. Se
determino el indice de filtracion glomerular estimado (IFGe) en pacientes tratados con
RTA 402 inscritos en un ensayo clinico de varios meses para el tratamiento del cancer.
En el andlisis se incluyeron todos los pacientes (n = 11) dosificados durante seis meses.
La informacién de dosificacién para estos pacientes se indica en el Ejemplo 5, mas abajo.

FIG. 6: La actividad del RTA 402 se correlaciona con la gravedad. Se presenta la
reduccion en la hemoglobina Alc como una fraccién del valor basal inicial. En los
grupos con valores basales mas altos, por ejemplo, con un valor basal medio > 7,0% Alc
0 2 7.6% Alc, se encontrd una mayor reduccion. El grupo de intencién de tratar (ITT)
incluye a todos los pacientes (n = 53), inclusive a los pacientes que comienzan con un
valor de Alc normal.

FIG. 7: La actividad de RTA 402 depende de la dosis. Se presenta la reduccidn de
la hemoglobina Alc con respecto al valor basal inicial. En la grafica de barras se
muestran los resultados medios para todos los pacientes, todos los pacientes con valores
basales de Alc > 7,0%, cohortes de dosis individuales del grupo > 7.0%, y pacientes con
nefropatia de Estadio 4 (IFG 15-29 ml/min), en donde n es el nimero de pacientes por
grupo.

FIG. 8: El RTA 402 reduce el nimero de células endoteliales circulantes (CEC) y
CEC positivas para iNOS. Se muestra el nimero medio de CEC, en células/mL, para el
grupo de intencion de tratar (ITT) y el grupo con valores basales elevados, antes y
después de 28 dias de tratamiento con RTA. La reduccion para el grupo ITT fue
aproximadamente 20%, y la reduccidn para el grupo con valores basales elevados (>5
CEC/mL) fue aproximadamente 33%. La fraccién de CEC positivas para iNOS se redujo
en aproximadamente un 29%.

FIG. 9: Aumento en el IFG reversible y dependiente de la dosis, en 28 dias. El
tratamiento con RTA 402 aumenta el IFG en forma dependiente de la dosis. Se
incluyeron todos los pacientes evaluables. Se observé un aumento de > 30% en los

pacientes con nefropatia de Estadio 4.
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FIGS. 10A-B: Reduccién en los indicadores de gravedad de la nefropatia
diabética y resultados. Mejoraron las concentraciones de adiponectina (FIG. 10A) y
angiotensina II (FIG. 10B), que estan elevadas en los pacientes con nefropatia diabética y
se correlacionan con la gravedad de la patologia renal. La adiponectina sirve para
predecir la mortalidad por todas las causas y nefropatia de estadio final en pacientes con
nefropatia diabética. Se incluyen todos los datos disponibles.

FIGS. 11A-C: El RTA 402 reduce los solutos urémicos significativamente. Las
graficas presentan los cambios medios en BUN (FIG. 11A), fosfatos (FIG. 11B) y acido
urico (FIG. 11C) para todos los pacientes y para los pacientes con valores basales
elevados para algun soluto especifico.

FIGS. 12A-C: Espectros de difraccién de rayos X de muestras en polvo (XRPD)
de las formas A y B del RTA-402. La FIG. 12A muestra la forma no micronizada A; la
FIG. 12B muestra la forma micronizada A; la FIG. 12C muestra la forma B.

FIG. 13: Curva modulada de calorimetria de escaneo diferencial (MDSC) para
1a forma A de RTA-402. La seccion de curva que se muestra en la parte ampliada
concuerda con una temperatura de transicion a vidrio (Ty).

FIG. 14: Curva modulada de calorimetria de escaneo diferencial (MDSC) para
la forma B de RTA-402. La seccioén de curva que se muestfa en la parte ampliada
concuerda con una temperatura de transicion a vidrio (Tg).

FIG. 15: Mejor disponibilidad biolégica de l1a forma B (amorfa) en monos
cangrejeros. La figura muestra una grafica representativa del drea bajo la curva para la
forma A y la forma B, luego de una administracién oral de 4,1 mg/kg a monos
cangrejeros. Cada punto representa la media de la concentracién plasmatica de éster
metilico de CDDO en 8 animales. Las barras.de error representan la desviacion estandar

dentro de la poblacion estudiada.
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DESCRIPCION DE LAS REPRESENTACIONES ILUSTRATIVAS

L La presente invencion

La presente invencion se refiere a nuevos métodos de tratamiento y prevencion de
la nefropatia y trastornos relacionados, incluyendo la diabetes y patologia cardiovascular,

que involucran el uso de triterpenoides.

II. Definiciones

Tal como se usa en este documento, el término “amino” significa —NH,; el
término “nitro” significa —NO,; el término “halégeno” designa —F, —Cl, —Br o —; el
término “mercapto” significa —SH; el término “ciano” significa —CN; el término “sililo”
significa —SiH3, y el término “hidroxilo o hidroxi” significa —OH.

El término “sustituido con heteroatomo,” cuando se usa para modificar una clase
de radicales organicos (por ejemplo, alquilo, arilo, acilo, etc.), significa que un 4tomo de
hidrégeno, o més de uno, de ese radical ha sido reemplazado por un heteroatomo, o por
un grupo que contiene un heterodtomo. Los ejemplos de heteroatomos y grupos que
contienen heterodtomos incluyen: hidroxilo, ciano, alcoxilo, =0, =S, -NO,, “N(CHj3),,
amino o —SH. M4s adelante se definen especificamente y en mayor detalle algunos
radicales organicos sustituidos con un heteroatomo. \'

El término “no sustituido con heteroatomo,” cuando se usa para modificar una
clase de radicales organicos (por ejemplo, alquilo, arilo, acilo, etc.), significa que ningin
atomo de hidrogeno de dicho radical ha sido reemplazado por un heterodtomo o por un
grupo que contiene un heterodtomo. La sustitucién de un atomo de hidrégeno por un
atomo de carbono o por un grupo integrado solamente por atomos de carbono y 4tomos
de hidrégeno, no es suficiente para que un grupo esté sustituido con heteroatomo. Por
ejemplo, el grupo —C¢H4C=CH es un ejemplo de un grupo arilo no sustituido con
hetero4dtomo, y el grupo —C¢H4F es un ejemplo de un grupo arilo sustituido con
heterodtomo. Mas adelante se definen especificamente y en mayor detalle algunos
radicales organicos no sustituidos con heteroatomo.

El término “alquilo” incluye grupos alquilo de cadena recta, grupos alquilo de

cadena ramificada, grupos cicloalquilo (aliciclicos), grupos cicloalquilo sustituidos con
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un heteroatomo de alquilo y grupos alquilo sustituidos con un heteroatomo de
cicloalquilo. El término “Cy-alquilo no sustituido con heterodtomo” se refiere a un radical
que tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademas no tiene
enlaces carbono-carbono dobles o triples, que ademas tiene un total de n &tomos de
carbono, todos los cuales son no aromaticos, 3 0 mas étomos de hidrégeno y ningin
heteroatomo. Por ejemplo, un C;-Cjp-alquilo no sustituido con heteroatomo tiene 1 a 10
atomos de carbono. Los grupos —CH;, —CH,CH3, —CH,CH,CHj3;, —CH(CHs);,
—CH(CHy,); (ciclopropilo), ~CH,CH,CH,CH3;, —~CH(CH3)CH,CH3, ~CH,CH(CH3),,
—C(CHa3);, “CH,C(CHsy)s, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo son todos ejemplos de
grupos alquilo no sustituidos con un heteroatomo. El término “C,-alquilo sustituido con
heteroatomo” se refiere a un radical que tiene un solo atomo de carbono saturado como
punto de unién, ningiin enlace carbono-carbono doble o triple, que ademas tiene una
estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademas tiene un total de n atomos de
carbono, todos los cuales son no aromaticos, 0, 1, o mas de un atomo de hidrogeno, por lo
menos un heterodtomo, en donde cada heteroatomo se selecciona independientemente del
grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por ejemplo, C;-Cjp-alquilo sustituido
con heteroatomo tiene 1 a 10 atomos de carbono. Los siguientes grupos son todos
ejemplos de grupos alquilo sustituidos con heteroatomo: trifluorometilo, —CH,F,
—CH,Cl, —CH,Br, —CH,0OH, —CH,0CHj3, —-CH,OCH,CHj3, -CH,OCH,CH,CHj,
—CH,0CH(CHs),, —CH,OCH(CH,),, “CH,OCH,CF;, -CH,OCOCH3, —CH,;NH,,
—CH,NHCHj;, ~CH,;N(CH3),, ~CH,NHCH,CH3, —CH,N(CH3)CH,CH3,
—CH,;NHCH,CH,CHj;, ~CH,NHCH(CH3),, "CH,NHCH(CH;),, —~CH,N(CH,CHj3)s,
—CH,CH,F, —CH,CH,Cl, —CH,CH,Br, —CH,CH,l, —CH,CH,0OH, —CH,CH,OCOCH;,
—CH,CH,NH,, —CH,CH,N(CH3),, ~CH,CH,NHCH,CH3, —-CH,CH,N(CH3)CH,CHj,
—CH,CH,NHCH,CH,CHj;, —CH,CH,NHCH(CH3),, ~CH,CH,NHCH(CH,),
—CH,CH,N(CH,CH3;),, ~CH,CH,NHCO,C(CH3)3 y ~CH,Si(CHs)s.

El término “Cp-alquenilo no sustituido con heterodtomo” se refiere a un radical
que tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademés tiene por lo
menos un enlace carbono-carbono doble y no aromatico, pero ningun enlace carbono-
carbono triple, un total de n 4tomos de carbono, tres o més dtomos de hidrégeno y ningun

heteroatomo. Por ejemplo, un C,-Cjp-alquenilo no sustituido con heteroatomo tiene 2 a
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10 atomos de carbono. Los grupos alquenilo no sustituidos con un heteroatomo incluyen:
—CH=CH,, -CH=CHCH3;, -CH=CHCH,CH3, -CH=CHCH,CH,CH3,
—CH=CHCH(CH3),, -CH=CHCH(CH,),, -CH,CH=CH,, ~CH,CH=CHCH3,
—CH,CH=CHCH,CH3;, —CH,CH=CHCH,CH,CHj3;, -CH,CH=CHCH(CHj3),,
—CH;CH=CHCH(CH,); y “CH=CH-C¢Hs. El término “Cp-alquenilo sustituido con
heteroatomo” se refiere a un radical que tiene un solo atomo de carbono no aromatico
como punto de unién y por lo menos un enlace carbono-carbono doble y no aromatico,
pero ningln enlace carbono-carbono triple, que ademés tiene una estructura lineal o
ramificada, ciclica o aciclica, que ademas tiene un total de n &tomos de carbono, 0, 1, o
mas de un dtomo de hidrégeno, y por lo menos un heterodtomo, en donde cada |
heteroatomo se selecciona independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, 1,
Si, Py S. Por ejemplo, un C,-C,g-alquenilo sustituido con heterodtomo tiene 2 a 10
atomos de carbono. Los grupos —-CH=CHF, ~-CH=CHCI y —CH=CHBr son ejemplos de
grupos alquenilo sustituidos con heteroatomo.

El término “Cp-alquinilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un radical
que tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademas tiene por lo
menos un enlace carbono-carbono triple, un total de n 4&tomos de carbono, por lo menos
un atomo de hidrégeno y ningun heterodtomo. Por ejemplo, un C,-Cj¢-alquinilo no
sustituido con heteroatomo tiene 2 a 10 4tomos de carbono. Los grupos —C=CH,
—C=CCHj;, y —~C=CC¢Hs son ejemplos de grupos alquinilo no sustituidos con
heteroatomo. El término “C,-alquinilo sustituido con heteroitomo™ se refiere a un radical
que tiene un solo atomo de carbono no aromatico como punto de unién y por lo menos un
enlace carbono-carbono triple, que ademas tiene una estructura lineal o ramificada,
ciclica o aciclica, y con un total de n &tomos de carbono, 0, 1, 0 mas de un atomo de
hidrégeno y por lo menos un heterodtomo, en donde cada heteroatomo se selecciona
independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por ejemplo, un
C,-Cjp-alquinilo sustituido con heterodtomo tiene 2 a 10 atomos de carbono. El grupo
—C=CSi(CH3); es un ejemplo de un grupo alquinilo sustituido con heteroatomo.

El término “C,-arilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un radical que
tiene un solo atomo de carbono como punto de unién, en donde el 4&tomo de carbono es

parte de una estructura de anillo aromatico que contiene solamente atomos de carbono,
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que ademas tiene un total de n &tomos de carbono, 5 0 mas atomos de hidrégeno y ningun
heteroatomo. Por ejemplo, un C4-Cy¢-arilo no sustituido con heteroatomo tiene 6 a 10
atomos de carbono. Los ejemplos de grupos arilo no sustituidos con heteroatomo
incluyen fenilo, metilfenilo, (dimetil)fenilo, —-C¢H4sCH,CHj3, ~CsH4CH,CH,CH3,
—CsH4CH(CH3),, “C¢H4CH(CH3),, ~CsH3(CH3)CH,CH3, —CcH4sCH=CH,,
—-CsH,CH=CHCHj;, —C4H,C=CH, —C¢H4C=CCHj, naftilo y el radical derivado de
bifenilo. El término “arilo no sustituido con heteroatomo™ incluye los grupos arilo
carbociclicos, grupos biarilo y radicales derivados de hidrocarburos policiclicos
fusionados (PAH). El término “C,-arilo sustituido con heterodtomo” se refiere a un
radical que tiene un solo dtomo de carbono aromético o un solo heteroatomo aromatico
como punto de unién, que ademas tiene un total de n d&tomos de carbono, por lo menos un
atomo de hidroégeno, y por lo menos un heteroatomo, y ademas en donde cada
heteroatomo se selecciona independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I,
Si, P y S. Por ejemplo, un C;-Cj-heteroarilo no sustituido con heteroatomo tiene 1 a 10
atomos de carbono. El término “arilo sustituido con heterodtomo™ incluye los grupos
heteroarilo. También incluye aquellos grupos derivados de los compuestos: pirrol, furano,
tiofeno, imidazol, oxazol, isoxazol, tiazol, isotiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina,
piridazina, pirimidina, y semejantes. Otros ejemplos de grupos arilo sustituidos con
heteroatomo incluyen los grupos: —CsHsF, —CsH4Cl, —CsH4Br, —CsHal, —C¢H4OH,
—C¢H4OCH3, —CsH4OCH,CH;, —CcH4OCOCH3, —CsH4OCeHs, —CeHsNH,,
~C¢H4NHCH;, —-CcH4NHCH,CH3, —CsH4CH,Cl, —CsHsCH;Br, —-CsH4CH,OH,
~C¢H4CH,OCOCHj;, —CsHsCH,NH,, ~CsH4N(CH3),, —CsHsCH,CH,Cl,
~C¢H4CH,CH,0H, —C¢H,CH,CH,0COCH;, —C¢H4CH,CH,NH,, ~CsH,CH,CH=CH,,
—C¢HyCF;3, —C¢H4CN, —~C¢H4C=CSi(CHj);, —~C¢H4sCOH, —CsH4sCOCH;,
—CsH4COCH,CH3, —~C¢H4COCH,CF;, —CsH4COCsHs, —C¢H4CO,H, —CcsH4CO,CH;,
—C¢H4CONH,, —C¢H,;CONHCHj3, —CsH4CON(CH3),, furanilo, tienilo, piridilo, pirrolilo,
pirimidilo, pirazinilo, imidazoilo, quinolilo e indolilo.

El término “Cy-arilalquilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un radical
que tiene un solo atomo de carbono saturado conio punto de unién, que ademas tiene un
total de n 4tomos de carbono, en donde por lo menos 6 de los atomos de carbono forman

una estructura de anillo aromético que contiene solamente dtomos de carbono, 7 0 mas
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atomos de hidrégeno y ningtn heterodtomo. Por ejemplo, un C5-Cp-arilalquilo no
sustituido con heteroatomo tiene 7 a 10 atomos de carbono. Los ejemplos de arilalquilos
no sustituidos con heteroatomo incluyen fenilmetilo (bencilo) y feniletilo. El término
“Cp-arilalquilo sustituido con heteroatomo ™ se refiere a un radical que tiene un solo
atomo de carbono saturado como punto de union, que ademas tiene un total de n 4tomos
de carbono, 0, 1, 0 mas de un atomo de hidrégeno, y por lo menos un heterodtomo, en
donde por lo menos uno de los a&tomos de carbono esta incorporado en una estructura de
anillo aromatico, y ademds en donde cada heterodtomo se selecciona independientemente
del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, 1, Si, P y S. Por ejemplo, un C,-Cy¢-
heteroarilalquilo sustituido con heteroatomo tiene 2 a 10 atomos de carbono.

El término “C,-acilo no sustituido con heteroatomo™ se refiere a un radical que
tiene un solo atomo de carbono de un grupo carbonilo como punto de unidn, que ademas
tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademads tiene un total de n
atomos de carbono, 1 0 mas atomos de hidrogeno, un total de un atomo de oxigeno y
ningln heterodtomo adicional. Por ejemplo, un C,-Cjp-acilo no sustituido con
hetero4tomo tiene 1 a 10 atomos de carbono. Los grupos —COH, -COCH3;, -COCH,CH3,
—COCH,CH,CHj3, —COCH(CH3),, -COCH(CHa),, “COCsHs, ~COCsH4CH,
—COCH4CH,CH3;, -COC¢H4CH,CH,CHj3, ~COCsHsCH(CH3),, "COCsHsCH(CH,),, ¥
—~COC¢H3(CH3),, son ejemplos de grupos acilo no sustituidos con heteroatomo. El
término “C,-acilo sustituido con heterodtomo™ se refiere a un radical que tiene un solo
atomo de carbono como punto de unién, siendo el atomo de carbono parte de un grupo
carbonilo, que ademaés tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que
ademas tiene un total de n atomos de carbono, 0, 1, 0 mas de un 4tomo de hidrégeno, por
lo menos un heteroatomo adicional ademas del oxigeno del grupo carbonilo, en donde
cada heterodtomo adicional se selecciona independientemente del grupo integrado por N,
O,F, Cl, Br, 1, Si, Py S. Por ejemplo, un C;-Cjp-acilo sustituido con heteroatomo tiene 1
a 10 atomos de carbono. El término acilo sustituido con heteroatomo incluye los grupos
carbamoilo, tiocarboxilato y acido tiocarboxilico. Los grupos —-COCH,CF3;, ~CO,H,
—CO0,CH;, —C0O,CH,CHj3;, —CO,CH,CH,CHj3;, —CO,CH(CH3),, —CO,CH(CH;),,
—CONH;, -CONHCH3, ~CONHCH,CHj;, -CONHCH,CH,CHj;, -CONHCH(CH3),,
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—CONHCH(CH,),, ~CON(CHj3),, ~CON(CH,CH3)CH3, -CON(CH,CHs), y
—CONHCH,CF3, son ejemplos de grupos acilo sustituidos con heteroatomo.

El término “Cp-alcoxilo no sustituido con heterodtomo” se refiere a un grupo que
tiene la estructura —OR, en donde R es Cp-alquilo no sustituido con heteroatomo, segiin
se ha definido ese término anteriormente. Los grupos alcoxilo no sustituidos con
heteroatomo incluyen: fOCH3, —-QOCH,CH;, ~OCH,CH,CHj3;, —OCH(CH3), y
—OCH(CHa),. El término “C,-alcoxilo sustituido con heterodtomo” se refiere a un grupo
que tiene la estructura —~OR, en donde R es un Cy-alquilo sustituido con heteroatomo,
segun se ha definido ese término anteriormente. Por e¢jemplo, ~OCH,CFj3 es un grupo
alcoxilo sustituido con heteroatomo.

El término “Cp-alqueniloxilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un grupo
que tiene la estructura —OR, en donde R es un Cy-alquenilo no sustituido con
heteroatomo, segln se ha definido ese término anteriormente. El término “C,-
alqueniloxilo sustituido con heterodtomo” se refiere a un grupo que tiene la estructura
—OR, en donde R es un C;-alquenilo sustituido con heteroatomo, segun se ha definido ese
término anteriormente.

El término “C,-alquiniloxilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un grupo
que tiene la estructura —~OR, en donde R es un Cy-alquinilo no sustituido con
heteroatomo, segin se ha definido ese término anteriormente. El término “C,-
alquiniloxilo sustituido con heterodtomo” se refiere a un grupo que tiene la estructura
—OR, en donde R es un Cy-alquinilo sustituido con heteroatomo, segun se ha definido ese
término anteriormente.

El término “C,-ariloxilo no sustituido con heterodtomo” se refiere a un grupo que
tiene la estructura —OAr, en donde Ar es un Cp-arilo no sustituido con heteroatomo,
seguin se ha definido ese término anteriormente. Un ejemplo de un grupo ariloxilo no
sustituido con heteroatomo es —OCgHs. El término “C,-ariloxilo sustituido con
heteroatomo” se refiere a un grupo que tiene la estructura —OAr, en donde Ar es un
C,-arilo sustituido con heteroatomo, segin se ha definido ese término anteriormente.

El término “Cp-arilalquiloxilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un

grupo que tiene la estructura —OR4,, en donde R, es un Cy-arilalquilo no sustituido con

heteroatomo, segtin se ha definido ese término anteriormente. El término
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“Cp-arilalquiloxilo no sustituido con heterodtomo” se refiere a un grupo que tiene la
estructura —OR4;, en donde R, es un Cy-arilalquilo sustituido con heterodtomo, segin se
ha definido ese término anteriormente.

El término “Cp-aciloxilo no sustituido con heteroatomo” se refiere a un grupo que
tiene la estructura —OAc, en donde Ac es un C,-acilo no sustituido con heteroatomo,
segun se ha definido ese término anteriormente. Un grupo aciloxilo no sustituido con
heteroatomo incluye grupos alquilcarboniloxilo y arilcarboniloxilo. Por ejemplo,
—OCOCH;3 es un ejemplo de un grupo aciloxilo no sustituido con heteroatomo. El
término “Cp-aciloxilo sustituido con heteroatomo™ se refiere a un grupo que tiene la
estructura —OAc, en donde Ac es un Cy-acilo sustituido con heteroatomo, segun se ha
definido ese término anteriormente. Un grupo aciloxilo sustituido con heterodtomo
incluye grupos alcoxicarboniloxilo, ariloxicarboniloxilo, carboxilato, alquilcarbonilo,
alcoxicarbonilo, aminocarbonilo y alquiltiocarbonilo.

El término “Cp-alquilamino no sustituido con heteroatomo” se refiere a un radical
que tiene un solo 4&tomo de nitrdgeno en el punto de union, que ademas tiene uno o dos
atomos de carbono saturados unidos al atomo de nitrégeno, que ademds tiene una
estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que contiene un total de n 4tomos de
carbono, todos los cuales son no aromaticos, 4 0 mas atomos de hidrégeno, un total de 1
atomo de nitrégeno y ningun heteroatomo adicional. Por ejemplo, un C;-Cjo-alquilamino
no sustituido con heterodtomo tiene 1 a 10 d&tomos de carbono. El término
“Cp-alquilamino no sustituido con heteroatomo” incluye grupos que tienen la estructura
—NHR, en donde R es un C,-alquilo no sustituido con heteroatomo, segun se ha definido
ese término anteriormente. Un grupo alquilamino no sustituido con heteroatomo incluiria
—NHCH;, -NHCH,CH;, -NHCH,CH,CH3, -NHCH(CH3),, -NHCH(CH,),,
—NHCH,CH,CH,CH3, -NHCH(CH3)CH,CH3, -NHCH,CH(CHj3),, -NHC(CH3)3,
—N(CH3;),, -N(CH;3)CH,CH3, —N(CHZCH3)2, N-pirrolidinilo y N-piperidinilo. El término
“Cp-alquilamino sustituido con heterodtomo” se refiere a un radical que tiene un solo
atomo de nitrégeno en el punto de unién, que ademas tiene uno o dos atomos de carbono
saturados unidos al 4tomo de nitrogeno, ningun enlace carbono-carbono doble o triple,
que ademads tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademas tiene

un total de n atomos de carbono, todos los cuales son no aromaticos, 0, 1, 0 mas de un
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atomo de hidrogeno, y por lo menos un heteroatomo adicional, es decir, ademas del
atomo de nitrogeno en el punto de union, en donde cada heteroatomo adicional se
selecciona independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por
ejemplo, un C,-Cj¢-alquilamino sustituido con heteroatomo tiene 1 a 10 4tomos de
carbono. El término “Cy-alquilamino sustituido con heteroatomo” incluye grupos que
tienen la estructura —NHR, en donde R es un C;-alquilo sustituido con heteroatomo,
segun se ha definido ese término anteriormente.

El término “C,-alquenilamino no sustituido con hetero4tomo” se refiere a un
radical que tiene un solo 4tomo de nitrogeno en el punto de unién, que ademas tiene uno
o dos atomos de carbono unidos al atomo de nitrégeno, que ademas tiene una estructura
lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que contiene por lo menos un enlace carbono-
carbono doble y no aromatico, un total de n atomos de carbono, 4 o mas dtomos de
hidrégeno, un total de un atomo de nitrégeno y ningun heteroatomo adicional. Por
ejemplo, un C,-C)o-alquenilamino no sustituido con heteroatomo tiene 2 a 10 dtomos de
carbono. El término “C,-alquenilamino no sustituido con heterodtomo” incluye grupos
que tienen la estructura —NHR, en donde R es un C,-alquenilo no sustituido con
heteroatomo, segin se ha definido ese término anteriormente. Los ejemplos de grupo C,-
alquenilamino no sustituidos con heteroatomo también incluyen grupos dialquenilamino
y alquil(alquenil)amino. El término “Cy-alquenilamino sustituido con heteroatomo” se
refiere a un radical que tiene un solo d&tomo de nitrégeno en el punto de unién y por lo
menos un enlace carbono-carbono doble y no aromatico, sin ningtin enlace carbono-
carbono triple, que ademas tiene uno o dos atomos de carbono unidos al 4tomo de
nitrogeno, que ademas tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que
ademas tiene un total de n 4&tomos de carbono, 0, 1, 0 més de un dtomo de hidrégeno, y
por lo menos un heteroatomo adicional, es decir, ademas del 4&tomo de nitrégeno en el
punto de unidn, en donde cada heterodtomo adicional se selecciona independientemente
del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por ejemplo, un
C,-Cp-alquenilamino sustituido con heteroatomo tiene 2 a 10 4tomos de carbono. El
término “Cy-alquenilamino sustituido con heteroatomo” incluye grupos que tienen la
estructura —NHR, en donde R es un Cy-alquenilo sustituido con heteroatomo, segin se ha

definido ese término anteriormente.
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El término “C,-alquinilamino no sustituido con heterodtomo” se refiere a un
radical que tiene un solo 4tomo de nitrogeno en el punto de unién, que ademas tiene uno
o dos atomos de carbono unidos al atomo de nitrégeno, que ademads tiene una estructura
lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que contiene por lo menos un enlace carbono-
carbono triple, un total de n 4&tomos de carbono, por lo menos un atomo de hidrogeno, un
total de un 4tomo de nitrégeno y sin ningun heteroatomo adicional. Por ejemplo, un
C,-Cyp-alquinilamino no sustituido con heterodtomo tiene 2 a 10 4&tomos de carbono. El
término “Cy-alquinilamino no sustituido con heteroatomo” incluye grupos que tienen la
estructura ~NHR, en donde R es un C;-alquinilo no sustituido con heterodtomo, segiin se
ha definido ese término anteriormente. Un grupo alquinilamino incluye grupos
dialquinilamino y alquil(alquinil)amino. El término “C,-alquinilamino sustituido con
heterodtomo” se refiere a un radical que tiene un solo 4tomo de nitréogeno en el punto de
union, que ademads tiene uno o dos atomos de carbono unidos al 4tomo de nitrégeno, que
ademads tiene por lo menos un enlace carbono-carbono triple y no aromatico, que ademas
tiene una estructura lineal o ramificada, ciclica o aciclica, y que ademas tiene un total de
n atomos de carbono, 0, 1, 0 mas de un dtomo de .hidrégeno, y por lo menos un
heteroatomo adicional, es decir, ademds del &tomo de nitrégeno en el punto de unién, en
donde cada heteroatomo adicional se selecciona independientemente del grupo integrado
por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por ejemplo, un C,-Cj¢-alquinilamino sustituido con
heteroatomo tiene 2 a 10 4&tomos de carbono. El término “C,-alquinilamino sustituido con
heteroatomo” incluye grupos que tienen la estructura ~NHR, en donde R es un C,-
alquinilo sustituido con heteroatomo, segun se ha definido ese término anteriormente.

El término “C,-arilamino no sustituido con heteroatomo” se refiere a un radical
que tiene un solo atomo de nitrogeno en el punto de unién, que ademas tiene por lo
menos una estructura de anillo aromatico unida al 4&tomo de nitrégeno, en donde la
estructura de anillo aromético contiene solamente atomos de carbono, que ademas tiene
un total de n atomos de carbono, 6 0 mas atomos de hidrégeno, un total de un 4tomo de
nitrégeno y ningun heteroatomo adicional. Por ejemplo, un C¢-Cjp-arilamino no
sustituido con heterodtomo tiene 6 a 10 4tomos de carbono. El término “C,-arilamino no
sustituido con heteroatomo™ incluye grupos que tienen la estructura ~NHR, en donde R

es un Cp-arilo no sustituido con heteroatomo, segin se ha definido ese término
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anteriormente. Un grupo arilamino no sustituido con heterodtomo incluye grupos
diarilamino y alquil(aril)amino. El término “Cyp-arilamino sustituido con heteroatomo” se
refiere a un radical que tiene un solo atomo de nitrogeno en el punto de unién, que
ademas tiene un total de n atomos de carbono, por lo menos un dtomo de hidrégeno, por
lo menos un heteroatomo adicional, es decir, ademas del 4tomo de nitrégeno en el punto
de unién, en donde por lo menos uno de los atomos de carbono esta incorporado en una o
mas estructuras de anillo aromatico, y ademas en donde cada heterodtomo adicional se
selecciona independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por
ejemplo, un C¢-Cyp-arilamino sustituido con heteroatomo tiene 6 a 10 dtomos de carbono.
El término “C,-arilamino sustituido con heteroatomo” incluye grupos que tienen la
estructura “NHR, en donde R es un C,-arilo sustituido con heteroatomo, segun se ha
definido ese término anteriormente. Un grupo arilamino sustituido con heterodtomo
incluye los grupos heteroarilamino.

El término “C,-arilalquilamino no sustituido con heterodtomo” se refiere a un
radical que tiene un solo 4&tomo de nitrogeno en el punto de unién, que ademas tiene uno
o dos atomos de carbono saturados unidos al &tomo de nitrégeno, que ademas tiene un
total de n atomos de carbono, en donde por lo menos 6 de los atomos de carbono forman
una estructura de anillo aromatico que contiene solamente atomos de carbono, 8 o mas
dtomos de hidrogeno, un total de un 4tomo de nitrégeno y ningiin heterodtomo adicional.
Por ejemplo, un C4-C y-arilalquilamino no sustituido con heteroatomo tiene 7 a 10
atomos de carbono. El término “C,-arilalquilamino no sustituido con heteroatomo”
incluye grupos que tienen la estructura -NHR, en donde R es un C,-arilalquilo no
sustituido con heterodtomo, segtin se ha definido ese término anteriormente. Un grupo
arilalquilamino incluye grupos diarilalquilamino. El término “C,-arilalquilamino
sustituido con heterodtomo” se refiere a un radical que tiene un solo atomo de nitrégeno
en el punto de union, que ademas tiene por lo menos uno o dos 4&tomos de carbono
saturados unidos al 4&tomo de nitrégeno, que ademas tiene un total de n 4tomos de
carbono, 0, 1, 0 mas de un atomo de hidrégeno, por lo menos un heterodtomo adicional,
es decir, ademas del 4tomo de nitrégeno en el punto de unién, en donde por lo menos uno
de los atomos de carbono esta incorporado en un anillo aromatico, y ademas, en donde

cada heteroatomo se selecciona independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl,
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Br, I; Si, P y S. Por ejemplo, un C;-Cyp-arilalquilamino sustituido con heteroatomo tiene
7 a 10 atomos de carbono. El término “un Cp-arilalquilamino sustituido con heteroatomo”
incluye grupos que tienen la estructura -NHR, en donde R es un C,-arilalquilo sustituido
con heterodtomo, segun se ha definido ese término anteriormente. El término
“arilalquilamino sustituido con heteroatomo” incluye el término “heteroarilalquilamino™.

El término amido incluye grupos N-alquil-amido, N-aril-amido, N-arilalquil-
amido, acilamino, alquilcarbonilamino, arilcarbonilamino y ureido. El grupo
—~NHCOCH; es un egjemplo de un grupo amido no sustituido con heterodtomo. El término
“Cy-amido no sustituido con heterodtomo” se refiere a un radical que tiene un solo atomo
de nitrégeno en el punto de union, que ademas tiene un grupo carbonilo unido a través de
su atomo de carbono al 4&tomo de nitrégeno, que ademas tiene una estructura lineal o
ramificada, ciclica o aciclica, que ademas tiene un total de n atomos de carbono, 1 0 mas
atomos de hidrégeno, un total de un 4tomo de oxigeno, un total de un 4&tomo de nitrégeno
y ningun heterodtomo adicional. Por ejemplo, un C;-Cjg-amido no sustituido con
heteroatomo tiene 1 a 10 atomos de carbono. El término “C,-amido no sustituido con
heterodtomo” incluye grupos que tienen la estructura -NHR, en donde R es un C,-acilo
no sustituido con heterodtomo, segin se ha definido ese término anteriormente. El
término “Cy-amido sustituido con heteroatomo” se refiere a un radical que tiene un solo
atomo de nitrégeno en el punto de unidn, que ademas tiene un grupo carbonilo unido a
través de su atomo de carbono al d&tomo de nitrogeno, que ademads tiene una estructura
lineal o ramificada, ciclica o aciclica, que ademas tiene un total de n 4tomos de carbono
aromaticos o no aromaticos, 0, 1, o mas de un 4tomo de hidrégeno, por lo menos un
heteroatomo adicional ademas del oxigeno del grupo carbonilo y el 4tomo de nitrégeno
en el punto de unién, en donde cada heteroatomo adicional se selecciona

independientemente del grupo integrado por N, O, F, Cl, Br, I, Si, P y S. Por ejemplo, un

- C;-Co-amido sustituido con heteroatomo tiene 1 a 10 atomos de carbono. El término

“Cp-amido sustituido con heteroatomo” incluye grupos que tienen la estructura -NHR, en
donde R es un Cp-acilo no sustituido con heterodtomo, segun se ha definido ese término
anteriormente. El grupo -NHCO,CHj, es un ejemplo de un grupo amido sustituido con

heteroatomo.
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Asimismo, la intencion es que los atomos que integran los compuestos de la
presente invencion incluyan todas las formas isotdpicas de dichos dtomos. Los isdtopos,
conforme a este documento, incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero
atémico pero distinto numero de masa. Como ejemplo general y sin limitacion, los
isétopos de hidrégeno incluyen el tritio y el deuterio, y los is6topos del carbono incluyen
B¢ y "C. En forma semejante, se contempla que uno o més carbonos de un compuesto
de la presente invencion podrian reemplazarse por atomos de silicio. En forma semejante,
se contempla que uno o mas atomos de oxigeno de un compuesto de la presente
invencidn podrian reemplazarse por atomos de azufre o de selenio.

Cualquier valencia no definida en un atomo de una estructura indicada en esta
solicitud implicitamente representa un atomo de hidrégeno unido al 4tomo.

Conforme a este documento, un “auxiliar quiral” se refiere a un grupo quiral
separable que es capaz de influenciar la selectividad estérica de una reaccién. Las
personas peritas en la materia conocen dichos compuestos, y muchos de €stos estan
disponibles en el comercio.

El uso de la palabra “un” o “una” junto con el término “que comprende” en las
reivindicaciones y/o las especificaciones puede tener el significado “uno” pero también
concuerda con el significado “uno o mas”, “por lo menos un” y “uno o mas de un”.

En toda esta solicitud, el término “aproximadamente” indica que un valor incluye
la variacion debida al error inherente para el dispositivo, el método usado para determinar
el valor o la variacion que existe entre los sujetos del estudio.

Los términos “comprenden,” “tienen” e “incluyen” son verbos indefinidos.
Cualquier forma o conjugacion de uno o mas de estos verbos, tales como “comprende,”

99 CC 2% &

“que comprenden,” “tiene,” “con,” “incluye” y “que incluyen,” son también formas

I &c

indefinidas. Por ejemplo, cualquier método que “comprende,” “tiene” o “incluye” uno o
mas pasos no esta limitado a tener solamente dichos pasos, sean uno o mds, y también se
refiere a otros pasos no listados.

El término “eficaz,” cuando se usa en la especificacion y/o las reivindicaciones,
significa adecuado para lograr un resultado deseado, anticipado o previsto.

El término ‘“hidrato” o “hidratado” cuando se usa como modificador de un

compuesto significa que el compuesto tiene agua asociada a cada una de sus moléculas,

90111034.1 ' 25, : 361



10

15

20

25

30

que puede ser menos de una molécula de agua (por ejemplo, semihidrato), una molécula
(por ejemplo, monohidrato), o mas de una (por ejemplo, dihidrato), como por ejemplo en
las formas sélidas del compuesto.

Segtin se usa en este documento, el término “Cls,” se refiere a una dosis
inhibidora que consigue el 50% de la maxima respuesta obtenida.

Un “isémero” de un primer compuesto es un compuesto independiente en donde
cada molécula contiene los mismo atomos que el primer compuesto, pero en el cual
difiere la configuracion tridimensional de esos atomos.

Segun se usa en este documento, el término “paciente” o “sujeto” se refiere a un
organismo de mamifero vivo, tal como un ser humano, mono, vaca, oveja, cabra, perro,
gato, raton, rata, cobayo o especies transgénicas de €stos. En ciertas representaciones, el
paciente o el sujeto son un primate. Los ejemplos no limitantes de sujetos humanos son
adultos, jovenes, nifios, lactantes y fetos.

“Farmacéuticamente aceptable” significa algo que es til para preparar una
composicion farmacéutica que por lo general es inocuo, no toxico, no tiene cualidades
biol6gicamente indeseables ni indeseables por otros motivos e incluye lo que es aceptable
para uso veterinario, ademas del uso farmacéutico para seres humanos.

“Sales farmacéuticamente aceptables” significa sales de compuestos de la
presente invencidn que son farmacéuticamente aceptables, como se ha definido mas
arriba, y que tienen la actividad farmacoldgica deseada. Dichas sales incluyen sales de
adicion formadas con acidos inorgénicos como el acido clorhidrico, 4cido bromhidrico,
acido sulfirico, &cido nitrico, acido fosfdrico, y semejantes; o con acidos organicos como
el acido 1,2-etanodisulfonico, acido 2-hidroxietanosulfénico, dcido 2-naftalensulfénico,
4cido 3-fenilpropionico, acido 4,4'-metilen-bis(3-hidroxi-2-en-1-carboxilico), acido
4-metil-biciclo[2.2.2]oct-2-en-1-carboxilico, acido acético, acidos alifaticos mono- y
dicarboxilicos, acidos alifaticos sulfuricos, acidos aromaticos sulfuricos, acido
bencensulfonico, 4cido benzoico, acido alcanforsulfénico, acido carbdnico, acido
cindmico, acido citrico, 4cido ciclopentanopropidnico, dcido etanosulfénico, acido
fumarico, acido glucoheptonico, acido glucdnico, acido glutamico, acido glicdlico, acido
heptanoico, acido hexanoico, acido hidroxinaftoico, acido lactico, acido laurilsulfurico,

acido maleico, acido malico, acido malénico, acido mandélico, acido metanosulfonico,
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acido muconico, acido o-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido oxalico, acido
p-clorobencensulfonico, acidos alcanoicos fenil-sustituidos, a4cido propiodnico, acido
p-toluensulfénico, 4cido piravico, acido salicilico, 4cido estearico, acido succinico, 4cido
tartarico, acido terc-butilacético, acido trimetilacético, y semejantes. Las sales
farmacéuticamente aceptables también incluyen sales de adicion basica que se pueden
formar cuando los protones acidos presentes son capaces de reaccionar con bases
organicas o inorganicas. Las bases inorganicas aceptables incluyen el hidréxido de sodio,
carbonato de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de aluminio e hidréxido de calcio.
Las bases organicas aceptables incluyen la etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
trometamina, N-metilglucamina y semejantes. Se debe reconocer que el anién o cation
que forman parte de alguna sal de esta invencion no tienen importancia critica siempre
que la sal total sea farmacoldgicamente aceptable. Se presentan ejemplos adicionales de
sales farmacéuticamente aceptables y sus métodos de preparacion y uso en Handbook of
Pharmaceutical Salts: Properties, and Use (P. H. Stahl & C. G. Wermuth editores,
Verlag Helvetica Chimica Acta, 2002),

Seglin se usa en este documento, “predominantemente un enantidémero” significa
que un compuesto tiene por lo menos aproximadamente 85% de un enantiomero, o de
mayor preferencia, por lo menos aproximadamente 90% de un enantiémero, o de alin
mayor preferencia, por lo menos aproximadamente 95% de un enantidémero, o de maxima
preferencia por lo menos aproximadamente 99% de un enantidémero. En forma semejante,
la frase “esencialmente exento de otros isdmeros Opticos” significa que la composicidén
contiene como maximo aproximadamente 15% de otro enantiémero o diasteroisémero,
de mayor preferencia, como maximo aproximadamente 10% de otro enantiémero o
diasteroisomero, de ain mayor preferencia, como méaximo aproximadamente 5% de otro
enantidmero o diasteroisomero, y de maxima preferencia como maximo
aproximadamente 1% de otro enantidmero o diasteroisémero.

“Prevencion” o “prevenir” incluyen: (1) inhibir el inicio de una enfermedad en un
sujeto o paciente que podrian estar en riesgo y/o predispuestos a la enfermedad pero que
aun no experimenten ni muestren la patologia o sintomatologia totales o parciales de la
enfermedad, y/o (2) retrasar el inicio de la patologia o sintomatologia de una enfermedad

en un sujeto o paciente que podrian estar en riesgo y/o predispuestos a la enfermedad
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pero que ain no experimenten ni muestren la patologia o sintomatologia totales o
parciales de la enfermedad.

El término “saturado” cuando se refiere a un atomo signiﬁca que el atomo esta
conectado a otros atomos solamente a través de enlaces simples.

Un “estereoisdmero” o “un isémero optico” es un isémero de cierto compuesto en
donde los mismos atomos estan unidos a los mismos otros atomos, pero con diferente
configuracidn tridimensional de dichos atomos. Los “enantiomeros” son estereoisdmeros
de cierto compuesto en que uno es la imagen especular del otro, como una mano
izquierda y una mano derecha. Los “diasteroisdmeros” son estereoisdmeros de cierto
compuesto que no son enantiomeros.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad farmacéuticamente eficaz”
significan una cantidad que cuando se administra a un sujeto o paciente para tratar una
enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento para la enfermedad.

“Tratamiento” o “tratar” incluyen (1) inhibir una enfermedad en un sujeto o
paciente que experimentan o muestran la patologia o sintomatologia de la enfermedad
(por ejemplo, detener el desarrollo de la patologia y/o sintomatologia), (2) mejorar la
enfermedad en un sujeto o paciente que experimentan o muestran la patologia o
sintomatologia de la enfermedad (por ejemplo, revertir la patologia y/o sintomatologia),
y/o (3) efectuar cualquier disminucion cuantificable de la enfermedad en un sujeto o
paciente que experimentan o muestran la patologia o sintomatologia de la enfermedad.

Segun se usa en este documento, el término “hidrosoluble” o “soluble en agua”
significan que el compuesto se disuelve en agua por lo menos hasta 0,010 mol/litro o que
se clasifica como soluble en la literatura precedente.

Otras abreviaturas usadas en este documento son las siguientes: DMSO,
dimetilsulfoxido; NO, éxido nitrico; iNOS, 6xido nitrico sintetasa inducible; COX-2,
ciclooxigenasa-2; NGF, factor de crecimiento nervioso; IBMX, isobutilmetilxantina;
FBS, suero bovino fetal; GPDH, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa; RXR, receptor de
retinoide X; TGF-f, factor de crecimiento transformante 3; IFNy o [FN-y, interferén-y;
LPS, lipopolisacarido endotdéxico bacteriano; TNFa o TNF-a., factor de necrosis tumoral

a; IL-1PB, interleucina 13; GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; MTBE,
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metil-terc-butil-éter; MTT, bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio;
TCA, acido tricloroacético; HO-1, hem oxigenasa inducible.
Las definiciones anteriores sobreseen cualquier definicidn diferente que aparezca

en cualquier referencia que esté incorporada en este documento por referencia.

III.  Triterpenoides sintéticos

Los triterpenoides, que se sintetizan en las plantas por ciclacion del escualeno, se
usan con fines medicinales en muchos paises asiaticos; se sabe que algunos de ellos,
como el acido ursolico y el acido oleandlico, son antiinflamatorios y anti-carcinogénicos
(Huang y col., 1994; Nishino y col., 1988). Sin embargo, la actividad bioldgica de estas
moléculas naturales es relativamente débil; por lo tanto, se intentd la sintesis de nuevos
analogos para aumentar su potencia (Honda y col., 1997; Honda y col., 1998). Las
investigaciones posteriores han identificado varios compuestos sintéticos con mejor
actividad que los triterpenoides naturales.

El trabajo continuo en el mejoramiento de la actividad antiinflamatoria y anti-
proliferativa de los analogos del acido oleanolico y del acido ursélico llevo al
descubrimiento del acido 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,9(11)-dien-28-oico (CDDO, RTA-
402) y compuestos relacionados (por ejemplo, CDDO-Me, TP-225, CDDO-Im) (Honda y
col., 1997, 1998, 1999, 2000a, 2000b, 2002; Suh y col., 1998; 1999; 2003; Place y col.,
2003; Liby y col., 2005). En la induccién de genes citoprotectores a través de la
sefializacién Keapl-Nrf2-elemento de respuesta antioxidante (ARE), una evaluacion
reciente de la actividad de estructuras de 15 triterpenoides not6 la importancia de los
grupos aceptores de Michael en los anillos A y C, un grupo nitrilo en C-2 del anillo A, y
que los sustituyentes en C-17 afectaban la accién farmacodinamica in vivo (Yates y col.,

2007).
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En general, el CDDO es el prototipo de un gran nimero de compuestos en una familia de
agentes que han demostrado ser ttiles en diversos contextos. Por ejemplo, se informa que
el CDDO-Me y CDDO-Im tienen la habilidad de modular el factor de crecimiento
transformante 3 (TGF-)/sefializacion Smad en varios tipos de células (Suh y col., 2003;
Minns y col., 2004; Mix y col., 2004). Se sabe que ambos son potentes inductores de la
sefializacion de hem-oxigenasa-1 y la sefializacion Nrf2/ARE (Liby y col., 2005), y se ha
demostrado que una serie de analogos sintéticos de triterpenoides (TP) también son
potentes inductores de la respuesta de fase 2, es decir, el aumento de la oxidorreductasa
NAD(P)H-quinona y hem oxigenasa 1 (HO-1), que es un importante protector contra el
estrés oxidativo y electrofilico en las células (Dinkova-Kostova y col., 2005). Asi como
los inductores de fase 2 previamente identificados, se ha demostrado que los analogos de
TP usan la via de sefializacion Nrf2—-Keap1-ARE.

El RTA 402 (metil bardoxolona), uno de los compuestos para usar con los
métodos de esta invencion, es un Antioxidante Modulador de la Inflamacién (AMI) que
esta en desarrollo clinico para indicaciones de inflamacion y relacionadas al cancer;
inhibe la inflamacion mediada por la respuesta inmune al restaurar la homeostasis
oxidorreductiva in los tejidos inflamados. Induce el factor de transcripcion citoprotector
Nrf2 e inhibe las actividades de los factores de transcripcién NF-xB y STAT3, que son
pro-oxidantes y pro-inﬂamatorios. In vivo, el RTA 402 ha demostrado una importante
actividad antiinflamatoria como agente Unico, en varios modelos animales de inflamacién

tal como el dafio renal en el modelo del cisplatino y la lesion renal aguda en el modelo de
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isquemia-reperfusion. Asimismo, se han observado disminuciones significativas en la
creatinina sérica en pacientes tratados con RTA 402.

En un aspecto de la invencidn, los compuestos de la presente invencion se pueden
usar para tratar a un sujeto que tiene una enfermedad renal o afeccion renal causada por
niveles elevados de estrés oxidativo en uno o mas tejidos. El estrés oxidativo puede estar
acompaiiado de inflamacién aguda o inflamacion crénica. El estrés oxidativo puede estar
causado por una exposicion aguda a un agente externo como radiacién ionizante o un
agente de quimioterapia citotoxico (por ejemplo, doxorrubicina), por traumatismo o
alguna otra lesion aguda al tejido, por lesion debida a isquemia/reperfusion, por mala
circulacion o anemia, por hipoxia o hiperoxia localizadas o sistémicas, o por algin otro
estado fisioldgico anormal como la hiperglicemia o hipoglicemia.

Por lo tanto, en las patologias que involucran el estrés oxidativo en forma aislada
o el estrés oxidativo exacerbado por la inflamacion, el tratamiento puede comprender la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de esta
invencion, tales como los que se han descrito anteriormente o en toda esta especificacion.
El tratamiento se puede administrar en forma preventiva antes de un estado previsible de
estrés oxidativo (por ejemplo, transplante de un 6rgano o administracion de terapia a un
paciente con cancer), o se puede administrar en forma terapéutica en situaciones que
establecidamente conllevan el estrés oxidativo e inflamacion.

Se han encontrado nuevos derivados amida de CDDO que son agentes
prometedores, por ejemplo por su capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica.
Ademas de la metilamida de CDDO (CDDO-MA), segtin han informado Honda y col.,
(2002), la invencion permite el uso de otros derivados amida de CDDO, tal como la
etilamida (CDDO-EA), ademas de derivados amida fluorados del CDDO, tal como el
derivado 2,2,2-trifluoroetilamida del CDDO (CDDO-TFEA).

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar seglin los métodos
ensefiados por Honda y col. (1998), Honda y col. (2000b), Honda y col. (2002), Yates y
col. (2007), y las Patentes de EE. UU. No. 6.326.507 y No. 6.974.801, todos los cuales se

incorporan por referencia a este documento.
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Aqui se muestran ejemplos no limitantes de triterpenoides que se pueden usar de

acuerdo con los métodos de esta invencion.

CDDO CDDO-Me
(TP-151) metil bardoxolona
(RTA 401) (TP-155)
(RTA 402)

CDDO-Im
(TP-235)
(RTA 403)

NC

CDDO-MA
(TP-224)

NC

0~ 7 H CF, g
CDDP-TFEA CDDO-EA
(TP-500) (TP-319)
(RTA 404) (RTA 405)

T

TP-225

Los compuestos a usar con la presente invencidn, como los indicados en la tabla

anterior, son estructuralmente semejantes al RTA-402 y en muchos casos tienen
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propiedades bioldgicas semejantes, como se ha notado mas arriba. Como ejemplo

adicional, en la Tabla 1 se resumen los resultados in vitro de varios de estos compuestos,

en donde se aplicé a macréfagos RAW264.7 un tratamiento previo con DMSO o

farmacos en diversas concentraciones (nM) durante 2 horas, y luego se trataron con 20

ng/mL de IFNy durante 24 horas. La concentracion de NO en los medios se determind

mediante un sistema de reactivos Griess y la viabilidad de las células se determiné con el

reactivo WST-1. Todos estos resultados demuestran una actividad que excede en drdenes

de magnitud la actividad, por ejemplo, de la molécula madre de acido oleanolico.

Tabla 1. Inhibicién de la produccion de NO inducida por IFNy.

ID de trabajo RAW264.7 (20 ng/mL IFNYy)
ClIso para NO ClIs5o para WST-1

RTA-401 ~10 nM > 200 nM
RTA-402 2,2 nM 80 nM
RTA-403 ~0,6 nM 100 nM
RTA-404 5,8 nM 100 nM

RTA-405 6 nM ~200 nM
TP-225 ~0,4 nM 75 nM

La sintesis de CDDO-MA se presenta en Honda y col. (2002), que se incorpora

por referencia a este documento. La sintesis de CDDO-EA y CDDO-TFEA se presenta en

Yates y col. (2007), que se incorpora por referencia a este documento y se muestra en el

Esquema I, a continuacion.
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COH  coc), Nnc

—_—-

CH,Cl, -

NC

7= o)
-H room temp.

CDDO (TP-151)

EtNH,-HCI or CF3CH,NH,-HCI

aqueous NaHCOj; solution and PhH
reflux

CDDO-EA: R=Et
CDDO-TFEA: R = CF3CH;

Scheme 1

IV.  Formas polimérficas de CDDO-Me

Se pueden usar formas polimoérficas de los compuestos de la presente invencidn,

por ejemplo, la Forma A y la Forma B de CDDO-Me, de acuerdo con los métodos de esta
5 invencion. La Forma B muestra una disponibilidad bioldgica que es sorprendentemente
mejor que la de la Forma A (FIG. 15). Concretamente, la disponibilidad biolégica de la
Forma B de CDDO-Me fue mayor que la de la Forma A de CDDO-Me en monos, cuando
lo monos recibieron dosis equivalentes de las dos formas por via oral, en cépsulas de
gelatina (Solicitud de Patente de EE. UU. No. 12/191.176, presentada el 13 de agosto de
10 2008). |
La “Forma A” de CDDO-Me (RTA-402) no esté solvatada (no hidratada) y se

caracteriza por una estructura cristalina dnica, con un grupo espacial de P4, 2,2 (no. 96),

dimensiones de celda unidad de a=14,2 A;b=14,2 A yc= 81,6 A, y por una estructura
de empaque en la cual tres moléculas estan colocadas en forma helicoidal a lo largo del

15  eje cristalogréfico b.
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A diferencia de la Forma A, la “Forma B> de CDDO-Me esta en una sola fase
pero carece de dicha estructura cristalina definida. Las muestras de la Forma B no
muestran una correlacion molecular extendida, es decir, por encima de aproximadamente
20 A. Ademés, el analisis térmico de las muestras de la Forma B divulgan una
temperatura de transicion al vidrio (Tg) dentro de limites desde aproximadamente 120 °C
a aproximadamente 130 °C (FIG. 14). A diferencia de esto, un material nanocristalino
desordenado no muestra una T, sino una temperatura de fusién (Tr), por encima de la
cual la estructura cristalina se transforma en un liquido. La Forma B esté caracterizada
por un espectro de difraccion de rayos X de muestras en polvo (XRPD) (FIG 12c¢)
diferente al espectro de la Forma A. Como no tiene una estructura cristalina definida, la
Forma B carece también de picos XRPD nitidos, tales como los picos caracteristicos de la
Forma A; la Forma B esté caracterizada por un patréon XRPD general de tipo “halo”.
Concretamente, la Forma B no cristalina est en la categoria de solidos “amorfos por
rayos X” porque su patréon XRPD tiene tres o menos halos de difraccién primaria. Dentro
de esta categoria, la Forma B es un material “vidrioso”.

La Forma A y la Forma B de CDDO-Me se preparan facilmente a partir de
diversas soluciones del compuesto. Por ejemplo, la Forma B se puede preparar por
evaporacion rapida o evaporacion lenta en MTBE, THF, tolueno o acetato de etilo. La
Forma A se puede preparar de varias maneras, incluyendo la evaporacion rapida, la
evaporacion lenta o el enfriamiento lento de una soluciéon de CDDO-Me en etanol o
metanol. Las preparaciones de CDDO-Me en acetona pueden producir la Forma A si se
usa la evaporacion rapida o la Forma B si se usa la evaporacion lenta.

Se pueden usar diversas formas de caracterizacion para diferenciar la Forma A de

CDDO-Me de la Forma B de CDDO-Me, y para diferenciarlas de otras formas de

CDDO-Me. Algunas técnicas ilustrativas y adecuadas para este fin son: la resonancia
magnética nuclear (RMN) en estado sélido, la difraccion de rayos X de muestras en
polvo (comparar las FIGS. 12A y B con la FIG. 12C), cristalografia de rayos X,
calorimetria de barrido diferencial (comparar la FIG. 13 con la FIG. 14), absorcién y
desorcion dindmica de vapor (DVS), analisis por método de Karl Fischer (KF),
microscopia de punto de niebla, calorimetria de barrido diferencial modulada, analisis de

infrarrojo por transformada de Fourier, y espectroscopia Raman. Concretamente, el

90111034.1
-38-

4



10

15

20

25

30

analisis de los datos de difraccion de rayos X de muestras en polvo (XRPD) y de
calorimetria de barrido diferencial (DSC) puede diferenciar entre la Forma A, Forma B y
las formas de semibencenato del éster metilico de CDDO (Solicitud de Patente de EE.
UU. No. 12/191.176, presentada el 13 de agosto, 2008.)

Se describen detalles adicionales sobre las formas polimoérficas de CDDO-Me en
la Solicitud de Patente de EE. UU. Provisional No. 60/955.939, presentada el 15 de
agosto, 2007, y la correspondiente Solicitud de Patente de EE. UU. No. 12/191.176 (no
provisional), presentada el 13 de agosto, 2008, ambas incorporadas en su totalidad por

referencia a este documento.

V. El uso de triterpenoides para el tratamiento de la nefropatia crénica,
resistencia a la insulina o diabetes y disfuncién endotelial o patologia
cardiovascular

Los compuestos y métodos de esta invencion se pueden usar para tratar diversos
aspectos de la nefropatia, incluyendo indicaciones para estados agudos y estados
cronicos. En general, el método comprende administrar a los sujetos cantidades
farmacéuticamente eficaces de un compuesto de esta invencion.

La inflamacidn participa significativamente en la patologia de la nefropatia
cronica. Hay también un fuerte vinculo entre los mecanismos del estrés oxidativo y la
disfuncion renal. La via de sefializacion NF-kB tiene un papel importante en la evolucion
de la nefropatia crénica, ya que el NF-«kB regula la transcripcion de MCP-1, una
quimiocina responsable del reclutamiento de monocitos y macroéfagos que produce una
respuesta inflamatoria que a la larga lesiona el rifion (Wardle, 2001). La via
Keap1/Nrf2/ARE controla la transcripcion de varios genes codificadores de enzimas
antioxidantes, incluyendo la hem oxigenasa-1 (HO-1). La ablacion del gen para Nrf2 en
ratones hembra lleva al desarrollo de una glomerulonefritis semejante al lupus (Yoh y
col., 2001; Ma y col., 2006). Ademas, varios estudios han demostrado que la expresion de
HO-1 se induce como respuesta al dafio renal y la inflamacion renal, y que esta enzima y
sus productos (bilirrubina y monéxido de carbono) tienen un papel protector en el rifién
(Nath y col., 2006).

El glomérulo y la capsula de Bowman que lo rodea son la unidad funcional basica
del rifion. La velocidad o indice de filtracion glomerular (IFG) es la medida estandar de la
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funcién renal. La depuracién de creatinina (“clearance™) se usa cominmente para medir
el IFG. Sin embargo, la concentracion sérica de creatinina se usa cominmente como
indicador indirecto del depuracion de creatinina. Por ejemplo, se acepta generalmente que
las concentraciones excesivas de creatinina en suero indican una funcion renal
inadecuada y la disminucién de la creatinina sérica a lo largo del tiempo se acepta como
una indicacién del mejoramiento de la funcion renal. Las concentraciones normales de
creatinina en sangre son aproximadamente 0,6 a 1,2 miligramos (mg) por decilitro (dL)
en varones adultos y 0,5 a 1,1 miligramos por decilitro en mujeres adultas.

Se puede producir una lesion renal aguda luego de isquemia-reperfusion,
tratamiento con ciertos agentes farmacoldgicos como el cisplatino y la rapamicina, y por
inyeccién intravenosa de medio de contraste radioldgico usado para obtener imagenes
médicas. Igual que en la nefropatia crénica, la inflamacién y el estrés oxidativo
contribuyen a la patologia de la lesion renal aguda. Los mecanismos moleculares de la
nefropatia inducida por material de radiocontraste no se comprenden totalmente; sin
embargo, €s probable que contribuyan a la insuficiencia renal una combinacién de
acontecimientos que incluyen una vasoconstriccion prolongada, autorregulacion renal
alterada y la toxicidad directa de los medios de contraste (Tumlin y col., 2006). La
vasoconstriccion reduce el flujo sanguineo en los rifiones y causa isquemia-reperfusion,
con produccion de especies de oxigeno reactivo. En estas condiciones se produce una
fuerte induccién de HO-1 y se ha demostrado que previene la lesion por isquemia-
reperfusion en varios 6rganos diferentes, inclusive el rifion (Nath y col., 2006).
Concretamente, se ha demostrado que la induccion de HO-1 es protectora en un modelo
de nefropatia por medio de radiocontraste en rata (Goodman y col., 2007). La reperfusion
también induce una respuesta inflamatoria, parcialmente a través de la activacion de la
sefializacion NF-kB (Nichols, 2004). Se ha propuesto actuar sobre la sefializacién NF-xB
como estrategia terapéutica para prevenir el dafio a los 6rganos (Zingarelli y col., 2003).

Sin limitaciones impuestas por la teoria, la potencia de los compuestos de la
presente invencién, por ejemplo, RTA 402, deriva principalmente de la incorporacion de
grupos carbonilo a,B insaturados. En ensayos in vitro, la mayoria de la actividad de los
compuestos se puede eliminar con la introduccién de grupos que contienen ditiotreitol

(DTT), N-acetil-cisteina (NAC), o glutatién (GSH); grupos que contienen tiol que puede
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interactuar con grupos carbonilo a,B-insaturados (Wang y col., 2000; Ikeda y col., 2003;
2004; Shishodia y col., 2006). Se ha establecido mediante ensayos bioquimicos que el
RTA 402 interactia directamente con un residuo cisteina criticamente importante (C179)
en IKKP (ver més adelante) e inhibe su actividad (Shishodia y col., 2006; Ahmad y col.,
2006). E1 IKK controla la activacion de NF-kB a través de la via “clasica” que involucra
una degradacion inducida por fosforilacion del IkB, con lo cual se liberan dimeros de NF-
kB hacia el nticleo. En macréfagos, esta via es responsable de la produccién de muchas
moléculas proinflamatorias en respuesta al TNFa y otros estimulos proinflamatorios.

EI RTA 402 también inhibe la via de sefializacion JAK/STAT en multiples
niveles. Las proteinas JAK se reclutan hacia receptores transmembrana (por ejemplo, IL-
6R) cuando son activadas por ligandos tales como interferones e interleucinas. Luego las
proteinas JAK fosforilan la porcion intracelular del receptor, con lo cual se reclutan
factores de transcripcion STAT. Luego los JAK fosforilan los STAT, forman dimeros y
son translocados hacia el niicleo donde activan la transcripcion de varios genes que
participan en la inflamacién. E1 RTA 402 inhibe la fosforilacién y formacion de dimeros
de STATS3 nativos e inducidos por IL-6 y se une directamente a los residuos cisteina en
STAT3 (C259) y al dominio cinasa de JAK1 (C1077). Los ensayos bioquimicos también
han establecido que los triterpenoides interactian directamente con residuos cisteina
criticos en Keapl (Dinkova-Kostova y col., 2005). El Keapl1 es una proteina vinculada a
la actina que en condiciones normales mantiene secuestrado al factor de transcripcion
Nr1f2 en el citoplasma (Kobayashi y Yamamoto, 2005). El estrés oxidativo produce la
oxidacién de los residuos cisteina regulatorios en Keapl y causa la liberaciéon de Nrf2.
Luego el Nrf2 se transloca hacia el niicleo y se une a elementos de respuesta antioxidante
(ARE), lo cual activa la transcripcion de muchos genes antioxidantes y antiinflamatorios.
Otro sustrato de la via Keap1/Nrf2/ARE es la hem oxigenasa 1 (HO-1). La enzima HO-1
descompone el hem con formacion de bilirrubina y mondxido de carbono, y tiene muchos
papeles antioxidantes y antiinflamatorios (Maines y Gibbs, 2005). Recientemente se ha
demostrado que los triterpenoides, incluyendo el RTA 402, producen una potente
induccién de HO-1 (Liby y col., 2005). Se ha demostrado que el RTA 402 y muchos
analogos estructurales son potentes inductores de la expresion de otras proteinas de Fase

2 (Yates y col., 2007).
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El RTA 402 es un potente inhibidor de la activacion de NF-kB. Ademas, el
RTA 402 activa la via Keap1/Nrf2/ARE e induce la expresion de HO-1. Como se
describe a continuacidn, se ha demostrado que el RTA 402 tiene actividad en dos
modelos animales de lesion renal aguda. Asimismo, se ha observado una reduccion de la
creatinina sérica y una mejor filtracion glomerulaf en la mayoria de los pacientes
humanos tratados con RTA 402 (ver los Ejemplos a continuacion). Actualmente se ha
observado en un estudio de Fase II una mejoria significativa en pacientes con nefropatia
diabética. Los hallazgos indican que el RTA 402 podria usarse para mejorar la funcién
renal en pacientes con nefropatia diabética, mediante la inhibicion de la inflamacién renal
y el mejoramiento de la filtracién glomerular.

Como ya se ha observado, la diabetes y la hipertension esencial son importantes
factores de riesgo para el desarrollo de la nefropatia crénica y, eventualmente, la
insuficiencia renal. Ambas afecciones, junto con indicadores de patologia cardiovascular
sistémica tales como la hiperlipidemia, suelen estar presentes en un mismo paciente,
especialmente si ese paciente padece de obesidad clinica. Aunque no hay una
comprension cabal de los factores unificantes, se ha identificado la disfuncion del
endotelio vascular como el factor patolégico importante en la patologia cardiovascular
sistémica, nefropatia cronica y diabetes (ver, por ejemplo, Zoccali, 2006). Se ha
involucrado el estrés oxidativo agudo o cronico sobre las células del endotelio vascular
en el desarrollo de la disfuncion endotelial, y esta fuertemente asociado con los procesos
de inflamacion crénica. Por lo tanto, un agente capaz de aliviar el estrés oxidativo junto
con la inflamacién en el endotelio vascular podria aliviar la disfuncion y restaurar la
homeostasis del endotelio. Sin limitaciones impuestas por la teoria, se ha demostrado que
los compuestos de la invencion, al estimular los mecanismos antioxidantes endogenos
regulados por Nrf2, tienen la singular capacidad de mejorar los parametros relacionados
con la funcién renal (por ejemplo, la creatinina sérica y el indice de filtracién glomerular
estimada), control de la glicemia y resistencia a la insulina (por ejemplo, hemoglobina
Alc) y la patologia cardiovascular sistémica (por ejemplo, células endoteliales
circulantes) en pacientes que tienen valores anormales de estos parametros. Actualmente,
se exige tipicamente una terapia combinada en dichos pacientes para poder mejorar las

determinaciones de control de la glicemia y patologia cardiovascular, incluyendo el uso
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de inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina o bloqueadores de los
receptores de la angiotensina II para aliviar la hipertension y reducir el avance de la
nefropatia cronica. Si con los compuestos de la invencion simultdneamente se pueden
lograr mejorias clinicamente significativas en todos estos pardmetros, especialmente en
las determinaciones de la funcidn renal, representarian una mejoria significativa con
respecto a las terapias actualmente disponibles. En algunos aspectos, los compuestos de
la presente invencidn se pueden usar para tratar una combinacién de las afecciones
antedichas en forma de una sola terapia, o en combinaciéon con un menor nimero de
terapias adicionales que lo actualmente se usaria.

Estos hallazgos también indican que la administraciéon de RTA 402 se puede usar
para proteger a los pacientes contra el dafio renal, como por ejemplo, el dafio debido a la
exposicion a los agentes de radiocontraste, como es el caso de la nefropatia inducida por
radiocontraste, ademas de otros contextos. En un .aspecto, los compuestos de esta
invencion se pueden usar para tratar la lesion renal aguda debida a isquemia-reperfusion
y/o quimioterapia. Por ejemplo, los resultados indicados en los Ejemplos 2 y 3 que siguen
demuestran que el RTA 402 en modelos animales protege contra la lesion renal aguda
debida a isquemia-reperfusion y quimioterapia.

Se ha determinado la creatinina sérica en varios modelos animales tratados con
RTA 402. Se han observados disminuciones significativas en la creatinina sérica con
respecto a los niveles basales o los niveles en animales control, en monos cangrejeros,
perros de raza “beagle” y ratas Sprague-Dawley (FIGS. 3A-D). Se ha observado este
efecto en ratas tratadas con ambas formas de RTA 402 (cristalino y amorfo).

El RTA 402 reduce la creatinina sérica en pacientes. Por ejemplo, se ha observado
que los niveles mejoran en pacientes con cancer que reciben RTA 402. En los seres
humanos, la nefrotoxicidad es un efecto secundario, limitante de la dosis, del tratamiento
con cisplatino. Se piensa que el dafio que produce el cisplatino en los tibulos proximales
estd mediado por un aumento en la inflamacion, estrés oxidativo y apoptosis (Yao y col.,
2007). También se ha medido la creatinina sérica en pacientes con nefropatia cronica
inscritos en un ensayo de RTA 402 de Fase II, con rétulo al descubierto (Ejemplo 6). Este
estudio se disefié con multiples criterios de valoracion, dentro de las categorias de

resistencia a la insulina, disfuncién endotelial/patologia cardiovascular y nefropatia
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cronica, incluyendo la determinacion de la hemoglobina Alc (Alc), que es un criterio de
valoracion de fase 3 ampliamente utilizado para el control de la glicemia.

La hemoglobina Alc (Alc) es un pequefio componente de la hemoglobina, a la
cual esta unida la glucosa. También el Alc se denomina hemoglobina glicosidada o
glucosilada. La hemoglobina Alc se puede separar de los demas componentes de la
hemoglobina A en sangre segin su carga y tamafio, usando para ello cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC). La hemoglobina Alc no esta afectada por
fluctuaciones a corto plazo de la glucosa en sangre, como por ejemplo las variaciones
debidas a las comidas. Por lo tanto, se puede extraer sangre para el anélisis de Alc sin
tomar en cuenta en qué momento se consumioé la comida. En pacientes sanos, no
diabéticos, el nivel de Alc es menos del 7% de la hemoglobina total. Los limites
normales son de 4% a 5,9%. En la diabetes mal controlada, puede ser 8,0% o més. Se ha
demostrado que se pueden retrasar o prevenir las complicaciones de la diabetes si el nivel
de Alc se puede mantener cerca del 7%.

Los agentes recientemente aprobados tipicamente reducen los niveles de Alc en
0,4 a 0,80 con mas de seis meses de tratamiento, siendo las disminuciones en 28 dias
tipicamente menores. La tabla siguiente muestra las reducciones en la hemoglobina Alc
luego de seis meses de tratamiento con uno de dos agentes aprobados, la sitagliptina o el
acetato de pramlintida (Aschner y col., 2006; Goldstein y col., 2007; Pullman y col.,
2006).

Duracion de la

Farmaco |diabetes mellitus Diseiio del estudio Alc media| Cambio
(aiios)
4,3 +/- placebo, con Alc > 7,0 8.0 -0,8
+/- metformina, con Alc
Sitagliptina 4.4 >75 8,9 0.7
pioglitazona +/- )

6.1 sitagliptina; Alc > 7,0 8.1 0,7
Acetato de 13 +/- insulina 9,1 04
pramlintida
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Si se compara el tratamiento de referencia con o sin RTA 402, se observa que el
RTA 402 reduce la hemoglobina Alc en 28 dias en diabéticos resistentes al tratamiento,
mas alla del efecto de tratamiento de referencia. El tratamiento demostr6 una reduccion
de intencion de tratar de 0,34 (n = 21) y una reduccion del nivel basal elevado (> 7.0 en la
muestra basal) de 0,50 (n = 16). Estos resultados se presentan en més detalle en la seccién
Ejemplos, mas adelante. Ver también las FIGS. 6 y 7.

En otro aspecto, los compuestos de esta invencion también se pueden usar para
mejorar la sensibilidad a la insulina y/o el control de la glucemia. Por ejemplo, los
resultados de pruebas de “clamp” hiperinsulinémico euglicémico en el estudio detallado
en el Ejemplo 6 muestran que el tratamiento con RTA 402 mejor6 el control de la
glucemia. La prueba de “clamp” hiperinsulinémico euglicémico es el método estandar
para investigar y cuantificar la sensibilidad a la insulina. Se mide la cantidad de glucosa
que se necesita para compensar una mayor concentracion de insulina sin causar
hipoglicemia (DeFronzo y col., 1979).

El procedimiento tipico es el siguiente: se perfunde insulina a través de una vena
periférica, a 10-120 mU por m” por minuto. Para compensar la infusién de insulina, se
perfunde una solucidn de glucosa al 20% para mantener la concentracion sanguinea de
glucosa entre 5 y 5,5 mmol/litro. La velocidad de infusidn de glucosa se fija de acuerdo
con la determinacion de la glucosa sanguinea cada 5 a 10 minutos.

Tipicamente, las perfusiones de insulina en dosis bajas son mas utiles para evaluar
la respuesta hepatica, mientras que las perfusiones de insulina en dosis altas son utiles
para evaluar la accion periférica de la insulina (por ejemplo, en el tejido graso y
muscular).

Los resultados tipicamente se evaltan de la siguiente forma: La velocidad de
perfusion de glucosa durante los tltimos 30 minutos de la prueba determina la
sensibilidad a la insulina. Si se exigen velocidades elevadas (7,5 mg/min o mas), el
paciente es sensible a la insulina. Las velocidades muy bajas, de 4,0 mg/min o menos,
indican que el organismo es resistente a la accién de la insulina. Las velocidades entre 4,0
y 7,5 mg/min podrian no ser definitorias y podrian sugerir un trastorno de la tolerancia a

la glucosa, que es un signo precoz de resistencia a la insulina.

e
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Los métodos de esta invencion se pueden usar para mejorar la funcion renal.
Como se muestra en el Ejemplo 6, se ha demostrado que el tratamiento con RTA 402
mejora seis determinaciones de la funcion renal y estado renal, incluyendo IFGe basado
en creatinina sérica, depuracion de la creatinina, BUN, cistatina C, adiponectina y
angiotensina II. Se ha demostrado que el RTA 402 aumenta el IFG en forma dependiente
de 1a dosis y con una alta tasa de respuesta (86%; n = 22). Como también se muestra en la
FIG. 9, los aumentos en el IFG observados a los 28 dias desaparecieron después de retirar
el farmaco.

En algunas representaciones, los métodos de tratamiento de esta invencion llevan
a un mejoramiento en los niveles de adiponectina y/o angiotensina II. La adiponectina y
angiotensina II tipicamente estan aumentadas en pacientes con nefropatia diabética y se
correlacionan con la gravedad de la patologia renal. La adiponectina (también
denominada Acrp30, apM1) es una hormona que modula varios procesos metabolicos,
incluyendo la regulacion de la glucosa y el catabolismo de los &cidos grasos. La
adiponectina se secreta por el tejido adiposo y pasa al torrente sanguineo, donde se
encuentra en cantidad abundante en comparaciéon con muchas otras hormonas. Los
niveles de la hormona estan inversamente correlacionados con el porcentaje de grasa
corporal en los adultos, pero la asociacion en lactantes y nifios pequefios es menos clara.
La hormona tiene un papel en la inhibicion de los trastornos metabélicos que pueden
producirse en la diabetes de tipo 2, obesidad, aterosclerosis y esteatosis hepatica no
alcohdlica. Se puede usar la adiponectina para predecir la mortalidad por todas las causas
y la patologia renal terminal en los pacientes con nefropatia diabética.

Los compuestos y métodos de esta invencion se pueden usar para tratar diversos
aspectos de la patologia cardiovascular. Se ha encontrado que los métodos de tratamiento
de esta invencion reducen las células endoteliales circulantes (CEC) en pacientes
humanos. Las células endoteliales circulantes son marcadores de la disfuncion endotelial
y lesion vascular. La disfuncién endotelial es un proceso inflamatorio sistémico que esta
vinculado con el dafio cardiovascular y de 6rgano destino. El mayor numero de CEC
tipicamente se correlaciona con el desarrollo, avance y muerte por patologia
cardiovascular. El nimero de CEC también se correlaciona con la nefropatia cronica y un

menor IFG. Los niveles normales histéricamente son < 5 células/mL.
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Las caracteristicas tipicas de la disfuncién endotelial incluyen la incapacidad de
las arterias y arteriolas de dilatarse completamente en respuesta a un estimulo apropiado.
Esto genera una diferencia detectable entre los sujetos con disfuncién endotelial y los que
tienen un endotelio normal y sano. Dicha diferencia se puede probar mediante diversos
métodos que incluyen la iontoforesis con acetilcolina, la administracion intra-arterial de
diversos agentes vasoactivos, el calentamiento local de la piel o la oclusion arterial
temporaria mediante el inflado de un manguito de presion arterial hasta presiones
elevadas. Las pruebas también se pueden realizar en las mismas arterias coronarias. Se
piensa que estas técnicas estimulan al endotelio para que libere 6xido nitrico (NO) y
posiblemente algunos agentes mas, que difunden hacia el musculo liso vascular
circundante y causan la vasodilatacion.

Por ejemplo, segun los resultados del estudio de Fase II (Ejemplo 6), los pacientes
tratados con RTA 402 durante 28 dias mostraron una disminucién en los marcadores de
inflamacion cardiovascular, a través de una reduccion en el nimero de células
endoteliales circulantes. La disminucion en las CEC en el grupo de intencion de tratar
(n=20) fue 27%; la reduccion en el grupo con niveles basales elevados (n=14) fue 40%
(p=0,02) y nueve de esos pacientes después del tratamiento tuvieron un nivel normal de
células endoteliales circulantes. Estos resultados concuerdan con una reversion de la
disfuncion endotelial.

Se ha encontrado que los métodos de tratamiento de esta invencidn reducen la
metalopeptidasa de matriz 9 (MMP-9), las moléculas de adhesion solubles y factor de
necrosis tumoral (TNFa) en la mayoria de los pacientes. Los niveles elevados de estas

moléculas tipicamente se correlacionan con malos desenlaces cardiovasculares.

VL. Formulaciones farmacéuticas y vias de administracion

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar por una variedad
de métodos, por ejemplo, por via oral o por inyeccién (por ejemplo, inyeccidon
subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, etc.). Segtn la via de administracidn, los
compuestos activos pueden estar recubiertos con un material que protege el compuesto
contra la accion de acidos y.de otras condiciones naturales que podrian inactivar el

compuesto. También se pueden administrar por perfusién/infusion continua en un sitio de
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enfermedad o herida. Se proporcionan ejemplos de formulaciones, incluyendo una
dispersion de CDDO-Me basada en polimero que mostrd una mejor biodisponibilidad por
via oral, en la Solicitud de Patente de EE. UU. No. 12/191.176, presentada el 13 de
agosto, 2008, y que se incorpora en su totalidad por referencia a este documento. Las
personas versadas en el tema reconocerdn que se pueden usar otros métodos de
fabricacion para producir las dispersiones de la presente invencion con propiedades y
eficacia equivalentes (ver Repka y col., 2002 y las referencias citadas en dicha
publicacion). Tales métodos alternativos incluyen los siguientes, sin limitarse a éstos:
evaporacion de disolventes, extrusion, como la extrusion caliente de material fundido, y
otras técnicas. }

Si se desea administrar el compuesto terapéutico por vias que no sean la
administracion parenteral, podria ser necesario revestir el compuesto con un material que
prevenga su inactivacion o coadministrar el compuesto con un material que evite la
inactivacion. Por ejemplo, el compuesto terapéutico podria administrarse a un paciente
dentro de un vehiculo apropiado, por ejemplo, en liposomas, o en un diluyente. Los
diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen la solucién salina y las soluciones
amortiguadoras acuosas. Los liposomas incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en
dgua ademas de liposomas convencionales (Strejan y col., 1984).

El compuesto terapéutico también se puede administrar por via parenteral,
intraperitoneal, intraespinal o intracerebral. Las dispersiones se pueden preparar en
glicerol, polietilenglicoles liquidos, mezclas de €stos, y en aceites. En condiciones
habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden tener un conservante
para prevenir el desarrollo de microorganismos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyectables incluyen las
soluciones acuosas estériles (cuando la composicion es hidrosoluble) o dispersiones y
polvos estériles para preparar las soluciones o dispersiones estériles inyectables en el
mismo lugar de su administracién. En todos los casos, la composicién debe estar estéril y
contar con una fluidez suficiente para permitir la facil administracién por jeringa. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe protegerse de la
accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo

puede ser un disolvente o un medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua,
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etanol, polioles (como el glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, y semejantes),
mezclas adecuadas de éstos, y aceites vegetales. Se puede mantener una fluidez
apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento como la lecitina, la
matencion de un tamafio de particula apropiado cuando se trata de una dispersion, y por
el uso de agentes tensoactivos. La prevencion de la accién de microorganismos se puede
lograr con diversos agentes antibacterianos y antimic6ticos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, 4cido ascorbico, timerosal, y semejantes. En muchos casos, es
preferible incluir en la composicion agentes isotoénicos, por ejemplo, azicares, cloruro de
sodio, o polialcoholes tales como el manitol y sorbitol. Se puede producir una absorcion
prolongada de las composiciones inyectables mediante la inclusion en la composicién de
un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, el monoestearato de aluminio o la
gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar mediante la incorporacion
de la cantidad requerida del compuesto terapéutico dentro de un disolvente apropiado,
con uno de los ingredientes indicados m4s arriba o una combinacion de éstos, segiin sea
necesario, seguido de una esterilizacion por filtracion. Por lo general, las dispersiones se
preparan por incorporacion del compuesto terapéutico en un vehiculo estéril que contiene
un medio de dispersion basico y los demads ingredientes requeridos seleccionados de la
lista anterior. Cuando se trata de polvos estériles para preparar soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son el secado al vacio y la liofilizacion
que generan el principio activo en polvo (es decir, el compuesto terapéutico) ademas de
otros ingredientes deseados provenientes de una solucion de dichos ingredientes
previamente esterilizada por filtracion.

El compuesto terapéutico se puede administrar por via oral, por ejemplo, con un
diluyente inerte o en un vehiculo comestible y asimilable. El compuesto terapéutico y
otros ingredientes también se pueden encapsular en una cipsula de gelatina dura o
blanda, se pueden comprimir para formar tabletas, o se pueden incorporar directamente a
la dieta del sujeto. Para la administracion terapéutica por via oral, el compuesto
terapéutico se puede incorporar con excipientes y utilizado en forma de tabletas
ingeribles, tabletas bucales, pastillas, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y

semejantes. Evidentemente. el porcentaje del compuesto terapéutico en las

90111034.1
-49-

§0



10

15

20

25

30

composiciones y preparaciones se puede variar. La cantidad del compuesto terapéutico en
dichas composiciones terapéuticamente utiles es tal que se obtiene una dosis apropiada.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones parenterales en forma de
dosis unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosis. La forma de
dosis unitaria, tal como se usa en este documento, se refiere a las unidades fisicamente
discretas que son dosis unitarias para los sujetos a tratar; cada unidad contiene una
cantidad predeterminada del compuesto terapéutico calculada para producir el efecto
terapéutico deseado, junto con el vehiculo farmacéutico requerido. Las especificaciones
para las formas de dosis unitaria de la invencion estan determinadas y dependen
directamente de (a) las caracteristicas singulares del compuesto terapéutico y el efecto
terapéutico especifico que se desea lograr, y (b) las limitaciones inherentes del arte de
formulacion farmacopeica de dicho compuesto terapéutico para el tratamiento de una
afeccion seleccionada en un paciente.

El compuesto terapéutico también se puede administrar en forma topica sobre la
piel, ojos 0 mucosas. Alternativamente, si se desea una administracion local a los
pulmones, el compuesto terapéutico se puede administrar por inhalacion en una
formulacidn de polvo seco o de aerosol.

La dosis real de un compuesto de la presente invencion o de una composicion que
comprende un compuesto de la presente invencion administrada a un sujeto se puede
determinar a partir de factores fisicos y fisioldgicos tales como la edad, sexo, peso
corporal, gravedad de la afeccidn, tipo de enfermedad tratada, intervenciones terapéuticas
previas o simultaneas, factores idiopaticos del sujeto y la via de administracién. Una
persona perita en la materia puede determinar estos factores. El profesional responsable
de la administracion tipicamente determina la concentracion de los principios activos en
una composicion y las dosis apropiadas para cada sujeto individual. El médico individual
puede ajustar la dosis en caso de alguna complicacion.

Una cantidad eficaz tipicamente varia desde aproximadamente 0,001 mg/kg a
aproximadamente 1000 mg/kg, desde aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
750 mg/kg, desde aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 500 mg/kg, desde
aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, desde aproximadamente 0,3

mg/kg a aproximadamente 150 mg/kg, desde aproximadamente 0,3 mg/kg a
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aproximadamente 100 mg/kg, desde aproximadamente 0,4 mg/kg a aproximadamente 75
mg/kg, desde aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, desde
aproximadamente 0,6 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde aproximadamente 0,7
mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, desde aproximadamente 0,8 mg/kg a
aproximadamente 15 mg/kg, desde aproximadamente 0,9 mg/kg a aproximadamente 10
mg/kg, desde aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, desde
aproximadamente 100 mg/kg a aproximadamente 500 mg/kg, desde aproximadamente
1,0 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, o desde aproximadamente 10,0 mg/kg a
aproximadamente 150 mg/kg, en una o mas administraciones de dosis por dia, durante un
dia o varios dias (dependiendo, evidentemente, del modo de administracién y de los
factores analizados mas arriba). Otras gamas de dosis adecuadas incluyen 1 mg a 10.000
mg por dia, 100 mg a 10.000 mg por dia, 500 mg a 10.000 mg por dia, y 500 mg a 1000
mg por dia. En algunas representaciones especificas, la cantidad es menos que 10.000 mg
por dia dentro de limites, por ejemplo, de 750 mg a 9.000 mg por dia.

La cantidad eficaz puede ser menos de 1 mg/kg/dia, menos de 500 mg/kg/dia,
menos de 250 mg/kg/dia, menos de 100 mg/kg/dia, menos de 50 mg/kg/dia, menos de 25
mg/kg/dia, menos de 10 mg/kg/dia, o menos de 5 mg/kg/dia. Alternativamente, puede
estar entre 1 mg/kg/dia y 200 mg/kg/dia. Por ejemplo, con respecto al tratamiento de
pacientes diabéticos, la unidad de dosis puede corresponder a uné cantidad que reduce la
glucosa sanguinea en por lo menos un 40% en comparacién con un sujeto no tratado. En
otra representacion, la unidad de dosis es una cantidad que reduce la glucosa sanguinea a
un nivel igual a la concentracion de glucosa sanguinea + 10% de un sujeto no diabético.

En otros ejemplos no limitantes, una dosis también puede comprender desde
aproximadamente 1 microgramo/kg de peso corporal, aproximadamente 5
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 50 microgramos/kg de peso cdrporal, aproximadamente 100
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 200 microgramos/kg de peso

corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 500

microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg de peso corporal,

aproximadamente 5 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg

de peso corporal, aproximadamente 50 miligramos/kg de peso corporal,
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aproximadamente 100 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 200
miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 500 miligramos/kg de peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg
de peso corporal 0 mas por administracion, y cualquier gama comprendida dentro de
estos limites. En ejemplos no limitantes de una géma proveniente de las cifras listadas en
este documento, se puede administrar una gama de aproximadamente 1 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, una gama de aproximadamente 5
mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal,
aproximadamenté 5 microgramos/kg de peso corporal a aproximadamente 500
miligramos/kg de peso corporal, etc., de acuerdo con las cifras descritas anteriormente.

En ciertas representaciones, una composicion farmacéutica de la presente
invencién puede comprender, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 0,1% de un
compuesto de la presente invencion. En otras representaciones, el compuesto de la
presente invencion puede comprender entre aproximadamente 2% y aproximadamente
75% del peso de la unidad, o entre aproximadamente 25% a aproximadamente 60%, por
ejemplo, y cualquier gama dentro de dichos limites.

Se contemplan dosis tnicas o dosis multiples de los agentes. Las personas con
habilidades normales en el tema pueden determinar los intervalos de tiempo deseados
para administrar dosis multiples, basandose solamente en la experimentacién de rutina.
Por ejemplo, se puede administrar a los sujetos dos dosis por dia en intervalos de
aproximadamente 12 horas. En algunas representaciones, el agente se administra una vez
al dia.

Los agentes se pueden administrar segun un horario o programa de rutina. De
acuerdo con este documento, un programa de rutina significa un periodo de tiempo
designado y predeterminado. El programa de rutina puede abarcar periodos de tiempo
que son idénticos o que tienen distinta duracién, siempre que el programa esté
predeterminado. Por ejemplo, el programa de rutina puede involucrar una administracion
dos veces por dia, cada dia, cada dos dias, cada tres dias, cada cuatro dias, cada cinco
dias, cada seis dias, semanal, mensual o cada cierto numero intermedio prefijado de dias
o semanas. Alternativamente, el programa de rutina predeterminado puede involucrar una

administracién dos veces al dia durante la primera semana, seguida de una administracion
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diaria durante varios meses, etc. En otras representaciones, la invencion indica que los
agentes se pueden tomar por via oral y que el horario depende o no de la ingestién de
alimentos. Asi, por ejemplo, el agente se puede tomar cada mafiana y/o cada noche, sin
importar que el sujeto haya comido o que vaya a comer.

Los resultados de Fase 3 muestran que cada formulaciéon de CDDO-Me basada en
una dispersion polimérica tiene una disponibilidad bioldgica mucho mayor que las
formulaciones de Forma A micronizada o Forma A nanocristalina. Ademéé, las
formulaciones basadas en una dispersion polimérica han demostrado un aumento
sorprendente en la biodisponibilidad por via oral con respecto a las formulaciones de
Forma B micronizada. Las formulaciones con copolimero de acido metacrilico, Tipo C y

HPMC-P demostraron la mejor disponibilidad bioldgica en monos tratados.

VII. Terapia combinada

Ademas de usarse como monoterapia, los compuestos de la presente invencidén
también podrian ser utiles en terapias combinadas. La terapia combinada eficaz se puede
lograr con una sola composicion o formulacion farmacoldgica que incluye ambos
agentes, o con dos composiciones o formulaciones diferentes administradas al mismo
tiempo, en donde una composicion incluye un compuesto de esta invencion y la otra
incluye el segundo agente. Alternativamente, la terapia puede administrase antes o
después del tratamiento con el otro agente, a intervalos que varian entre minutos y meses.

Se pueden usar diversas combinaciones, como por ejemplo cuando un compuesto
de la presente invencidn es “A,” y “B” representa un agente secundario, cuyos ejemplos

no limitantes se describen a continuacion:
A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B

B/B/B/A  B/B/A/B  A/A/B/B  A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A  B/A/A/B  A/A/A/B B/A/A/A  A/B/A/JA  A/A/B/A

La administracion de los compuestos de la presente invencidn a un paciente se

ajusta a protocolos generales para administrar productos farmacéuticos, tomando en
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cuenta la toxicidad del farmaco, si hay toxicidad presente. Se prevé que los ciclos de
tratamiento se repetirian si fuera necesario.

Se contempla que se pueden usar otros agentes antiinflamatorios junto con los
tratamientos de la actual invencion. Se pueden usar otros inhibidores de la COX,
incluyendo acidos arilcarboxilicos (acido salicilico, acido acetilsalicilico, diflunisal,
trisalicilato de colina y magnesio, salicilato, benorilato, 4cido flufenamico, 4cido
mefenamico, 4cido meclofenamico y acido triflamico), acidos arilalcanoicos (diclofenac,
fenclofenac, alclofenac, fentiazac, ibuprofeno, flurbiprofeno, ketoprofeno, naproxen,
fenoprofeno, fenbufeno, suprofeno, indoprofeno, acido tiaprofénico, benoxaprofeno,
pirprofeno, tolmetin, zomepirac, clopinac, indometacina y sulindac) y &cidos endlicos
(fenilbutazona, oxifenbutazona, azapropazona, feprazona, piroxicam e isoxicam). Ver
también la Patente de EE. UU. No. 6.025.395, que se incorpora por referencia a este
documento.

Los suplementos dietéticos y nutricionales supuestamente beneficiosos para el
tratamiento o la prevencion de la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, artritis reumatoide, enteropatia
inflamatoria y todas las demas enfermedades cuya patogenia se cree que involucra una
produccion excesiva de 6xido nitrico (NO) o de prostaglandinas, tales como la acetil-L-
carnitina, octacosanol, aceite de primula, vitamina B6, tirosina, fenilalanina, vitamina C,
L-dopa, o una combinacion de varios antioxidantes, se pueden usar junto con los
compuestos de la presente invencion.

Otras terapias secundarias especificas incluyen los inmﬁnosupresores (para
transplantes y la nefropatia autoinmune), fArmacos contra la hipertension (para la
nefropatia relacionada con la presion arterial elevada, por ejemplo, inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina y bloqueadores de los receptores de
angiotensina), insulina (para la nefropatia diabética), agentes para reducir lipidos y
colesterol (por ejemplo, inhibidores de la HMG-CoA reductasa tales como la
atorvastatina o simvastatina), tratamientos para la hiperfosfatemia o hiperparatiroidismo
asociados con la nefropatia crénica (por ejemplo, acetato de sevelamer, cinacalcet),

dialisis y restricciones de la dieta (proteinas, sal, liquidos, potasio, fosfatos).
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VIII. Ejemplos

Se incluyen los siguientes ejemplos para demostrar las representaciones preferidas
de la invencidn. Las personas peritas en la materia apreciaran que las técnicas divulgadas
en los ejemplos siguientes representan técnicas que segun el inventor funcionan bien en
la préctica de la invencion, y por lo tanto se puede considerar que son los modos
preferidos para practicar la invencién. Sin embargo, las personas peritas en el tema
apreciaran, en vista de esta divulgacion, que se pueden hacer muchos cambios en las
representaciones especificas que se divulgan e igualmente obtener un resultado

equivalente o semejante sin alejarse del espiritu y alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Materiales y métodos

Sustancias quimicas. Se sintetizaron los triterpenoides como se ha descrito
previamente en Honda y col. (1998), Honda y col. (2000b), Honda y col. (2002) y Yates

y col. (2007), todos los cuales se incorporan por referencia a este documento.

Ejemplo 2: Resultados de isquemia-reperfusién en ratén

En un modelo de insuficiencia renal aguda isquémica en ratdn, se pinza la arteria
renal durante aproximadamente 20 minutos. Después de este plazo, se quita la pinza y el
rifion se vuelve a perfundir con sangre. La isquemia-reperfusion produce dafio renal y una
disminucién de la funcion renal que se puede evaluar mediante las concentraciones de
nitrégeno ureico en la sangre (BUN), que aumentan después del dafio renal. Como se
muestra en las FIGS. la-d, la isquemia-reperfusién inducida por cirugia aumenta la
concentracion de BUN aproximadamente dos veces. Sin embargo, en animales tratados
con 2 mg/kg de RTA 402 por via oral, una vez al dia, empezando dos dias antes de la
cirugia, las concentraciones de BUN se redujeron significativamente (p < 0,01) en
comparacion con los animales tratados con vehiculo, y fueron semejantes a las
concentraciones en los animales sometidos a una cirugia falsa (FIGS. la-c). Las
determinaciones histologicas de dafio renal e inflamacion también mejoraron
significativamente con el tratamiento con RTA 402 (FIG. 1d). Estos datos indican que el

RTA 402 protege contra el dafio tisular producido por isquemia-reperfusion.
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Ejemplo 3: Resultados de lesién renal aguda producida por quimioterapia en ratas

En otro modelo de lesion renal aguda, se inyectaron ratas por via intravenosa con
el agente antineoplasico cisplatino. En los seres humanos, la nefrotoxicidad es un efecto
secundario limitante de la dosis cuando se trata con cisplatino. Se piensa que el dafio que
produce el cisplatino a los tubulos proximales estd mediado por un aumento en la

inflamacion, estrés oxidativo y apoptosis (Yao y col., 2007). Las ratas tratadas con una

sola dosis de 6 mg/kg de cisplatino desarrollaron una insuficiencia renal, determinada por

aumentos en las concentraciones sanguineas de creatinina y BUN. El tratamiento con 10
mg/kg de RTA 402 por gavage oral, empezando un dia antes del tratamiento con

cisplatino y siguiendo cada dia, redujo significativamente las concentraciones sanguineas

de creatinina y BUN (FIGS. 2a-b). La evaluacién histologica de los rifiones demostré que

en los animales tratados con RTA 402, era menor la extension del dafio a los tibulos

proximales, en comparacién con los animales tratados con vehiculo (FIG. 2¢).

Ejemplo 4: Reduccién de la creatinina sérica en varias especies

La creatinina sérica se ha determinado en varias especies de animales tratados con

RTA 402 en el transcurso de estudios de toxicologia. Se han observado disminuciones
significativas en la creatinina sérica con respecto a concentraciones basales o
concentraciones en animales control, en monos cangrejeros, perros de raza “beagle” y
ratas Sprague-Dawley (FIGS. 3a-d). Este efecto se ha observado en ratas tratadas con

formas cristalinas y amorfas de RTA 402.

Ejemplo 5: Reduccién de la creatinina sérica y aumento del IFGe
en pacientes con cincer

La creatinina sérica también se ha determinado en pacientes con cancer inscritos
en un ensayo clinico de fase I de RTA 402. Estos pacientes recibieron RTA 402 una vez
por dia en dosis entré 5y 1.300 mg/dia durante un total de 21 dias cada 28 dias. Se
observo una disminucion de la creatinina sérica de més del 15% ya a los ocho dias
después de iniciar el tratamiento, que se mantuvo hasta el final del ciclo (FIG. 4A). Esta
reduccién se mantuvo en aquellos pacientes que recibieron seis o mas ciclos de
tratamiento con RTA 402. Un subconjunto de pacientes con dafio renal preexistente

(niveles basales de creatinina sérica de por lo menos 1,5 mg/dL) también experimento
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una disminucion significativa en la creatinina sérica después del tratamiento con

RTA 402. En estos pacientes, la creatinina sérica disminuy6 progresivamente a lo largo

del ciclo, de manera que las concentraciones del dia 21 eran aproximadamente 25%

menores que las concentraciones basales (FIG. 4A). Estos resultados se pueden resumir

en la tabla siguiente.

Subconjunto con

Todos los ot .
entes creatinina sérica
pacie basal elevada
Numero de pacientes tratados con el farmaco durante por lo 45 3
menos 3 semanas
% de pacientes con reduccién en el dia 21 87% 100%
% disminucion de la creatinina sérica con respecto al valor basal | -18,3% -24.5%
Valor de p (valor basal comparado con el valor del dia 21) 0,001 0,0007

El indice de filtracion glomerular estimado (IFGe) mejoré significativamente en

los pacientes tratados con RTA 402 (FIG. 4B).

La FIG. 5 muestra los resultados después de por 1o menos seis meses de

tratamiento con RTA 402 en 11 pacientes con cancer, que muestra un mejoramiento

aproximadamente continuo en el IFGe. Algunos de estos pacientes se inscribieron en el

estudio de fase I y otros se inscribieron en un estudio de RTA 402 (combinado con

gemcitabina) para pacientes con cancer pancreatico. Los resultados se pueden resumir

como se indica a continuacion en la Tabla 2.
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Ejemplo 6: Estudio de fase 2 en pacientes con nefropatia diabética

También se ha medido la creatinina sérica en pacientes con nefropatia cronica
inscritos en un ensayo clinico de RTA 402 de fase II, con rétulo al descubierto. Estos
pacientes recibieron RTA 402 una vez al dia en una de tres dosis (25 mg, 75 mgy 150
mg) durante un total de 28 dias.

El estudio se disefié con multiples criterios de valoracion, en categorias de
resistencia a la insulina, disfuncion endotelial/patologia cardiovascular y nefropatia

cronica. Los criterios de valoracién se pueden resumir como sigue:

Resistencia a la insulina / Disfuncion endotelial / , .
. . Nefropatia crénica
Diabetes Cardiovascular
Hgb Alc CEC IFG
Veloc1da2 de utl’l’lzacu?n ,della Proteina C-reactiva (CRP) Creatinina sérica
glucosa / “clamp” euglicémico
Glucosa E-Selectina Depura.clf)n de
creatinina
Moléculas de adhesion .
endotelial (VCAM) Cistatina C
Citocinas Adiponectina

Angiotensina II

Un desenlace primario para este estudio es la determinacion de los efectos de la
administracion oral de RTA 402 en tres dosis sobre el indice de filtracidon glomerular
(estimado segun la férmula MDRD) en pacientes con nefropatia diabética.

Los desenlaces secundarios incluyen: (1) una evaluacion de la seguridad y
tolerabilidad de la administracion oral de RTA 402 en tres dosis diferentes, en esta
poblacién de pacientes; (2) una evaluacion de los efectos de la administracion oral de
RTA 402 en tres dosis sobre la creatinina sérica, la depuracion de creatinina y la relacién
albumina/creatinina urinaria en pacientes con nefropatia diabética; (3) una evaluacion de
los efectos de la administracion oral de RTA 402 en tres dosis sobre la hemoglobina Alc

en todos los pacientes inscritos y sobre la respuesta a la insulina mediante la prueba de
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“clamp” hiperinsulinémico euglicémico en los pacientes inscritos en sblamente uno de
los centros del estudio; (4) una evaluacién de los efectos de la administracion oral de
RTA 402 en tres dosis sobre un panel de marcadores de inflamacidn, lesion renal, estrés
oxidativo y disfuncién de células endoteliales.

La poblacién de pacientes seleccionada para este estudio tenia diabetes de tipo 2
con nefropatia cronica. La mayoria llevaba 20 afios con un diagnéstico de control
deficiente de la glicemia. La nefropatia cronica se establecié de acuerdo con la
concentracion elevada de creatinina sérica. La mayoria de los pacientes tenia un
diagnéstico de patologia cardiovascular y la mayoria estaba recibiendo tratamiento que se
ajustaba a las normas de tratamiento para la diabetes, nefropatia cronica y patologia
cardiovascular (por ejemplo, insulina, inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina/bloqueador de receptores de la angiotensina II [ACEI/ARB], bloqueador {3,

diurético y estatina). Las caracteristicas demogréficas basales se resumen a continuacion:

Edad , 59

Duracion de la diabetes (afios) | 15,4
Nefropatia diabética 100%
Complicaciones no renales de la diabetes’ 100%
Hipertension 100%

Hgb Alc (%) 7,9%

Ineficacia de agentes orales contra la hiperglicemia 90%
Uso de ACE/ARB 80%

Uso de estatinas 50%

'Incluye la neuropatia y retinopatia
Todos los valores representan la media; n = 10; los primeros 10 pacientes que

completaron el estudio.

Los criterios de inclusion de los pacientes: fueron los siguientes: (1) diagndstico de
diabetes de tipo 2; (2) creatinina sérica en mujeres 1,3 — 3,0 mg/dL (115-265 pmol/L),
inclusive, y en hombres 1,5 — 3,0 mg/dL (133-265 umol/L), inclusive; (3) los pacientes

tenian que estar dispuestos a usar métodos anticonceptivos eficaces; (4) las pacientes
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tenian que tener un resultado negativo en la prueba de embarazo en orina dentro de las 72
horas anteriores a la primera dosis del medicamento de estudio; (5) los pacientes tenian
que ser capaces de cooperar y estar dispuestos a cooperar con todos los aspectos del
protocolo y ser capaces de comunicarse bien; (6) los pacientes tenian que estar dispuestos
a proporcionar su consentimiento escrito a la participacion en este estudio clinico.

Los criterios de exclusion de los pacientes fueron los siguientes: (1) pacientes con
diabetes de tipo 1 (insulino dependiente, diabetes de inicio juvenil); (2) pacientes con
nefropatia no diabética diagnosticada (se considero aceptable la nefroesclerosis
simultanea con la nefropatia diabética), o con aloinjerto renal; (3) pacientes con la
siguiente patologia cardiovascular: angina de pecho inestable dentro de los 3 meses
anteriores al inicio del estudio; infarto de miocardio; cirugia de revascularizacion
coronaria (bypass) o angioplastia o stent coronarios por via transluminal percutanea
dentro de los 3 meses antes de iniciar el estudio; ataque isquémico transitorio dentro de
los 3 meses antes de iniciar el estudio; accidente cerebrovascular dentro de los 3 meses
antes de iniciar el estudio; valvulopatia cardiaca obstructiva o cardiomiopatia
hipertréfica; bloqueo auriculoventricular de segundo o tercer grado no mejorado con
marcapasos; (4) pacientes con necesidad de terapia de inmunosupresion cronica (> 2
semanas), incluyendo los corticoesteroides (con excepcion de los corticoesteroides
inhalados o nasales) dentro de los 3 meses antes de iniciar el estudio; (5) pacientes con
evidencia de disfuncion hepatica que incluye una bilirrubina total > 1,5 mg/dL (> 26
micromol/L) o valores de transaminasas hepéaticas (aspartato aminotransferasa [AST] o
alanina transferasa [ALT]) > 1,5 veces el limite superior normal; (6) para mujeres, si la
paciente estd embarazada, dando pecho o tiene intenciones de quedar embarazada; (7)
pacientes con cualquier afeccion clinica concomitante que a criterio del investigador
podria significar un riesgo para la salud del paciente durante su participacion en el
estudio o podria influenciar el desenlace del estudio; (8) pacientes con hipersensibilidad
conocida a cualquier componente del farmaco de estudio; (9) pacientes con alergia
conocida al yodo; (10) pacientes que dentro de los ultimos 30 dias antes de iniciar el
estudio se han sometido a procedimientos de diagndstico o de intervencidn que exigieron
un agente de contraste; (11) pacientes con un cambio o un ajuste de la dosis de cualquiera

de los medicamentos siguientes: inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina,
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bloqueadores de los receptores de la angiotensina II, drogas antiinflamatorias no
esteroideas (DAINE), o inhibidores de la COX-2, dentro de los tltimos 3 meses; otros
medicamentos contra la hipertension y otros medicamentos contra la diabetes dentro de
las 6 semanas anteriores al inicio del estudio; (12) pacientes con antecedentes de abuso de
drogas o alcohol o que tengan examenes positivos para cualquier droga de abuso (examen
de orina positivo para drogas y/o prueba positiva en aire espirado determinada con
alcoholimetro “breathalyser”); (13) pacientes que han participado en otro estudio clinico
con productos de investigacion o productos comerciales dentro de los 30 dias antes de
iniciar el estudio o que participarian en tal estudio simultdneamente; (14) pacientes
incapaces de comunicarse o de cooperar con el investigador debido a problemas del
idioma, problemas de desarrollo mental o funcién cerebral alterada.

Hacia fines de septiembre de 2008, habia 32 de 60 pacientes inscritos en este
estudio. Todos los pacientes, excepto uno solo, recibian insulina y agentes
antihiperglicemiantes conforme al tratamiento de referencia.

Se observo que el tratamiento con RTA 402 redujo el porcentaje de hemoglobina
Alc en 28 dias en diabéticos refractarios, cuando se administré el farmaco junto con el
tratamiento de referencia. El tratamiento produjo una reduccién de intencién de tratar de
aproximadamente 0,25 (n = 56) y en los pacientes con niveles basales elevados (= 7,0
basal) produjo una disminucion de 0,50 (n = 35). Se muestra la reduccién en el porcentaje
de hemoglobina Alc en funcion de la gravedad de los valores basales en la FIG. 6, y en la
FIG. 7 se muestra la reduccion en funcién de la dosis. En los pacientes con nefropatia
avanzada (Estadio 4) (IFG de 15-29 mL/min) hubo una reduccién media en el porcentaje
de Alc de aproximadamente 0,77. Todas las disminuciones fueron estadisticamente
significativas.

La prueba de “clamp” hiperinsulinémico euglicémico mostro que el tratamiento
de 28 dias también mejord el control de la glicemia y la sensibilidad a la insulina en los
pacientes, determinada en funcion de la velocidad de utilizacion de la glucosa (GDR).
Los pacientes mostraron una mejor velocidad de utilizacién de glucosa después de los 28
dias de tratamiento; en los pacientes mas afectados (velocidad de utilizacion de la glucosa

< 4) la mejoria fue estadisticamente significativa (p < 0,02). La prueba de “clamp”

hiperinsulinémico euglicémico se realiz6 en el dia basal (dia —1) y al final del estudio en
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el dia 28. La prueba mide la velocidad de infusion de glucosa necesaria para compensar
una creciente concentracion de insulina, sin causar hipoglicemia. Este valor se usa para
calcular la velocidad de utilizacién de glucosa.

En resumen, la prueba de “clémp” hiperinsulinémico euglicémico demora unas 2
horas. A través de una vena periférica, se introduce insulina a 10-120 mU por m? por
minuto. Para compensar la infusion de insulina, se introduce una solucion de glucosa al
20% para mantener la glicemia entre 5 y 5,5 mmol/L. La velocidad de infusién de la
glucosa se calcula a partir de la determinacion de la glicemia cada 5 a 10 minutos. La
velocidad de infusion de la glucosa durante los tltimos 30 minutos de la prueba se usa
para calcular la sensibilidad a la insulina, determinada a partir de la velocidad de
metabolizacion de la glucosa (M) en mg/kg/min.

Se realiza el siguiente protocolo para la prueba de “clamp” hiperinsulinémico
euglicémico:

1) El paciente ayuna durante 8-10 horas antes del procedimiento.

2) En la mafiana del clamp, se toman los signos vitales y se pesa al paciente.

3) Colocar un catéter en sentido retrogado en una mano, usando un catéter de 1%

pulgada, calibre 18-20 G, para la extraccién de muestras.

4) Preparar la tuberia intravenosa con dos valvulas de tres pasos y tuberia de
extension con lazo “J”. Conectar la tuberia con una clavija a una bolsa de un
litro de NaCl al 0,9% que fluye a una velocidad suficiente para mantener la
permeabilidad de la vena, a aproximadamente 10 mL/hora, hasta el momento
de iniciar el procedimiento.

5) Aplicar un manto calefactor forrado en una funda de almohada y separado de la
mano del paciente mediante una almohadilla. Esto permite extraer sangre
arterializada del catéter venoso, por flujo arterial que se desvia por
cortocircuito hacia la vena canulada.

6) Controlar la temperatura (aproximadamente 65 °C o 150°F) generada por el
manto calefactor antes y durante el clamp, para mantener la arterializacion.

7) Colocar otro catéter en el antebrazo distal contralateral, con un catéter de 1%
pulgadas, calibre 18-20 G, para la linea de infusién. Preparar la tuberia

intravenosa con dos valvulas de tres pasos.
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8) Colgar una bolsa de 500 mL de dextrosa al 20% y conectarla al puerto en el

lado de la infusion.

9) Preparar la solucion de infusion de insulina:

90111034.1

a. Extraer 53 cc (50 cc de llenado excesivo) de solucion salina de una bolsa
de 500 cc de NaCl al 0,9% y desechar ese volumen.

b. Extraer del sujeto 8 cc de sangre, con técnica aséptica, e inyectarla en un
tubo separador de suero (tapa gris y roja).

c. Centrifugar el tubo separador de suero. Retirar 2 cc de suero e inyectarlo
en la bolsa de 500 cc de NaCl al 0,9%. '

d. Agregar 100 unidades de insulina a la bolsa que contiene el suero y
mezclar bien (0,2 U insulina/mL).

e. Conectar la tuberia intravenosa con una clavija de dos agujeros en la
bolsa de NaCl al 0,9%.

f. Colocar en una bomba Baxter.

10) Extraer las muestras basales de sangre y anotar la hora de cada muestra. Los
valores de glicemia basal en ayunas se obtienen antes de iniciar el bolo de
cebado de insulina.

11) Calcular la velocidad de infusion de insulina para la dosis de cebado y una
infusién de 60 mU/mz. Esta insulina inicial sirve para inhibir la produccion
hepatica de glucosa endogena. En sujetos delgados, esta inhibicion se logra
con 40 mU/m”. En sujetos obesos y resistentes a la insulina se necesitan
80 mU/m”. En la poblacién potencial de estudio, con un indice de masa
corporal (IMC) de 27-40 kg/m?, una infusién de 60 mU/m? deberia ser
suficiente para la inhibicion. Podria ser necesario ajustar la infusion de
insulina de 60 mU/m? que se sugiere si cambia el IMC.

12) Extraer muestras de 0,5 mL cada 5 minutos y usar los resultados del
analizador de glucosa YSI Blood Glucose Analyzer para determinar y ajustar
la velocidad de infusion de glucosa (mg/kg/min). Ajustar el volumen de
sangre extraido segun los examenes de laboratorio adicionales que exija el
protocolo. El clamp dura 120 minutos, que es una duracion que se estima

suficiente para determinar la sensibilidad a la insulina.

-64-

iy




10

15

20

25

30

13) Rotular y guardar todos los resultados impresos del YSI, por ser documentos
de origen.

14) Las velocidades de infusion de glucosa en los ultimos 30 minutos del clamp
euglicémico se ajustaran segun el espacio de glucosa. Esto se usa para
determinar la velocidad de metabolizacion de glucosa (M, en mg/kg/min), que
representa la sensibilidad a la insulina del sujeto.

Como se muestra en la FIG. 8, el RTA 402 reduce el numero de células
endoteliales circulantes (CEC). La media del nimero de CEC, en células/mL, se muestra
para el grupo de intencion de tratar (ITT) y el grupo con valores basales elevados, antes y
después del tratamiento con RTA durante 28 dias. La reduccion en el grupo de intencién
de tratar fue aproximadamente 20% y la reduccién en el grupo con valores basales altos
(>5 CEC/mL) fue aproximadamente 33%. La fraccion de CEC positivas para iNOS se
redujo en aproximadamente 29%. Se observo una normalizacion de los valores de CEC
(< 5 células/mL) en 11 de los 19 pacientes con valores basales elevados.

Se aislaron CEC de sangre entera mediante el anticuerpo contra CD146, que es un
anticuerpo contra el antigeno CD146 que se expresa en las células endoteliales y los
leucocitos. Después de aislar las CEC, se usa un anticuerpo especial contra células
endoteliales (CD105 Ab) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) para
identificar las CEC, usando el sistema CellSearch™. Se agrega un anticuerpo contra
CD45 conjugado con una sustancia fluorescente para tefiir los leucocitos y luego se
elimina dicha sefial mediante un ajuste de ventana. Aparece una revision general de este
método en Blann y col. (2005), que se incorpora por referencia en su totalidad a este
documento. Las muestras de CEC también se evaluaron por inmunotincion para
determinar la presencia de iNOS. El tratamiento con RTA 402 redujo el nimero de CEC
positivas para iNOS en aproximadamente un 29%, lo cual es otra indicacion de que el
RTA 402 reduce la inflamacién en células endoteliales.

Se demostr6 que el RTA 402 produce una mejoria significativa en ocho
indicadores de funcién renal y estado renal, incluyendo el IFGe basado en creatinina
sérica (FIG. 9), depuracidn de creatinina, BUN (FIG. 11A), fosfato sérico (FIG. 11B),
uricemia (FIG. 11C), cistatina C, adiponectina (FIG. 10A), y angiotensina II (FIG. 10B).

La adiponectina sirve para predecir la mortalidad por todas las causas y la nefropatia
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terminal en pacientes con nefropatia diabética. La adiponectina y angiotensina II, que
estan elevadas en los pacientes con nefropatia diabética, se correlacionan con la gravedad
de la patologia renal (FIGS. 10A-B). Se muestran los efectos sobre BUN, fosfatos y acido
urico en las FIGS. 11A-C.

En los pacientes tratados con dosis mas elevadas (75 o 150 mg) de RTA 402, se
observaron leves aumentos en la proteinuria (aproximadamente 20 a 25%). Esto
concuerda con estudios que indican que un mejor IFG se correlaciona con un aumento en
la proteinuria. Por ejemplo, en un estudio clinico a largo plazo con mas de 25.000
pacientes, el tratamiento con ramipril (un inhibidor de la ECA) disminuy6 la velocidad
con la cual disminuia el IFGe, en forma mas eficaz que el telmisartan (un bloqueador de
los receptores de angiotensina) o la combinacion de ramipril y telmisartan (Mann y col.,
2008). Al mismo tiempo, aument6 mas la proteinuria en el grupo ramipril que en los
otros dos grupos. Los principales desenlaces renales también mejoraron mas con cada
farmaco individual que con la terapia combinada, aunque el aumento de la proteinuria fue
menor en el grupo que recibid terapia combinada. En otros estudios se ha demostrado que
los farmacos que reducen el IFG, como los inhibidores de la ECA, también reducen lé
proteinuria (Lozano y col., 2001; Sengul y col., 2006). Otros estudios han demostrado
que los farmacos que producen un aumento agudo del IFG, como ciertos bloqueadores de
los canales de calcio, aumentan la proteinuria en hasta un 60% durante la dosificacion a

corto plazo (Agodoa y col., 2001; Viberti y col., 2002).
****************

Todas las composiciones y/o métodos di‘vulgados y reivindicados en este
documento se pueden fabricar y realizar sin experimentacion indebida, en vista de la
actual divulgacion. Si bien las composiciones y métodos de esta invencion se han descrito
en funcion de sus representaciones preferidas, las personas peritas en el tema entenderan
que se pueden aplicar variaciones a las composiciones y/o métodos y en los pasos o en la
secuencia de los pasos del método descrito en este documento sin alejarse del concepto,
espiritu y alcance de la invencion. En forma mas especifica, quedara aparente que ciertos

agentes quimicamente y fisiolégicamente relacionados podrian sustituirse por los agentes
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descritos en este documento y se obtendrian resultados idénticos o semejantes. Se
considera que todas esas sustituciones y modificaciones semejantes que son evidentes
para las personas versadas en el tema estan dentro del espiritu, alcance y concepto de la

invencion tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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SE REIVINDICA LO SIGUIENTE:

Un método para tratar la nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, disfuncion
endotelial, esteatosis hepética o patologia cardiovascular en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto que

tiene la estructura:

en donde R, es:
—CN, o
C;-Cys-acilo o C;-C;s-alquilo, en donde cualquiera de estos grupos puede estar
sustituido con un heterodtomo o no sustituido con un heterodtomo; o

una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto.
El método de la reivindicacién 1, en donde el método trata la nefropatia.
El método de la reivindicacion 2, en donde la nefropatia es nefropatia diabética.

El método de la reivindicacién 2, en donde la nefropatia es resultado de una agresion

toxica.

El método de la reivindicacion 4, en donde la agresion toxica es resultado de un agente de

contraste o un farmaco.

El método de la reivindicacion 5, en donde el farmaco es una sustancia

quimioterapéutica.

El método de la reivindicacién 2, en donde la nefropatia es resultado de una lesién por

isquemia/reperfusion.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

El método de la reivindicacién 2, en donde la nefropatia es resultado de diabetes o

hipertension.

El método de la reivindicacion 2, en donde la nefropatia es resultado de una enfermedad

autoinmune.
El método de la reivindicacion 2, en donde la nefropatia es nefropatia cronica.
El método de la reivindicacién 2, en donde la nefropatia es nefropatia aguda.

El método de la reivindicacién 1, en donde el sujeto se ha sometido a didlisis o se esta

sometiendo a dialisis.

El método de la reivindicacién 1, en donde el sujeto se ha sometido a un transplante de

rifion o es candidato para dicho transplante.

El método de la reivindicacidn 1, en donde el método trata la nefropatia y la resistencia a

la insulina.

El método de la reivindicacion 14, en donde el método trata la nefropatia, resistencia a la

insulina y disfuncion endotelial.
El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene nefropatia y diabetes.
El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene resistencia a la insulina.

El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene diabetes.

El método de la reivindicacion 18, en donde la cantidad farmacéuticamente eficaz del
compuesto también trata eficazmente una o mas complicaciones asociadas con la

diabetes.

El método de la reivindicacidn 19, en donde las complicaciones se seleccionan del grupo
integrado por obesidad, hipertension, aterosclerosis, cardiopatia coronaria, accidente
cerebrovascular, vasculopatia periférica, hipertension, nefropatia, neuropatia,

mionecrosis, retinopatia y sindrome metabélico (sindrome X).
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

El método de la reivindicacion 20, en donde la complicacion es el sindrome metabdlico

(sindrome X).

El método de la reivindicacion 18, en donde la diabetes es resultado de la resistencia a la

insulina.

El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene nefropatia y disfuncion

endotelial.

El método de la reivindicacién 1, en donde el sujeto tiene nefropatia y patologia

cardiovascular.
El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene la patologia cardiovascular.

El método de la reivindicacion 25, en donde la patologia cardiovascular es resultado de la

disfuncion endotelial.
El método de la reivindicacién 1, en donde el sujeto tiene disfuncion endotelial.

El método de la reivindicacion 27, en donde el método trata la disfuncion endotelial y

resistencia a la insulina.
El método de la reivindicacion 1, en donde el método trata la esteatosis hepatica.

El método de la reivindicacion 29, en donde la esteatosis hepatica es esteatosis hepatica

no alcoholica.

El método de la reivindicacidn 29, en donde la esteatosis hepatica es esteatosis hepatica

alcohdlica.

El método de la reivindicacidn 29, en donde el método trata la esteatosis hepatica y uno o
mas de los siguientes trastornos: nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, disfuncién

endotelial y patologia cardiovascular.
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®

33.

34.

35.

36.

37.

38.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-32, que ademas comprende
identificar a un sujeto que necesite tratamiento para cualquiera de las enfermedades,

disfunciones, resistencias o trastornos listados.

El método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-32, en donde el sujeto tiene
antecedentes familiares o clinicos de cualquiera de las enfermedades, disfunciones,

resistencias o trastornos listados.

El método segin cualquiera de las reivindicaciones 1-32, en donde el sujeto tiene
sintomas de cualquiera de las enfermedades, disfunciones, resistencias o trastornos

listados.

Un método para mejorar la velocidad de filtracion glomerular o la depuracion de
creatinina en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad

farmacéuticamente eficaz de un compuesto que tiene la estructura:

en donde R; es:
—CN, o
C,-Cys-acilo o C,-Cys-alquilo, en donde cualquiera de estos grupos puede estar
sustituido con un heteroatomo o no sustituido con un heteroatomo; o

una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto.

El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde el compuesto se

administra en forma local.

El método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde el compuesto se

~ administra en forma sistémica.
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39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde el compuesto se
administra por via oral, intra-adiposal, intra-arterial, intra-articular, intracraneal,
intradérmica, intralesional, intramuscular, intranasal, intraocular, intrapericardica,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica, intrarrectal, intratecal, intratraqueal,
intratumoral, intraumbilical, intravaginal, intravenosa, intravesicular, intravitrea,
liposomal, local, mucosal, oral, parenteral, rectal, subconjuntival, subcutanea, sublingual,
topica, transbucal, transdérmica, vaginal, en cremas, en composiciones lipidicas, a través
de catéter, por lavado, por infusién continua, por infusion, por inhalacién, por inyeccion,
por colocacidn local, por perfusion local, por bafio directo de las células objetivo, o

cualquier combinacién de estos métodos.

El método de la reivindicaciéon 39, en donde el compuesto se administra por via

intravenosa, intra-arterial u oral.
El método de la reivindicacién 40, en donde el compuesto se administra por via oral.

El método de la reivindicacion 41, en donde el compuesto se formula como una capsula
dura o blanda, una tableta, un jarabe, una suspension, una dispersion en un sélido, una

oblea o un elixir.

El método de la reivindicacién 42, en donde el compuesto se formula como una

dispersion en un soélido.
El método de la reivindicacidn 42, en donde la capsula blanda es una capsula de gelatina.
El método de la reivindicacion 44, que ademas comprende un revestimiento protebtor.

El método de la reivindicacion 44, que ademdas comprende un agente que retrasa la

absorcién.

El método de la reivindicacion 42, que ademés comprende un agente que aumenta la

solubilidad o dispersibilidad.

El método de la reivindicacidn 39, en donde el compuesto esta disperso en un liposoma,

una emulsion de aceite en agua o una emulsion de agua en aceite.
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49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde la cantidad
farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de aproximadamente 0.1 mg a 500 mg del

compuesto.

El método de la reivindicacion 49, en donde la dosis diaria es aproximadamente 1 mg a

aproximadamente 300 mg de compuesto.

El método de la reivindicacién 50, en donde la dosis diaria es aproximadamente 10 mg a

aproximadamente 200 mg de compuesto.

El método de la reivindicacion 51, en donde la dosis diaria es aproximadamente 25 mg de

compuesto.

El método de la reivindicacién 51, en donde la dosis diaria es aproximadamente 75 mg de

compuesto.

- El método de la reivindicacion 51, en donde la dosis diaria es aproximadamente 150 mg

de compuesto.

El método de la reivindicacion 49, en donde la dosis diaria es aproximadamente desde 0.1

mg a aproximadamente 30 mg de compuesto.

El método de la reivindicacion 55, en donde la dosis diaria es aproximadamente desde 0.5

mg a aproximadamente 20 mg de compuesto.

El método de la reivindicacion 56, en donde la dosis diaria es aproximadamente desde

1mg a aproximadamente 15 mg de compuesto.

El método de la reivindicacién 57, en donde la dosis diaria es aproximadamente desde 1

mg a aproximadamente 10 mg de compuesto.

El método de la reivindicacién 58, en donde la dosis diaria es aproximadamente desde 1

mg a aproximadamente 5 mg de compuesto.
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60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde la cantidad
farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de aproximadamente 0,01 - 25 mg de

compuesto por kg de peso corporal.

El método de la reivindicacion 60, en donde la dosis diaria es 0,05 — 20 mg de compuesto

por kg de peso corporal.

El método de la reivindicacién 61, en donde la dosis diaria es 0,1 — 10 mg de compuesto

por kg de peso corporal.

El método de la reivindicacion 62, en donde la dosis diaria es 0,1 — 5 mg de compuesto

por kg de peso corporal.

El método de la reivindicacion 63, en donde la dosis diaria es 0,1 — 2.5 mg de compuesto

por kg de peso corporal.

El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde la cantidad

farmacéuticamente eficaz se administra en una sola dosis por dia.

El método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde la cantidad

farmacéuticamente eficaz se administra en dos o mas dosis por dia.

El método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, que ademas comprende una

segunda terapia.

El método de la reivindicacioén 67, en donde la segunda terapia comprende administrar a

dicho sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un segundo farmaco.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un farmaco para
reducir el colesterol, un farmaco contra la hiperlipidemia, un bloqueador de los canales

de calcio, un farmaco contra la hipertension, o un inhibidor de la HMG-CoA reductasa.

El método de la reivindicacion 69, en donde el segundo formaco es amlodipina, aspirina,
ezetimibe, felodipina, lacidipina, lercanidipina, nicardipina, nifedipina, nimodipina,

nisoldipina o nitrendipina.
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71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

El método de la reivindicacion 69, en donde el segundo farmaco es atenolol, bucindolol,
carvedilol, clonidina, doxazosina, indoramina, labetalol, metildopa, metoprolol, nadolol,
oxprenolol, fenoxibenzamina, fentolamina, pindolol, prazosina, propranolol, terazosina,

timolol o tolazolina.
El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es una estatina.

El método de la reivindicacion 72, en donde la estatina es atorvastatina, cerivastatina,
fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina o

simvastatina.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un inhibidor de la

dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4).

El método de la reivindicacion 74, en donde el inhibidor de 1a DPP-4 es sitagliptina,
vildagliptina, SYR-322, BMS 477118 o GSK 823093.

El método de la reivindicaciéon 68, en donde el segundo farmaco es una biguanida.
El método de la reivindicacién 76, en donde la biguanida es metformina.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es una tiazolidindiona
(TZD).

El método de la reivindicacién 78, en donde la TZD es pioglitazona, rosiglitazona o

troglitazona.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un derivado de

sulfonilurea.

El método de la reivindicacion 80, en donde el derivado de sulfonilurea se selecciona del
grupo integrado por tolbutamida, acetohexamida, tolazamida, clorpropamida, glipizida,

gliburida, glimepirida y gliclazida.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es una meglitinida.
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83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

El método de la reivindicacion 82, en donde la meglitinida se selecciona del grupo

integrado por repaglinida, mitiglinida y nateglinida.
El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es insulina.

El método de la reivindicacién 68, en donde el segundo fdrmaco es un inhibidor de alfa-

glucosidasa.

El método de la reivindicacion 85, en donde el inhibidor de alfa-glucosidasa se selecciona

del grupo integrado por acarbosa, miglitol y voglibosa.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un analogo del

péptido-1 semejante al glucagon.

El método de la reivindicacion 87, en donde el analogo del péptido-1 semejante al

glucagon se selecciona del grupo integrado por exenatida y liraglutida.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un anélogo del

péptido gastrico inhibitorio.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un agonista de

GPR40.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un agonista de

GPR119.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un agonista de

GPR30.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un activador de la

glucoquinasa.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un antagonista de los

receptores de glucagon.
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95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102. -

103.

104.

105.

106.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es un analogo de

amilina.
El método de la reivindicacion 95, en donde el analogo de amilina es pramlintida.

El método de la reivindicacién 68, en donde el segundo farmaco es un antagonista de

receptores de IL-1(.

El método de la reivindicacion 97, en donde el antagonista de receptores de IL-1B es

anakinra.

El método de la reivindicacién 68, en donde el segundo farmaco es un antagonista o un

agonista inverso de receptores de endocanabinoides.

El método de la reivindicacion 99, en donde el antagonista o el agonista inverso de

receptores de endocanabinoides es rimonabant.
El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es Orlistat.
El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo farmaco es Sibutramina.

El método de la reivindicacion 68, en donde el segundo formaco es un factor de

crecimiento.

El método de la reivindicacion 103, en donde el factor de crecimiento es TGF-BI, TGF-
B2, TGF-B1.2, VEGF, factor de crecimiento semejante a la insulina I o II, BMP2, BMP4,
BMP7, andlogo de GLP-1, un andlogo de GIP, un inhibidor de DPP-IV, un agonista de
GPR119, un agonista de GPR40, gastrina, EGF, betacelulina, KGF, NGF, insulina,
hormona de crecimiento, HGF, un FGF, un homdlogo de FGF, PDGF, leptina, prolactina,
lactégeno placentario, PTHrP, activina, inhibina o INGAP.

El método de la reivindicacion 103, en donde el factor de crecimiento es hormona
paratiroidea, calcitonina, interleucina-6 o interleucina-11.

El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde el sujeto es un

primate.

79

90



107. El método de la reivindicacién 106, en donde el primate es un ser humano.

108. El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-36, en donde el sujeto es una vaca,

caballo, perro, gato, cerdo, raton, rata o cobayo.

109. El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-108, en donde el compuesto se

define adicionalmente como

en donde Y es:
—H, hidroxilo, amino, halégeno, o
C,-Cys-alcoxilo, Cz-C14-alqueniloXilo, C,-C4-alquiniloxilo, C,-Cj-ariloxilo, C;-
Cis-arilalquiloxilo, C;-C4-alquilamino, C,-C 4-alquenilamino, C,-Cy4-
alquinilamino, C;-C,4-arilamino, C3-Cjg-arilo, o C,-C,4-arilalquilamino,
en donde cualquiera de estos grupos puede estar sustituido con un
heteroatomo o no sustituido con un heteroatomo; o

una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto.

110. El método de la reivindicacién 109, en donde Y es un C;-Cy-alquilamino no sustituido

con heteroatomo.

111.  El método de la reivindicacién 110, en donde el compuesto se define adicionalmente

como.
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112. El método de la reivindicacion 110, en donde Y es un C,-C,-alquilamino sustituido con

un heteroatomo o no sustituido con un heteroatomo.

113. El método de la reivindicacion 112, en donde el compuesto se define adicionalmente

como:.

114. El método de la reivindicacion 112, en donde el compuesto se define adicionalmente

como:

115. El método de la reivindicacion 109, en donde Y es un C;-Cs-alcoxilo sustituido con un

heteroatomo o no sustituido con un heteroatomo.

116. El método de la reivindicacion 115, en donde Y es un C;-C4-alcoxilo no sustituido con un

heteroatomo.

117. El método de la reivindicacion 116, en donde Y es un C;-C;-alcoxilo no sustituido con un

heteroatomo.
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118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

El método de la reivindicacidn 115, en donde el compuesto se define adicionalmente

como:

El método de la reivindicacién 118, en donde al menos una porcién del compuesto de la
reivindicacion 118 esta presente como una forma polimérfica, en donde la forma .
polimdrfica es una forma crtistalina que tiene un patrén de difraccion de rayos X (CuKa)
que comprende los picos de difraccidn significativos a aproximadamente 8.8, 12.9, 13.4,

14.2y 17.4 °26.

El método de la reivindicacion 119, en donde el patréon de difraccion de rayos X (CUKa)

es sustancialmente como se muestra en la Figura 12* 6 en la figura 12B.

El método de la reivindicacién 118, en donde al menos una porcion del compuesto de la
reivindicacion 118 estd presente como una forma polimoérfica, en donde la forma
polimorfica es una forma amorfa que tiene un patrén de difraccion de rayos X (CuKa)
con un pico de halégeno en aproximdamente 13.5 °26, sustancialmente como se muestra

en la Figura 12C yun Tg.

El método de la reivindicacién 121, en donde el valor de T, est4 dentro de los limites de

aproximadamente 120 °C a aproximadamente 135 °C.

El método de la reivindicacién 122, en donde el valor de T esta dentro de los limites de

aproximadamente 125 °C a aproximadamente 130 °C.

El método de la reivindicacién 109, en donde Y es hidroxilo.
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125. El método de la reivindicacion 124, en donde el compuesto se define adicionalmente

comao:

126. El método segin cualquiera de las reivindicaciones 1-108, en donde el compuesto se

define adicionalmente como:

NC

-, H
4

127. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-108, en donde el compuesto se

define adicionalmente como

“H

0
-
r’d

en donde Y' es un C;-C4-arilo sustituido con un heterodtomo o no sustituido con un
heteroiatomo; o

una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto.
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128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

El método de la reivindicacién 127, en donde el compuesto se define adicionalmente

comao:

El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1, 36, 109-128, en donde el

compuesto estd mayormente exento de isdmeros Opticos del compuesto.

El método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1, 36, 109, 110, 112, 115,y 127, en

donde el compuesto esta en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 36, 109, 110, 112, 115,y 127, en

donde el compuesto no es una sal.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 36, 109, 110, 112, 115,y 127, en
donde el compuesto se formula como una composicion farmacéutica que comprende (i)
una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto y (ii) un excipiente que se selecciona
del grupo integrado por (A) un carbohidrato, un derivado de carbohidrato, o un polimero
de carbohidrato, (B) un polimero organico sintético, (C) una sal de acido organico,

(D) una proteina, polipéptido o péptido, y (E) un polisacarido de elevado peso molecular.

El método de la reivindicacion 132, en donde el excipiente es un polimero organico

sintético.

El método de la reivindicacion 133, en donde el excipiente se selecciona del grupo
integrado por una hidroxipropil-metil-celulosa, un poli[l-(2-oxo-l -pirrolidinil)etileno o

uno de sus copolimeros, y un copolimero de acido metacrilico — metacrilato de metilo.

El método de la reivindicacion 134, en donde el excipiente es un éster ftalato de

hidroxipropil-metil-celulosa.
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136.

137.

138.

139.

140.

141.

El método de la reivindicacidn 134, en donde el excipiente es PVP/VA. ~‘

El método de la reivindicacién 134, en donde €l excipiente es un copolimero de acido

metacrilico — acrilato de etilo (1:1).

El método de la reivindicacidn 133, en donde el excipiente es copovidona.

Un compuesto que tiene la estructura:

en donde R es:
—-CN, o
Ci-Cis-acilo o C;-Cis-alquilo, en donde cualquiera de estos grupos puede estar
sustituido con un heteroatomo o no sustituido con un heteroatomo; o
una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato de dicho compuesto para usar en
un método destinado a mejorar la velocidad de filtracion glomerular o la depuraci(’)n de

creatinina en un sujeto.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 139, en donde el sujeto necesita tratamiento
de la nefropatia, resistencia a la insulina, diabetes, una complicacion asociada con la

diabetes, disfuncion endotelial, esteatosis hepatica o patologia cardiovascular.
\ .

El compuesto para el uso de la reivindicacion 129, en donde la nefropatia
(a) es nefropatia diabética,

(b) es nefropatia crénica,

(c) es nefropatia aguda,

(d) es resultado de lesién por isquemia/reperfusion,

(e) esresultado de diabetes o hipertension,

(f) esresultado de una enfermedad autoinmune, o
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142.

143.

144.

145.

146.

(g) esresultado de una agresidn toxica, especialmente una agresion toxica que es el
resultado de un agente de contraste o de un farmaco tal como un agente de

quimioterapia.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-141, en donde el
sujeto se ha sometido a dialisis o se esta sometiendo a didlisis, o en donde el sujeto ha

tenido un transplante de rifién o es candidato para un transplante.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 140, en donde la complicacion es obesidad,
hipertension, aterosclerosis, cardiopatia coronaria, accidente cerebrovascular,
vasculopatia periférica, hipertension, nefropatia, neuropatia, mionecrosis, retinopatia o

sindrome metabdlico (sindrome X).

El compuesto para el uso de la reivindicacion 140, en donde la diabetes es resultado de
resistencia a la insulina, en donde la patologia cardiovascular es resultado de la
disfuncion endotelial, y/o en donde la esteatosis hepatica es una esteatosis hepatica

alcoholica o no alcohdlica.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-144, en donde el
compuesto se administra en forma local o sistémica, especialmente en donde el
compuesto se administra por via oral, intra-adiposal, intra-arterial, intra-articular,
intracraneal, intradérmica, intralesional, intramuscular, intranasal, intraocular,
intrapericardica, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica, intrarrectal, intratecal,
intratraqueal, intratumoral, intraumbilical, intravaginal, intravenosa, intravesicular,
intravitrea, liposomal, local, mucosal, oral, parenteral, rectal, subconjuntival, subcutanea,
sublingual, topica, transbucal, transdérmica, vaginal, en cremas, en composiciones
lipidicas, a través de catéter, por lavado, por infusién continua, por infusion, por
inhalacion, por inyeccidn, por colocacion local, por perfusion local, por bafio directo de

las células objetivo, o cualquier combinacion de estos métodos.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 145, en donde el compuesto se administra
en forma oral y se formula como una capsula dura o blanda, tal como una cépsula de

gelatina, en que dicha capsula de gelatina opcionalmente comprende ademas un
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147.

148.

149.

150.

151.

152.

revestimiento protector o un agente que retrase la absorcion; se formula como una tableta,

un jarabe, una suspension, una dispersion en un sélido, una oblea o un elixir.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 146, cuya formulacién ademas comprende

un agente que aumenta la solubilidad o dispersibilidad.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 145, en donde el compuesto esté dispersado

en un liposoma, una emulsion de aceite en agua o una emulsién de agua en aceite.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-148, en donde la
dosis diaria es 25 mg a 500 mg del compuesto, 0,01 — 25 mg del compuesto por kg de
peso corporal, especialmente 0,5 — 20 mg, 0,10 — 10 mg, 6 0.1 — 5 mg del compuesto por

kg de peso corporal.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-149, en donde el

compuesto se administra en una sola dosis por dia o en dos o més dosis por dia.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-150, en donde ¢l
tratamiento con el compuesto se combina con una segunda terapia, especialmente en
donde la segunda terapia comprende un tratamiento con un segundo fdrmaco tal como un
farmaco que reduce el colesterol, un farmaco anti-hiperlipidémico, un bloqueador de los
canales de calcio, un agente contra la hipertension o un inhibidor de la HMG-CoA
reductasa, especialmente la amlodipina, aspirina, ezetimibe, felodipina, lacidipina,
lercanidipina, nicardipina, nifedipina, nimodipina, nisoldipina, nitrendipina, atenolol,

bucindolol, carvedilol, clonidina, doxazosina, indoramina, labetalol, metildopa,

- metoprolol, nadolol, oxprenolol, fenoxibenzamina, fentolamina, pindolol, prazosina,

propranolol, terazosina, timolol, tolazolina, o un estatina, incluyendo la atorvastatina,
cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina,

rosuvastatina y simvastatina.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-150, en donde el
tratamiento con el compuesto se combina con una segunda terapia que comprende el
tratamiento con un inhibidor de la dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4) tal como la sitagliptina,
vildagliptina, SYR-322, BMS 477118, o GSK 823093; con una biguanida tal como el
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153.

154.

metformina, o con una tiazolidindiona (TZD) tal como la pioglitazona, rosiglitazona y
troglitazona; con un derivado de sulfonilurea tal como la tolbutamida, acetohexamida,
tolazamida, clorpropamida, glipizida, gliburida, glimepirida, y gliclazida; con una
meglitinida tal como la repaglinida, mitiglinida y nateglinida; con insulina; con un

inhibidor de alfa-glucosidasa tal como la acarbosa, miglitol y voglibosa; con un analogo

. de péptido 1 semejante al glucagon tal como la exenatida y liraglutida; con un analogo

del péptido gastrico inhibitorio; con un agonista de GPR40; con un agonista de GPR119;

" con un agonista de GPR30; con un activador de la glucoquinasa; con un antagonista de

receptores de glucagon; con un analogo de amilina tal como la pramlintida; con un
antagonista de receptores de IL-1f tal como anakinra; con un antagonista o agonista
inverso de los receptores de endocanabinoides tal como el rimonabant; con Orlistat; con
Sibutramina; con un factor de crecimiento tal como TGF-B1, TGF-2, TGF-1.2, VEGF,
factor de crecimiento semejante a la insulina I o II, BMP2, BMP4, BMP7, analogo de
GLP-1, un analogo de GIP, un inhibidor de DPP-IV, un agonista de GPR119, un agonista
de GPR40, gastrina, EGF, betacelulina, KGF, NGF, insulina, hormona de crecimiento,
HGF, un FGF, un homoélogo de FGF, PDGF, leptina, prolactina, lactégeno placentario,
PTHIP, activina, inhibina, INGAP, hormona paratiroidea, calcitonina, interleucina-6 o

interleucina-11.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-152, en donde el
sujeto es un primate, especialmente un ser humano, o una vaca, un caballo, un perro, un

gato, un cerdo, un raton, una rata o un cobayo.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-153, en donde R es
—C(=0)-Y e Y es:
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—H, hidroxilo, amino, halégeno, o
C;-Cys-alcoxilo, C,-Cyg-alqueniloxilo, C;-Cs-alquiniloxilo, Ci-Cys-ariloxilo, Ca-

Cys-arilalcoxilo, Ci-Cy4-alquilamino, C,-C4-alquenilamino, C,-C4-

alquinilamino, C;-C,4-arilamino, C3-Cj¢-arilo, o C,-C4-arilalquilamino,

en donde cualquiera de estos grupos puede estar sustituido con un
heterodtomo o no sustituido con un heteroatomo, especialmente en donde

Y es

(a) un C;-Cy4-alquilamino no sustituido con un heteroatomo, tal como
—NHCH3,

(b) un C,-Cy-alquilamino sustituido con un heterodtomo o no
sustituido con un heteroatomo tal como -NHCH,CHj; o
~NHCH,CF3,

(©) un C,-C4-alcoxilo no sustituido con un heterodtomo tal como
—0OCH;, 0

(d) hidroxilo.

155. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-153, en donde R; es

—CN.

156. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-153, en donde R es
—C(=0)-Y"e Y' es un C,-Cys-arilo sustituido con un heterodtomo o no sustituido con un

heteroadtomo, especialmente en donde el compuesto es:

157. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 139-156, en donde el

compuesto es un isdémero 6ptico esencialmente puro.
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This person is applicant all designated all designated States except

[] L]

the United States the States indicated in

for the purposes of? States the United States of America of America only the Supplemental Box
7 . . . N
Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/R0/101 (continuation sheet) (July 2008)

See Notes io the request form
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Box No.THl FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used. this sheet should not be included in the request.

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

HONDA, Tadashi
16 MacDonald Drive
Hanover, NH 03755
Us

This person is:
D applicant only

& applicant and inventor

[

inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (thatis, country) of nationality:

us

State (that is, country) of residence:

all designated

all designated States except
States

the United States of America

JP
L]

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

This person is applicant

for the purposes of:

Name and address: (Family name followed by given name; for alegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of couniry, The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

KRAL, Robert M.
2405 Brittany Lane
Grapevine, TX 76051
us

This person is:
D applicant only

& applicant and inventor
I:] inventor only (f this check-box

is marked, do not fill in below.)
Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

State (that is, country) of residence:

This person is applicant

all designated
for the purposes of:

all designated States except
States

the United States of America

[] [] X

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

MEYER, Colin J.
3884 Truman Drive
Frisco, TX 75034
us

This person is:
D applicant only

}X{ applicant and inventor

L]

inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

Statctf (that is, country) of residence:

This person is applicant

all designated
for the purposes of:

all designated States except
States

the Unifed States of America

[] []

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

[l

Name and address: (Family name followed by givenname; for alegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below)

This person is:

D applicant only

L___I applicant and inventor

]

inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

State (that is, countryj of residence:

This person is applicant
for the purposes of:

all designated

L] Stat

all designated States except
tates

the United States of America

the States indicated in
the Supplemental Box

the United States
of America only

[:] Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation

sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (July 2008)

See Notes to the request form
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Box No. V DESIGNATIONS

The filing of this request constitutes under Rule 4.9(a) the designation of all Contracting States bound by the PCT on the international
filing date, for the grant of every kind of protection available and, where applicable, for the grant of both regional and national patents.

However,

O
O
O

O

(The check-boxes above may only be used to exclude (irrevocably) the designations concerned if, at the time of filing or subsequently under
Rule 26bis. 1, the international application contains in Box No. VI a priority claim to an earlier national application filed in the particular
State concerned, in order to avoid the ceasing of the effect, under the national law, of this earlier national application.)

DE Germany is not designated for any kind of national protection
JP Japan is not designated for any kind of national protection
KR Republic of Korea is not designated for any kind of national protection

RU Russian Federation is not designated for any kind of national protection

Box No. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed:

Filing date Number Where earlier application is:
of earlier application of earlier application tional application: . . . . Lo
(day/montiyear) national application:| regjonal application: |international application:
country or Member | regional Office receiving Office
of WTO
item (1) 61/020.624 UsS
11 January 2008
(11.01.08)
item (2) 61/109.114 us
28 October 2008
(28.10.08)
item (3)
item (4)

D Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

Transmit certified copy: the receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the
earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application
is the receiving Office) identified above as:

O iteme3) O iem@)

E all items D item (1) D itemn (2)

D other, see Supplemental Box

Restore the right of priority: the receiving Office is requested to restore the right of priority for the earlier application(s) identified
above or in the Supplemental Box as item(s) ( ). (See also the Notes to Box No. VI; further
information must be provided to support a request to restore the right of priority.)

Incorporation by reference: where an element of the international application referred to in Article 11(1)(iii)(d) or (e) or a part of
the description, claims or drawings referred to in Rule 20.5(a) is not otherwise contained in this international application but is
completely contained in an earlier application whose priority is claimed on the date on which one or more elements referred to in
Article 11(1)(iii) were first received by the receiving Office, that element or part is, subject to confirmation under Rule 20.6,
incorporated by reference in this international application for the purposes of Rule 20.6.

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (ISA) (if more than one International Searching Authority is compelent to carry oul the
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used):

ISAY E P oo ov e s s e s o st a2 s A seaas et sen s oA seaeeed sS4 e PSR 2A S RA SRR 4R A R RR 4 Se R R A SRRt e RSO RER AR Ra e

Form PCT/R0O/101 (second sheet) (July 2008) See Notes to the request form
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Continuation of Box No. VII  USE OF RESULTS OF EARLIER SEARCH, REFERENCE TO THAT SEARCH

D The ISA indicated in Box No. VII is requested to take into account the results of the earlier search(es) indicated below (see also
Notes to Box VII: use of results of more than two earlier searches).

Filing date (day/month/year) Application Number Country (or regional Office)

D Statement (Rule 4.12(ii)): this international application is the same, or substantially the same, as the application in respect of
which the earlier search was carried out except, where applicable, that it is filed in a different language.

D Availability of documents: the following documents are available to the ISA in a form and manner acceptable to it and therefore
do not need to be submitted by the applicant to the ISA (Rule 12bis.1(f)):
a copy of the results of the earlier search,*
a copy of the earlier application,
a translation of the earlier application into a language which is accepted by the ISA,
a transtation of the results of the earlier search into a language which is accepted by the ISA,

D acopy of any document cited in the results of the earlier search. (Ifknown, please indicate below the document(s) available
to the ISA):

D Transmit copy of resuits of earlier search and other documents. (where the earlier search was not carried out by the ISA
indicated above but by the same Office as that which is acting as the receiving Office): the receiving Office is requested to
prepare and transmit to the ISA (Rule 124is.1(c)): )

|:, a copy of the results of the earlier search,*
a copy of the earlier application,
[] acopy of any document cited in the results of the earlier search.

* Where the results of the earlier search are neither available from a digital library nor transmitted by the receiving Office, the applicant
is required to submit them to the receiving Office (Rule 12bis.1(a)) (See item 11. in the check-list and also Notes to Box No. VII).

Filing date (day/month/year) Application Number Country (or regional Office)

D Statement (Rule 4.12(ii)): this international application is the same, or substantially the same, as the application in respect of
which the earlier search was catried out except, where applicable, that it is filed in a different language.

D Availability of documents: the following documents are available to the ISA in a form and manner acceptable to itand therefore
do not need to be submitted by the applicant to the ISA (Rule 12bis.1(f)):
D a copy of the results of the earlier search,*
a copy of the earlier application,
E a translation of the earlier application into a language which is accepted by the ISA,
a translation of the results of the earlier search into a language which is accepted by the ISA,
Ll

a copy of any docurnent cited in the results of the earlier search. (Ifknown, please indicate below the document(s) available
to the ISA):

D Transmit copy of results of earlier search and other documents (where the earlier search was not carried out by the 1S4
indicated above but by the same Office as that which is acting as the receiving Office): the receiving Office is requested to
prepare and transmit to the ISA (Rule 12bis.1(c)):

D a copy of the results of the earlier search,*
D a copy of the earlier application,
D a copy of any document cited in the results of the earlier search.

* Where the results of the earlier search are neither available from a digital library nor transmitted by the receiving Office, the applicant
is required to submit them to the receiving Office (Rule 12bis.1(a)) (See item 11. in the check-list and also Notes to Box No. VII).

[:] Further earlier searches are indicated on a continuation sheet.

Box No. VIII DECLARATIONS

The following declarations are contained in Boxes Nos. VIII (i) to (v) (mark the applicable Number of
check-boxes below and indicate in the right column the number of each type of declaration): declarations
D Box No. VIII (i) Declaration as to the identity of the inventor
[:] Box No. VIII (ii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a patent
D Box No. VIII (iii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing
date, to claim the priority of the earlier application
[:, Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the
United States of America)
D Box No. VIIT (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty
Form PCT/RO/101 (third sheet) (July 2008) See Notes to the request form
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Box No.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This international application contains: This international application is accompanied by the following Number
(a) on paper, the following number of item(s) (mark the applicable check-boxes below and indicate in of items
sheets: right column the number of each item):
request (including 1. [0 fee calculation sheet
declaration and 2. [0 original separate power of attorney
supplemental sheets) : 6 3.0 original eral fatt
description (excluding . original general power of attorney
sequence listing and/or 4. copy of general power of attorney; reference number,
tables related thereto) : 56 1) 2 P
claims : 17 5. [ statement explaining lack of signature
abstract : 1 6. [ priority document(s) identified in Box No. V1 as
drawings . 15 153 1T ) F T
Sub-total number of sheets : 95 7. [0 translation of international application into
o ) (anguage): .. ... e
sequence listing ‘ 8. [0 separate indications concerning deposited microorganism
tables related thereto ' or other biological material
(for both, actual number 9.0 s .
A . sequence listing in electronic form
%‘Z}iﬁf g{iﬁd a%op aper. (indicate type and number of carriers)
Sfiled in electronic form; (iy [ copy submitted for the purposes of intqmationjal search under
see (c) below) Rule 13zer only (and not as part of the international application) :
. (i) [ (only where check-box (b)(i) or (c)(i) is marked in left column)
Total number of sheets - 95 additional copies including, where applicable, the copy for the
o only in electronic form purposes of international search under Rule 13zer
(Section 801(a)(i)) (iii) [ together with relevant statement as to the identity of the copy or
(i) [ sequence listing copies with the sequence listing mentioned in left column :
(ii) [] tables related thereto 10. [ tablesin electronic form related to sequence listing
(c) [d also in electronic form (indicate type and number of carrierg
(Section 801(a)(ii)) (i) O copy submitted for the purposes of international search under
(i) O sequence listing Section 802(b-guater) only (and not as part of the international
(ii) [ tables related thereto . . application) ;
X . (ii) [ (only where check-box (b)(ii) or (c)(ii) is marked in left column)
Type and number of carriers (diskette, additional copies including, where applicable, the copy for the
D p Yy
ccon;gigé\(/iht }?eD'R or other) on which are purposes of international search under Section 802(b-quater)
... TXT File (iii) [ together with relevant statement as to the identity of the copy or
S sequence listing: . : 2L UL copies with the tables mentioned in left column :
tables related thereto: . .. ......... . .
(additional copies to be indicated under 11. [0 copy of results of earlier search(es) (Rule 12bis.1(2))
items 9(ii) and/or 10(ii), in right column) 12. [0 Other (SPECIf): « v v veurneee e et
Figure of the drawings which Language of filing of the English
should accompany the abstract: international application: nglis

Box No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious fron reading the request).

Lt # Vs

Mark H. Voges, Agent y

1. Date of actual receipt of the purported

For receiving Office use only

international application: 12 JANUARY 2009 (12.01.09) 2. Drawings:

3. Cormrected date of actual receipt due to later but
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

D received:

4. Date of timely receipt of the required
corrections under PCT Article 11(2):

D not received:

5. International Searching Authority
(if two or more are competent):  ISA / EP

6. Transmittal of search copy delayed
D until search fee is paid

Date of receipt of the record copy
by the international Bureau:

For International Bureau use only

Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 2008)

See Notes to the request form
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference ) FOR FURTHER see Form PCT/ASA220

REAT: 027WO - ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2009/030771 12/01/2009 11/01/2008
Applicant :

REATA PHARMACEUTICALS, INC.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the appiicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the international Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets.
- ltis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

D a franslation of the intemational application into , which is the language
of a translation furished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

o

O 00O

This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

0

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.
Certain claims were found unsearchable (See Box No. iI)
Unity of invention is lacking (see Box No lil)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:

HE)

5. With regard to the abstract,
[X] tnetextis approved as submitted by the applicant

[[] thetext has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
[[] assuggested by the applicant
I_—_l . as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. [X]  none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/US2009/030771

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. A61K31/275 A61K31/4164

A61P9/00

According to Intemational Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

.B. FIELDS SEARCHED

A61K A61P

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimurm documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the inlernational search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIOSIS, BEILSTEIN Data, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 2007/005879 A (UNIV JOHNS HOPKINS [US]; 1,24-26,
BISWAL SHYAM [US]; DORE SYLVAIN [US]; 32-35,
THIMMUL) 11 January 2007 (2007-01-11) 37-141,
: : . 144-157
abstract .
page 33, line 12 - 1ine 16
claims 1-4 '
X WO 2005/042002 A (ENTELOS INC [US]; HUREZ 1,14-22,
VINCENT JACQUES [US]; RAMANUJAN SAROJA 25,26,
[US]; S) 12 May 2005 (2005-05-12) 28,
32-35,
37-141,
143-157
abstract
page 4, line 3 - line 6
.page 5, line 1 - 1ine 3
Sy -

m Further documents are listed in the continuation of Box C.

E See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

*A* document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

°E* earlier document but published on or after the international
filing date

‘L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is clied to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

*0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P* document published prior to the intemational filing date but
later than the priority date claimed

‘T" later document published after the intemational filing date

or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention :

*X* document of particular relevance; the claimed invention

cannot be considered nove! or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention

cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-

ments, such combination being obvious to a person skilled
in the art.

*&° document member of the same patent family

Date of the actual completion of the internationa! search

31 March 2009

Date of mailing of the intemational search report

09/04/2009

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Garabatos-Perera, J

Form PCT/1SA/210 {second shest) {April 2005)

page 1 of 3
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/US2009/030771

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X YATES S M ET AL: "Pharmacodynamic
characterization of chemopreventive
triterpernoids as exceptionally potent
inducers of Nrf2-regulated genes"
MOLECULAR CANCER THERAPEUTICS, AMERICAN
ASSOCIATION -OF CANCER RESEARCH, US,

vol. 6, no. 1,

1 January 2007 (2007-01-01), pages
154-162, XP002456640

ISSN: 1535-7163

abstract '

page 155, left-hand column, line 44 - line
50

page 157; table 1 :
page 160, right-hand column, line 44 -
Tine 59

page 159; table 2

X LIBY K ET AL: "The Synthetic
Triterpenoids, CDDO and CDDO-Imidazolide,
Are Potent Inducers of Heme Oxygenase-1
and Nrf2/ARE Signaling"

CANCER RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH, BALTIMORE, MD.; US,

vol. 65, no. 11, 1 June 2005 (2005-06-01),
pages 4789-4798, XP003020927

ISSN: 0008-5472

abstract

page 4797, right-hand column, line 7 -
line 14

X SHIN SOONA ET AL: "NRF2 modulates aryl
hydrocarbon receptor signaling: Influence
on adipogenesis"

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY,

vol. 27, no. 20, October 2007 (2007 10)
pages 7188 7197, XP002517697

ISSN: 0270-7306

abstract

page 7189, left-hand column, line 6 - line
10

page 7189, left-hand column, line 22 -
line 23

page 7195, right-hand column, line 10 -
line 27

Y WO 2006/029221 A (PACIFIC ARROW LTD [CN];
CHAN PUI-KWONG [US]; MAK MAY SUNG [CNI;
WANG Y) 16 March 2006 (2006-03-16)
abstract

claim 56

-/

1-157

1-157

1,14-22,
25,26,
28-35,
37-141,
144-157

1-157

Form PCT/AISA/210 (continuation of second sheet) (April 2008)

page 2 of 3
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/US2009/030771
C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category® | Citation of dowment, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
Y WO 02/03996 A (RAJ KUMAR SUJATHA [IN]; 1-157
ARGAET VICTOR PETER [AU]; RAJ KUMAR CHINNI
KRI) 17 January 2002 (2002-01-17)
abstract
page 27, line 24 - page 28, line 25
P,X WO 2008/136838 A (DARTMOUTH COLLEGE [US]; 1-157
SPORN MICHAEL [US]; LIBY KAREN; GRIBBLE
GORDON) 13 November 2008 (2008-11-13)
the whole document
P,X WO 2008/111497 A (SANTEN PHARMA CO LTD 1,14-22,
[JP]; HIRAI SHINICHIRO [JP]; YOSHIDA 28,
ATSUSHI [JP]) 32-35,
18 September 2008 (2008-09-18) 37-141,
' 143~157
the whole document
E W0 2009/023232 A (REATA PHARMACEUTICALS 1-157
INC [US]; WALLING JOHN [US]; PARENT
STEPHAN D [U)
19 February 2009 (2009-02-19)
the whole document
Form PCTSA/210 (continuation of second sheet} (April 2005)
page 3 of 3
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2009/030771

Box No.ll Observations where certain claims were found udsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:
~ because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Claims Nos.:
becauss they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningfut international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found muttiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

1. As all required additional search fees were timely paid by the appliéént, this interational séarch report covers alisearchable
claims.

n

As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees. :

w

. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search reportcovers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation. .

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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international Application No. PCT/US2009 /030771

- FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
invéntions in this international application, as follows:

1. claims: 1, 23, 24, 32 - 35, 37 - 141, 145 - 157 (partially); 2 -
‘ 13, 36, 142 (complete)

Use of triterpenoid derivatives in the treatment of
renal/kidney diseases (RKD).

2. claims: 1, 28, 32 - 35, 37 - 141, 144 - 157 (partially); 14 -
: 22, 143 (complete)

Use of triterpenoid derivatives in the treatment of insuline
resistance and diabetes.

3. claims: 1, 23, 28, 32 - 35, 37 - 141, 144 - 157 (partially); 27
(complete) :

Use of triterpenoid derivatives in the treatment of
endothelial dysfunct1ons

4. claims: 1, 32 - 35, 37 - 141, 144 - 157 (partially); 29 - 31
(complete)

Use of triterpenoid derivatives in the treatment of fatty
liver diseases.

5. claims: 1, 24, 32 - 35, 37 - 141, 144 - 157 (partially); 25, 26
(complete)

Use of triterpenoid derivatives in the treatment of -
cardiovascular diseases.
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~ INTERNATIONAL SEARCH REPORT

information on patent family members

Intemational application No

PCT/US2009/030771
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 2007005879 A 11-01-2007 AU 2006265113 Al 11-01-2007
CA 2614110 Al 11-01-2007
EP 1959969 A2 27-08-2008
WO 2005042002. A 12-05-2005 = NONE
WO 2006029221A A 16-03-2006 AU 2005282437 Al 16-03-2006
CA 2579231 Al 16-03-2006
WO 0203996 A 17-01-2002  NONE
W0 2008136838 A 13-11-2008 US 2009060873 Al 05-03-2009
WO 2008111497 A 18-09-2008 JP 2008247898 A 16-10-2008
WO 2008023232 A 19-02-2009 US 2009048204 Al 19-02-2009

Fom PCTASA/210 (patent family annex) (April 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

see form PCTASA220

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing
(day/monthyear) see form PCTASA2210 (second sheet)

Applicant’s or agent's file reference

see form PCTASA/220

FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below

International application No.

PCTAS2009/030771

International filing date (day/monthiear)

12.01.2009

Priority date (day/monthjear)
11.01.2008

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. A61K31/275 A61K31/4164 A61P3/00 A61P300

Applicant

REATA PHARMACEUTICALS, INC.

Box No. il Priority

OR XKORK

‘X

2. FURTHER ACTION

will not be so considered.

whichever expires later.

Box No. | Basis of the opinion

For further options, see Form PCTASA/220.

1.  This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. VIl Certain observations on the international application

3. For further details, see notes to Form PCTASA220.

Box No. ll  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. IV Lack of unity of invention

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents cited
Box No. VIl  Certain defects in the international application

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the internationa! Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen [PEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searchmg Authority

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASAR220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

Name and mailing address of the ISA:

-0)) European Patent Office

D-80298 Munich
Tel. +498923935-0
Fax: +49 89 2399 - 4465

Date of completion of
this opinion

see form
PCTASARZ10

Authorized Officer

a«" m.,.,%'

9

Telephone No. +49 89 2399-5872 o o

Garabatos-Perera, J

o
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Ot st

‘e,
%
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WRITTEN OPINION OF THE _ International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2009030771

Box No.l Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. 0 This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified fo this Authority under Rule 91 {Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disciosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
{1 asequence listing
O table(s) related to the sequence listing

b. format of material:
0O on paper
3 in electronic form

* c¢. time of filingAurnishing:

O contained in the international application as filed.
0 filed togethéf with the international appﬁcation in electronic form.
0 furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. O In addition, in the case that more than-one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Box No.ll Priority

1. @ The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. [0 This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date. i '

3. Additional observations, if necessary:

Form PCTASA/237 (April 2007) / 21~



WRITTEN OPINION OF THE : International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2009030771

Box No. IV Lack of unity of invention

1. [ In response to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time fimit:

O

O
|
O

paid additional fees
paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee
paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid

not paid additional fees

2. & This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

0 complied with

D not complied with for the following reasons: -

see separate sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

X all parts.

O the parts relating to claims Nos.

Box No. V

Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)(i) with regard to novelty, inventive step or

industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims  3-16,23 24, 27 -35 49 - 108, 119 - 123, 132 - 137,
147,149 - 152
No: Claims 1,2, 17-22, 25 26, 36 - 48, 109 - 118, 124 - 131,139 -
141,143 - 148153 - 157
Inventive step (IS) _ Yes: Claims -
No: Claims 1-157
Industrial applicability (1A) Yes: Claims  1-157

No: Claims -

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007) / 3 ;



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2009/030771

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10) ’ '
and /or _
2. Non-written disclosures {Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Box No. VIli Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING ~
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/030771

Re ltemll
Priority

The validity of the priority has not been considered because the ISA does not have inits
possession a copy of the priority application. This opinion, has nevertheless been
established on the assumption that the relevant date (Rule 43bis.1 and 64.1) is the claimed
priority date. '

Re ltem IV
Lack of unity of invention

The present application lacks of unity of invention according to Rule 13.1 PCT, since
different separate inventions or group of inventions are claimed which are not linked by a
single general inventive concept. Hence, the separate inventions or group of inventions
are,

1. Use of triterpenoid derivatives in the treatment of renal/kidney diseases (RKD).
claims: 1,23, 24, 32 - 35, 37 - 141, 145 - 157 (partially)
2-13, 36, 142 (complete)

2. Use of triterpenoid derivatives in the treatment of insulin resistance and
diabetes. '
claims:  1,28,32- 35,37 - 141, 144 - 157 (partially)

14 - 22, 143 (compiete) '

3. Use of triterpenoid derivatives in the treatment of endothelial dysfunctions.
claims: 1,283,128, 32 - 35, 37 - 141, 144 - 157 (partially)
27 (complete)

4.  Use of triterpenoid derivatives in the treatment of fatty liver diseases.
claims: 1,32 -35, 37 - 141, 144 - 157 (partially)
29 - 31 (complete)

5. Use of triterpenoid derivatives in the treatment of cardiovascular diseases.

claims: 1,24,32-35, 37 - 141, 144 - 157 (partially)
25, 26 (complete)

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE ' international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/030771

1.1 The present application relates to the use triterpenoid derivatives in the prevention
/ treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial
dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD).

1.2 In the same technical field as the present application documents WO2007005879
(D1), W02005042002 (D2), XP002456640 (D3), XP003020927 (D4) and
XP002517697 (D5) are regarded to represent relevant prior art to the claimed
subject-matter. These documents disclose the use of triterpenoids derivatives in the
treatment of cardiovascular disorders (e.g. heart ischemia), insulin resistance /
diabetes (e.g. metabolic syndrome/adipogenesis), and renal disorders (e.g.
glomerulonephritis) (see D1: abstract; page 33, lines 12 - 16; claims 1 - 4; D2:
abstract; page 4, lines 3 - 6; page 5, lines 1 - 3; D3: abstract; page 155, left-hand
column, lines 44 - 50; page 157, table 1; page 160, right-hand column, lines 44 - 59;
page 159, table 2; D4: abstract; page 4797, right-hand column, lines 7 - 14; D5:
-abstract; page 7189, left-hand column, lines 6 - 10; page 7189, left-hand column,
lines 22 - 23; page 7195, right-hand column, lines 10 - 27).

1.3 The problem to be solved by the present application may therefore be seen as the
provision of further uses of triterpenoid derivatives of general formula (1).

1.4 The proposed solution to the present problem is the use of triterpenoid derivatives
of general formula (1) in the prevention / treatment of renal / kidney disease (RKD),
insulin resistance, diabetes, endothelial dysfunction, fatty liver disease, and
cardiovascular disease (CVD). Accordingly, the use of said triterpenoid derivatives
in therapy (namely in the prevention / treatment of renal / kidney disease (RKD),
insulin resistance, diabetes, endothelial dysfunction, fatty liver disease, and
cardiovascular disease (CVD) ) represents the technical feature which may, a priori,
unify the subject-matter of the present application.

This common concept is neither novel nor inventive (see D1 - D5 which already
disclose the use of said triterpenoid derivatives in therapy) so that the required
technical relationship between the subject-matter of the present application is lacking
and the requirement for unity is not fulfilled.

1.5 The possible contribution over the prior art concerning invention 1 resides in the use
of some triterpenoid derivatives of general formula (1) in the treatment of renal/kidney

Form PCT/AISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPC-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE ' ' International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) - PCT/US2009/030771

diseases (RKD).

The possible contribution over the prior art concerning invention 2 resides in the use
of some triterpenoid derivatives of general formula (1) in the treatment of insulin
resistance and diabetes. :

“The possible contribution over the prior art concerning invention 3 resides in the use
of some triterpenoid derivatives of general formula (1) in the treatment of endothelial
dysfunctions. ’

The possible contribution over the prior art concerning invention 4 resides in the use

of some triterpenoid derivatives of general formula (1) in the treatment of fatty liver
diseases.

The possible contribution over the prior art concerning invention 5 resides in the use
of some triterpenoid derivatives of general formula (1) in the treatment of
cardiovascular diseases. :

Accordingly having regard to their possible contribution over the prior art, these five
inventions have nothing more in common with each other than what they have in
common with the prior art, and therefore, the technical relationship between their
subject-matter is lacking.

The search report and the written opinion have nevertheless been drawn up over the whole
claimed subject-matter.

Re ltem V v
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

The present application relates to the use triterpenoid derivatives in the prevention /
treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial

dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD).

1.  Reference is made to the following documents; the numbering wm be adhered to in
the rest of the procedure:

Form PCT/AISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) : PCT/US2009/030771

Di:

D2:

D3:

D4:

D5:

Ds:

D7:

WO 2007/005879 A (UNIV JOHNS HOPKINS [US]; BISWAL SHYAM [US];
DORE SYLVAIN [US]; THIMMUL) 11 January 2007 (2007-01-11)

WO 2005/042002 A (ENTELOS INC [US]f HUREZ VINCENT JACQUES [US];
RAMANUJAN SAROJA [US]; S) 12 May 2005 (2005-05-12)

YATES S M ET AL: "Pharmacodynamic characterization of chemopreventive
triterpernoids as exceptionally potént inducers of Nrf2-regulated genes"
MOLECULAR CANCER THERAPEUTICS, AMERICAN ASSOCIATION OF
CANCER RESEARCH, US, vol. 6, no. 1, 1 January 2007 (2007-01-01), pages
154-162, XP002456640 ISSN: 1535-7163 | |

LIBY K ET AL: "The Synthetic Triterpenoids, CDDO and CDDO-Imidazolide,
Are Potent Inducers of Heme Oxygenase-1 and Nrf2/ARE Signaling" CANCER
RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH,
BALTIMORE, MD.; US, vol. 65, no. 11, 1 June 2005 (2005-06-01), pages 4789-
4798, XP003020927 ISSN: 0008-5472

SHIN SOONA ET AL: "NRF2 modulates aryl hydrocarbon receptor signaling:
Influence on adipogenesis" MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, vol. 27,
no. 20, October 2007 (2007-10), pages 7188-7197, XP002517697 ISSN: 0270-
7306

WO 2006/029221 A (PACIFIC ARROW LTD [CN]; CHAN PUI-KWONG [US];
MAK MAY SUNG [CN]; WANG Y) 16 March 2006 (2006-03-16)

WO 02/03996 A (RAJ KUMAR SUJATHA [IN]; ARGAET VICTOR PETER [AU];
RAJ KUMAR CHINNI KRI) 17 January 2002 (2002-01-17)

Documents D3 - D4 have been cited by the applicant in the description.

2. Subject-matter under Rule 39 PCT.

Claims 1 - 139 relate to a subject-matter which is considered by this Authority to be
covered by the provision of Rule 39.1(iv)/67(iv) PCT. The patentability of such matter in the
regional/national phase may be dependent upon the formulation of the claims.

3. Novelty

" The present application does not meet the requirements of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1, 2, 17 - 22, 25, 26, 36 - 48, 109 - 118, 124 - 131, 139 - 141,143
- 148, 153 - 157 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

Form PCT/ISN237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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- WRITTEN OPINION OF THE : international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING _
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) ' PCT/US2009/030771

3.1 Documents D1 - D5 relate to the use of triterpenoids derivatives in the treatment of
cardiovascular disorders (e.g. heart ischemia), insulin resistance / diabetes (e.g.
metabolic syndrome/adipogenesis), and renal disorders (e.g. glomerulonephritis) (see
D1: abstract; page 33, lines 12 - 16; claims 1 - 4; D2: abstract; page 4, lines 3 - 6;
page 5, lines 1 - 3; D3: abstract; page 155, left-hand column, lines 44 - 50; page 157,
table 1; page 160, right-hand column, lines 44 - 59; page 159, table 2; D4: abstract;
page 4797, right-hand column, lines 7 - 14; D5: abstract; page 7189, left-hand
column, lines 6 - 10; page 7189, left-hand column, lines 22 - 23; page 7195, right-
hand column, lines 10 - 27). The triterpenoid derivatives described in D1 - D5 fall
under the scope of the compounds definitions of present claims 1, 2, 17 - 22, 25, 26,
36-48,109- 118, 124 - 131, 139 - 141, 143 - 148, 153 - 157, as a consequence the
subject-matter of said claims is not new.

3.2 Documents D6 - D7 describe the use of triterpenoid derivatives in the treatment of

renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial dysfunction,
fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD) (see D6: abstract; claim 56;
D7: abstract; page 27, line 24 - page 28, line 25). The triterpenoid derivatives
“described in the present application are not specifically disclosed in D6 - D7; as a

consequence the subject-matter of the present application is new over these

documents. '
4. Inventive Step

In as far as the claimed subject-matter is new over the prior art, the following observations
to the requirement of inventive step apply.

4.1 In the same technical field as the present application documents D6 - D7 are
regarded to represent the closest prior art to the claimed subject-matter. These
documents refer to the use of triterpenoids in the treatment of renal / kidney disease
(RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial dysfunction, fatty liver disease, and
cardiovascular-disease (CVD).

The difference in technical features between D6 - D7 and present application is that

the latter claims the use of triterpenoid derivatives not specifically disclosed in said
documents.

Form PCT/ASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/030771

4.2 The problem to be solved by the present application is therefore to provide alternative
agents for the prevention / treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin
resistance, diabetes, endothelial dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular
disease (CVD).

4.3 Documents D1 - D5 already indicate in a general manner that triterpenoid derivatives

as the ones described in the present application are suitable for the treatment of
renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial dysfunction,
fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD). Accordingly, the use of such
triterpenoid derivatives to solve the present problem would seem obvious to the
person skilled in the art; as a consequence the subject-matter of the present
application is not inventive.

4.4 Alternatively, in the same technical field as the present application document D3 (or
D4) may be regarded to represent the closest prior art to the claimed subject-matter.
This document refers to the chemoprotective activity of triterpenoid derivatives falling
under the scope of the presently claimed general formula (1) in the liver, kidney and
heart.

The difference in technical features between D3 - D4 and present application is that .

the latter specifically claims the use of triterpenoids derivatives of general formula (1)
in the treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes,
endothelial dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD).

4.5 The problem to be solved may therefore be seen as the provision of further
therapeutical uses of triterpenoids of general formula (1).

4.6 Documents D1 - D5 already indicate in a general manner that triterpenoid derivatives
as the ones described in the present application are suitable for the chemoprotection
of the liver, kidney, heart and therefore for the treatment of renal / kidney disease
(RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial dysfunction, fatty liver disease, and
cardiovascular disease (CVD). Accordingly, the use of such triterpenoid derivatives
to solve the present problem would seem obvious to the person skilled in the art; as
a consequence the subject-matter of the present application is not inventive.

4.7 The applicant's attention is drawn to the fact that in order to fulfill the requirements

Form PCT/ISA/237 {Separale Sheet) (Sheet 6) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/030771

of Article 33(3) PCT, according to the problem solution approach, all alternatives of
a claim should solve the technical problem underlying the claimed invention.

In the present case, claims 1 - 157 relate to an extremely large number of possible
triterpenoid derivatives, wherein said - compounds stimulate Nri2-regulated
endogenous antioxidant mechanism and are therefore used in the prevention /
treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial
dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD). However,
compounds falling under the scope of the presently Markush formula (1) do not
shown the required biological activity (see D3: page 160, right-hand column, lines 3 -
5). Accordingly, it is considered that not all the claimed compounds are suitable for
solving the present problem; as a consequence the subject-matter of the present
application is not inventive.

5. Industrial Applicability

The present claims 1 - 153 relate to the use triterpenoid derivatives in the prevention /
treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial
dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD). The subject-matter of
these claims is therefore considered to be industrially applicable.

Re ltem VI

Certain documents cited

Certain published documents

Application No Publication date Filing date Priority date (valid claim)
Patent No . (day/month/year) (day/month/year) " (day/month/year)
w02008136838 13.11.2008 22.06.2007 04.05.2007
wQ02008111497 18.09.2008 07.03.2008 - 08.03.2007
w02009023232 19.02.2009 14.08.2008 15.08.2007
Re Item Viii

Certain observations on the international application

" The present application does not meet the requirements of Article 6 PCT, because the
present claims are not clear.

Form PCT/ASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 7) (EPO-Aprit 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE : International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/030771

1.1 The term "about" used in a range (see claims 49 - 51, 55 - 59, 122, 123) is vague,
unclear and leaves the reader in doubt as to the meaning of the technical feature to
which it refers, thereby rendering the definition of the subject-matter of said claims
unclear.

1.2 The present claims encompass a large number of compounds which are defined only
by reference to a desired functional activity, viz. pharmaceutically acceptable salt,
hydrate or solvate. Such definitions do not allow to unambiguously define the scope
of the claimed subject-matter as it is not evident which compounds may be
comprised. In particular, such definitions without any guidance as to what compounds
are intended would leave the skilled person with the undue burden of determining
whether any salt, hydrate or solvate of presently described compounds might fall
within the claimed subject-matter.

1.3 Theterms "pharmaceutically effective amount”, "agent that delays absorption”, "agent
that enhances solubility or dispersability” used in the present claims are an attempt
to define the subject-matter in terms of a result to be achieved. Such formulations are
not allowable because it appears possible to define the subject-matter in more
concrete terms, viz. in terms of how the effects are to be achieved.

1.4 Medical use claims 36 - 138 are not acceptable under Article 6 PCT. The therapeutic
application is functionally defined by a mechanism of action (i.e. improving
glomerular filtration rate or creatine clearance), which does not allow any practical
application in the form of a defined, real treatment of a pathological condition
(disease), see Guidelines C-1V, 4.8, G 1/83 and T 0241/95, OJ 2/2001, 103. Namely,
the aforementioned functional definitions do not allow to unambiguously define the
scope of the claimed subject-matter as it is not evident which disorders may be
comprised. In particular, such definitions without any guidance as to what disorders
are intended would leave the skilled person with the undue burden of determining
whether any condition might fall within the claimed subject-matter.

1.5 Claims 1 - 153 are not supported by the description as required by Article 6 PCT, as
their scope is boarder than justified by the description.

Present claims 1 - 153 are directed to an extremely large number of possible
triterpenoid derivatives, wherein said compounds stimulate Nrf2-regulated

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 8) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE v International apblication No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/030771

1.6

endogenous antioxidant mechanism and are therefore used in the prevention /
treatment of renal / kidney disease (RKD), insulin resistance, diabetes, endothelial
dysfunction, fatty liver disease, and cardiovascular disease (CVD). Support and
disclosure in the sense of Article 5 and 6 PCT is to be found however, for only a very
small proportion of the claimed compounds, namely RT-402 (see present examples
1 - 6), whereas no basis is evident for the generalizations in the present invention.

In fact, contrary to the present application document D3 discloses that compounds
falling under the scope of the present claims do not shown the required biological
activity (see D3: page 160, right-hand column, lines 3 - 5). '

The statement "within the spirit, scope and concept of" on page 54 implies that the
subject-matter for which protection is sought may be different to that defined by the
claims, thereby resulting in lack of clarity.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 9) (EPO-April 2005)
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Possible steps after receipt of the international search report (1SR) and
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Abstract

Synthetic triterpencids have been developed which are
potent inducers of cytoprotective enzymes and inhibitors
of inflammation, greatly improving on the weak activity of
naturally occurring triterpenoids. An imidazolide triterpe-
noid derivative, 1-{2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-
dien-28-oyllimidazole {CDDO-im or TP235), has been
previously shown to potently protect against hepatic
tumorigenesis, acting in part by inducing cytoprotective
genes through Keap1-Nrf2-antioxidant response element
(ARE) signaling. In these studies, the pharmacodynamic
activity of CDDO-Im is characterized in two distinct lines of
ARE reporter mice and by measuring increases in ANlgo1
transcript levels as a marker of cytoprotective gene
induction. Oral administration of CDDO-Im induces ARE-
regulated cytoprotective genes in many tissues in the
mouse, including liver, lung, kidney, intestines, brain,
heart, thymus, and salivary gland. CDDO-Im induces
Nqgo1 RNA transcripts in some organs at doses as low as
0.3 pmol/kg body weight {orally). A structure activity
evaluation of 15 additional triterpenoids (a) confirmed the
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importance of Michael acceptor groups on boththe Aand C
rings, (b) showed the requirement for a nitrile group
at C-2 of the A ring, and (¢) indicated that substituents at
C-17 dramatically affected pharmacodynamic action
in vivo. In addition to CDDO-Im, other triterpenoids,
particularly the methyl ester CDDO-Me {TP155)} and the
dinitrile TP225, are extremely potent inducers of cytopro-
tective genes in mouse liver, lung, small intestine mucosa,
and cerebral cortex. This pharmacodynamic characteriza-
tion highlights the chemopreventive promise of several
synthetic triterpenoids in multiple target organs. Mol
Cancer Ther 2007:6(1):154-62]

Introduction
Synthetic triterpenoids have been developed, which greatly
improve on the weak anti-inflammatory and antiturnori-
genic activities of naturally occurring triterpenoids. Al-
though originally developed as anti-inflammatory agents,
these synthetic triterpenoids have additional activities that
make them promising candidates for cancer chemopreven-
tion and cancer therapy. For example, one of the earlier
agents in this class of analogues, 2-cyano-3,12-dioxooleana-
1,9(11)-dien-28-oic acid {CDDO or TP151; see Table 2 for all
structures), has been shown to inhibit growth and induce
cell cycle arrest in breast cancer cell lines (1). In addition,
CDDO induces apoptosis in breast cancer and leukemia cell
lines (1-3) and induces differentiation of human myeloid
leukemia cells (4). It is a potent anti-inflammatory agent that
blocks the ability of many inflammatory cytokines to induce
de novo formation of inducible nitric oxide synthase and
cyclooxygenase-2 (4, 5). The C28 methyl ester derivative,
CDDO-Me (TP155), induces apoptosis in human lung cancer
cells (6). Mechanistic studies have shown that CDDO-Me
inhibits nuclear factor-xB by suppressing IxBa kinase
activation in tumor cell lines and primary blast cells from
leukemia patients and inhibits antiapoptotic, proliferative,
and angiogenic gene expression (7). The imidazolide
derivative 1-| -f2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-
oyljimidazole (CDDO-Im or TP235) is one of the most potent
triterpenoids. CDDO-Im  inhibits prohferahon of human
cancer cell lines, induces differentiation in leukemia cell
lines, and decreases tumor burden in murine models of
melanoma and leukemia (8). In addition, it induces
apoptosis in pancreatic cancer cells (9). CDDO-Im is more
potent than CDDO and CDDO-Me at inhibiting the proin-
flammatory production of nitric oxide induced by IFN-vy in
mouse macrophages (10). Furthermore, CDDO-Im and other
triterpenoids act in part through Nrf2 signaling to induce
cytoprotective conjugating and antioxidative genes (11, 12).
The transcription factor Nrf2 binds and activates the
antioxidant response element (ARE; ref. 13), a cis-acting
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sequence found in the 5’ flanking region of genes encoding
many cytoprotective enzymes, including NAD(P)H:qui-
none oxidoreductase (NQO1; refs. 14-16). Induction of
these protective enzymes blocks carcinogenesis, mutagen-
esis, and other forms of toxicity mediated by carcinogens.
These enzymes are involved in metabolism of xenobiotics
and facilitate their elimination. The pronounced activity of
triterpenoids as cytoprotective enzyme inducers and anti-
inflammatory agents prompted studies of CDDO-Im as
a potential chemopreventive agent. It was shown to be an
extremely potent chemopreventive agent against aflatoxin-
induced hepatic tumorigenesis in rats, with pronounced
protection at doses as low as 1 ymol/kg bedy weight and

. complete inhibition of tumorigenesis at 100 pmol/kg body

BNSDOCID: <XP.

weight (17). Treatment with CODO-Im induced hepatic
detoxification and cytoprotective genes, especially those
regulated through Nrf2 signaling (17). Induction of
detoxification and cytoprotective genes, such as Ngol,
glutamate cysteine ligase, catalytic subunit (Gelc), glutathione
S-transferases, and Hmox1, combined with potent anti-
inflammatory activity, suggests that triterpenoids may be
effective chemopreventive agents in a variety of other
settings as well.

Although these triterpenoids have been evaluated in
many cancer cell lines and murine models of cancer
therapy, their evaluation as chemopreventive agents is just
beginning. More than 300 triterpenoid analogues have been
synthesized, many with potent activities in vitro, suggesting
that CDDO-Im may not be the only agent with chemo-
preventive potential. In this study, the pharmacodynamic
activities of CDDO-Im along with 15 other triterpencid
analogues are examined as inducers of cytoprotective genes
in murine tissues. To investigate the potency and localiza-
tion of response in the mouse following treatment with
triterpenoids, two complementary strategies were used.
First, increases in Ngol RNA transcripts measured by real-
time quantitative PCR are used as a marker for induction of
a prototypic Nrf2-regulated gene. Second, transgenic mice
in which the ARE of Nqol has been linked to either luciferase
or human placental alkaline phosphatase (hPlap) genes are used
for in vivo bioluminescence and immunohistochemical
evaluation of response, respectively. These triterpenoids

_were selected based on data from previous in vitro and

in vivo studies to identify additional triterpenoids with
sufficient potency and distribution for potential use as
chemopreventive agents. These studies suggest additional
target tissues where triterpenoids may exert profound
chemopreventive activity. Furthermore, these studies indi-
cate that several triterpenoids activate the cytoprotective
response at exceedingly low oral doses. Collectively, these
studies provide insight into how triterpenoids can be used
most effectively for future chemoprevention studies.

Materials and Methods
. Chemicals

Triterpenoids were synthesized as previously described
(10, 18, 19). The various amide and imidazolide derivatives

&
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were synthesized by the condensation:of CDDO acid
chloride with the respective amines or imidazoles using
previously published methods (10).

Animals

Male ICR mice (25-34 g) were purchased from Harlan
(Indianapolis, IN) for use in gene expression analysis.
Animals were fed AIN-76A purified diet without ethox-
yquin. Gavage doses were given in a volume of 200 uL.
Triterpenoid doses used in these studies did not resultin any
apparent toxicity. All experiments were approved by The
Johns Hopkins University Animal Care and Use Committee.

Ngo1-ARE-Luc Transgenic Mice

An oligonucleotide containing the mouse Ngol ARE site
(5-TAGAGTCACAGTGAGTCGGCAAAATTTG-3'; ref. 14)
was triplicated and inserted in the Mlul-Nhel sites of the
multiple cloning sites of the pGL3-Basic vector. TATA
promoter derived from rabbit f globin was inserted in the
BgllI-HindI sites of this vector. Two copies of the chick g
globin insulator (generous gift from Dr. Gary Felsenfeld,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, NIH, Bethesda, MD) were inserted downstream
of the luciferase gene at the BamHI site. The plasmid was cut
at Kpnl and Sall sites and purified for microinjection
(Fig. 1A). Genomic DNA was purified from tail, and
integration of the transgene was verified by PCR using
primers 5-GGGCATTTCGCAGCCTACCGTGGTGTT-3’
and 5-GGGGAGCGCCACCAGAAGCAATITCGTGTA-3.

Nqo1-ARE-hPlap Transgenic Reporter Mice

Transgenic reporter mice were generated that carried the-

core ARE from rat Ngol promoter coupled to hPlap as
previously described (20).

Nqo1-ARE-Luc Reporter Mouse Assay

In vivo bicluminescent imaging was done using an IVIS
imaging system (Xenogen, Alameda, CA). At selected time
points following treatment with 100 pmol triterpenoid/kg
body weight or vehicle (10% DMSO, 10% Cremophor-EL,
and PBS), 10-week-old mice were anesthetized with isoflur-
ane and injected ip. with 150 mg/kg body weight of D-
luciferin. Ten minutes after D-luciferin injection, the animals
were placed on the imaging stage, and ventral, lateral, and
dorsal images were collected for 3 to 10 s. Photons emitted
from specific regions were quantified using Living Image
software (Xenogen). The photographic image was overlaid
with bioluminescence signal. A pseudocolor scale indicates
the intensity of the bioluminescence, with red as the most
intense and blue as the least intense light emission.

Nqo1-ARE-hPlap Reporter Mouse Assay

Ngol-ARE-hPlap reporter mice were gavaged daily with
30 pmol CDDO-Im/kg body weight for 3 consecutive days
in a vehicle of 10% DMSO, 10% Cremophor-EL, and PBS.
Mice were sacrificed 6 h after the final dose and tissues

_ were collected. Tissue was fixed in 10% neutral buffered

formalin (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI) and
embedded in paraffin. Staining to visualize hPLAP activity
was done using a BioGenex 6000 automated staining
system (BioGenex, San Ramon, CA). Following deparaffi-
nization with EZ-DeWax (BioGenex) and blocking of
endogenous peroxidase and nonspecific protein binding,

Mo} Cancer Ther 2007:6(1). January 2007
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sections were incubated for 2 h with rabbit anti-human
PLAP (Lab Vision, Fremont, CA) at a 1:300 dilution.
Antigen-antibody complexes were detected by means of
the Vectastain Elite avidin-biotin complex method perox-
idase kit from Vector Laboratories (Burlingame, CA)
according to the manufacturer’s instructions and visualized
with 33"-diaminobenzidine (BioGenex). Sections were
counterstained with Carazzi hematoxylin.

Tissue Distribution Analysis

Mice were gavaged with 100 pumol CDDO-Im/kg body
weight or vehicle (10% DMSO, 10% Cremophor-EL, and
PBS). Mice were sacrificed 6 h after treatment, and tissue
samples were harvested. Tissues were immediately placed
in RNAlater (Ambion, Austin, TX). Total RNA was isolated
from tissues stored in RNAlater using Versagene RNA
purification kit (Gentra Systems, Minneapolis, MN), and
cDNA was synthesized using iScript cDNA Synthesis kit
(Bio-Rad, Hercules, CA). Gene expression measurements
for each sample (n = 4 for CDDO-Im-treated group and
n = 4 for vehicle group) were done in triplicate using
Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA) and iQ Supermix (Bio-Rad). Gene
expression measurements were normalized to the endog-
enous reference gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase, which was not changed by triterpenoid treatment.
Fold change values for gene expression data from real-time
quantitative PCR was determined using the 274" relative
quantification method as published (21).

Ngo1 Gene Expression Dose Response

Mice were gavaged with 0.3, 1, 3, 10, 30, or 100 pmol
CDDO-Im/kg body weight or vehicle (10% DMSO, 10%
Cremophor-EL, and PBS). Mice (n = 4 for vehicle group and
n = 3 for other groups) were sacrificed 6 h after treatment,
and liver, lung, small intestine mucosa, and cerebral cortex
were removed. Tissues were immediately placed in
RNAlater for future RNA purification and gene expression
measurements as described above.

N 4

Triterpenoid Structure-Activity Relationship Analysis

Mice were gavaged with either a single dose of 2 umol
triterpenocid/kg body weight, a daily dose of 2 pmol
triterpenoid/kg body weight for 3 consecutive days, or
vehicle (DMSO). Mice (n = 4 for vehicle group and n = 3 for
other groups) were sacrificed 6 h after the final treatment,
and liver, lung, small intestine mucosa, and cerebral cortex
were removed. Tissues were immediately placed in
RNAlater for future RNA purification and gene expression
measurements as described above.

Measurement of NQO1 Enzyme Activity

Mice (n = 4 for vehicle group and n = 3 for all other
groups) were gavaged with 2 or 10 umol triterpenoid/kg
body weight or vehicle (DMSO) and sacrificed 24 h after
treatment. Livers were immediately frozen in liquid
nitrogen using a freeze clamp and stored at —80°C.
NQO1 enzyme activity was measured in hepatic cytosolic
fractions (105,000 x g) using menadione as a substrate as
previously described (22). ' :

Statistical Analysis

Gene expression changes were compared among groups
by ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test.
Pairwise comparisons of gene expression or NQO1 enzyme
activity changes to the corresponding vehicle control were
done using t test.

Results

Treatment with Triterpenoids Enhances Expression
of ARE Reporter and ARE Target Genes in Multiple
Tissues

Ngol-ARE-Luc reporter gene expression is induced fol-
lowing a single oral administration of CDDO-methyl amide
{TP224} or CDDO-Im to mice at a dose of 100 pmol/kg.
Although the reporter signal is more intense following
CDDO-Im treatment compared with CDDO-methyl amide,
the distribution profile of induction is similar. Treatment
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Figure 2. ‘Induction of Nqo?-ARE-hPlap re-
porter gene exprassion in mouse liver following
treatment with CDDQO-Im (TP235). A, histo-
chemical detection of hPLAP expression in liver
of vehicle-treated mouse. B, histochemical de-
tection showing induction of hPLAP in liver of
CODO-Im-treated mouse.

with these triterpenoids results in increased expression of
the Ngol-ARE-Luc reporter gene in the kidneys, liver,
intestines, and salivary gland (Fig. 1B). As shown in
Fig. 1C, Ngo1-ARE-Luc reporter expression is significantly
increased in the abdomen by 3 h following treatment with
100 pmol CDDO-Im/kg and reaches maximum intensity at
9 h. Approximately 15% of the signal intensity remains at
24 h following treatment.

However, this type of in zivo bioluminescent measure-
ment does not have the resolution to precisely define the
anatomic location of reporter gene induction or to identify
the specific cell types within a responsive organ. More
detailed information about the localization of the pharma-
codynamic action of triterpenoids ‘can be obtained using
Nqo1-ARE-hPlap reporter mice coupled to immunohisto-
chemical analysis. In accord with the bioluminescence
results, Fig. 2 shows that Ngo1-ARE-hPlap reporter expres-
sion is increased in hepatocytes, especially in the centri-
lobular regions around vessels and ducts after treatment
with CDDO-Im.

To provide a more quantitative assessment of the effects
of CDDO-Im on gene expression, quantitative real-time
reverse transcription-PCR was used to measure transcript
levels of two ARE-regulated genes: Ngol and Gclc. A single
dose of CDDO-Im at 100 pmol/kg increases RNA
transcript levels of Ngol and Gclc in most tissues surveyed
(Table 1). The salivary gland and small intestine mucosa
have the highest level of Ngol induction (23.6- and
19.8-fold, respectively), confirming the induction patterns
seen in Ngol-ARE-Luc reporter mice. Ngol RNA tran-
scripts are also increased in the liver, lung, colon, kidney,
thymus, and heart. Gele is also induced in these tissues,
with the greatest induction occurring in the small intestine
(48-fold). In addition, Gclc is induced 9.3-fold in the
stomach. Ngol, but not Gcle, is significantly induced in
several regions of the brain as well, including the
brainstem (2.2-fold), cerebral cortex (3-fold), cerebellum
(1.4-fold), and hippocampus (3.2-fold). As many of these
tissues were not responsive in the Ngol-ARE-Luc reporter
system, these results also reveal limitations of this reporter
mouse. The lack of response in these tissues in the
Nqo1-ARE-Luc mouse may be due to poor expression of
the transgene and will require further analysis of the
NgoI-ARE-Luc transgenic mouse to clarify. '

Molecular Cancer Therapeutics 157 )

Very Low Doses of CDDO-Im Result in Significant
Increases in Ngo1 RNA Transcript Levels
A single dose of 0.3 ymol/kg of CDDO-Im results in

. ~20-fold elevation of Ngol transcripts in the small intestine

mucosa (Fig. 3). Smaller responses are seen in internal
organs and require higher doses. Ngol RNA transcripts are
induced ~3-fold in the lung after a single dose of 1 pmol
CDDO-Im/kg. Significant induction (12.5-fold) occurs in
the liver following a dose of 3 pmol CDDO-Im/kg. A
statistically significant induction of 1.6-fold occurs in the
cerebral cortex following a dose of 10 pmol/kg. Although
the thresholds for significant induction vary among tissues,
the level of induction in the liver, lung, and small intestine
mucosa plateaus at doses of 210 umol/kg.

Ngo1 Transcripts Are Increased in Muitiple Tissues
following Low-Dose Oral Administration of Several
Triterpenoid Derivatives

Sixteen triterpenoids were selected for further character-

ization of Ngol transcript induction. A dose of 2 umol/kg
was chosen based on the dose response study to identify
triterpenoids with both higher and lower inducer potency

Table 1. Induction of RNA transcript levels in mice 6 h after
gavage with 100 pmo! CDDO-Im/kg body waight

Organ Fold induction

Gele Ngol
Liver - 3.4 11.4*
Lung 13.2* 12.6*
Salivary gland 12.4* 236"
Stomach . 9.3* 07
Small intestine 48.0° ’ 19.8°
Colon . 9.7* 5.6*
Kidney 20 5.0*
Thymus 22 42+
Heart 37 24*
Brainstem 09 - 2.2
Cerebral cortex 12 30*
Striatum 1.0 15
Cerebellum 0.7 1.4*
Hippocampus 11 3.2*

"P <005, n = 4 per group.
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than CDDO-Im. Previous structure-activity relationship
studies have narrowed the focus to compounds that vary
primarily at the R? group at C-17. For example, it is known
that a 9-en-12-one functionality combined with a nitrile or
carboxyl group at C-2 greatly increases potency (23). Later
studies showed that the nitrile group at C-2 provides the
greatest enhancement of potency for suppression of the
induction of inducible nitric oxide synthase (10). Modifica-
tions to improve anti-inflammatory activity have shown
that the -triterpenoid nucleus containing an activated
Michael acceptor group in ring A as well as a second
Michael acceptor group in ring C creates very potent
suppression of inflammatory response (10, 19, 24). These
functional groups have also been shown to be critical for
induction of Nrf2-regulated cytoprotective genes in vitro,
suggesting a functional link between these processes as
well as defining an essential pharmacophore for these
activities (12, 25, 26). The parent compound, oleanolic acid,
does not have these functionalities and is inactive (Table 2).
Similarly, the parent amide (TP222), which lacks a nitrile
group at the R" position, does not increase Ngol transcripts
in any of the tissues assayed, confirming that the nitrile
group at the R! position is critical for inducer potency (10).
CDDO-Me potently induces Ngol expression in the
small intestine mucosa (7.5-fold), liver (5.6-fold), lung
(4.7-fold), and. cerebral cortex (1.5-fold) following a single
dose. Three consecutive daily doses of CDDO-Me maintain
or increase the level of Ngol induction in these tissues,
suggesting favorable pharmacokinetics for sustained
pharmacodynamic action. CDDO, the nonesterified parent
carboxylic acid of CDDO-Me, increases RNA transcripts of
Ngol in only the small intestine mucosa (8.4-fold) and liver
(2.7-fold). This indicates that, although the intrinsic potency
of CDDO and CDDO-Me is similar in the easily accessible
small intestine mucosa, CDDO-Me has improved distribu-
tion, allowing it to act on more distal tissues, such as lung and

Fold-induction of Ngo1
8
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Figure 3. Dose response for induction of Ngol RNA transcripts in
tissues of male ICR mice 6 h following treatment with CDDO-tm {TP235}
by gavage. Points, mean (n = 4 fot vehicle group and n = 3 for all other
groups); bars, SE. *, P < 0.05.

cerebral cortex. The amides used in this study also induce
Ngol in the small intestine mucosa, with the exception of
CDDO-trifluoroethyl amide (TP500), which does not induce
Ngo1 transcripts in any of the measured tissues after a single
dose. However, after three doses of the trifluoroethyl amide,

‘Ngol transcripts are induced in the liver (3.1-fold), lung

(1.8-fold), and cerebral cortex (2-fold). CDDO-ethyl amide
(TP319) is another promising amide as shown by Ngol
induction in the liver (2.2-fold), lung (2.5-fold), and cerebral
cortex (2-fold) following three doses. The dinitrile compound,
TP225, has been shown in previous in vitro studies (10, 12) to
be particularly potent, with effects observed at picomolar
concentrations; however, its in vivo effects were unknown.
This study shows that TP225 induces Ngol in the small
intestine mucosa after a single dose as well as in the liver,
lung, and cerebral cortex following a single dose and three
consecutive daily doses. The imidazole and pyrazole deriv-
atives are also potent inducers of Ngol in the small intestine

mucosa, with the exception of the fluoropheny! imidazolide -

(TP299), which does not induce Ngol in any of the tissues
examined; this may be due to unfavorable effects of the bulky
group at the R? position. Consistent with observations
from previous studies (17), CDDO-Im is a potent inducer of
Ngol in vivo. Ngol is induced in the small intestine mucosa
(9.5-fold), liver (8.6-fold), and lung (3.5-fold) following a
single dose of CDDO-Im. In addition, CDDO-Im induces
Ngol in the cerebral cortex following three daily doses.

Treatment withTriterpenoids Increases Hepatic NQO1
Enzyme Activity

Figure 4 shows that NQO1 enzyme activity is increased
in mouse liver 24 h following a single 2 pmol/kg gavage of
CDDO-Me (2.2-fold), the dinitrile TP225 (1.6-fold), or
CDDO-Im (1.7-fold). As suggested by the lack of RNA
transcript induction, oleanolic acid and TP222 do not
induce NQO1 enzyme activity following treatment with
2 or 10 pmol/kg. Although a single 2 pmol/kg dose of
CDDO-ethyl amide increases RNA transcripts in the liver
by 2.9-fold, it does not cause an increase in NQO1 enzyme
activity at this dose, although a higher single dose
(10 umol/kg) did cause a 1.9-fold increase in NQOI1
enzyme activity. NQO1 enzyme activity is also induced
following a single 10 umol/kg dose of CDDO-Me (3.6-fold),
the dinitrile TP225 (1.8-fold), and CDDO-Im (1.8-fold).

Discussion

In these studies, Ngol transcript changes are used as a
marker of pharmacodynamic action and presumptive
chemopreventive potential for several reasons. First,
several classes of chemopreventive agents, such as substi-
tuted dithiolethiones and Michael reaction acceptors, were
first identified as potential anticarcinogens through induc-
tion of NQO1 (27). Second, Ngol as well as many
conjugating and antioxidative genes are ARE-driven genes,
which are regulated through the Keapl-Nrf2 signaling
pathway. Nrf2 is an essential transcription factor for the
basal and especially the inducible expression of Ngol
(13, 28, 29). Nrf2 is essential for the chemopreventive
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Table 2. iInduction of Nqo1 RNA transcripts In mouse tissues 6 h following gavage with tritarpenoids (2 pmol/kg body weight)

Fold change of Nqol RNA transcripts

R2 Small intestine mucosa Liver Lung Cerebral cortex
1dose 1dose 3doses 1dose 3doses 1dose 3doses
Carboxylic acid 151 CDDO NC COH 8.4* 27*  net - 15 ne 13 ne
Esters 155 CDDO-Me NC COMe 7.5* 56* 124+ 47 51* 1.5¢ 1.9*
230 ) NC  CO,CH,);CH,; 5.0* 26 ne - 17 ne 1.8* ne
222 HO,C CO,Et 1.8 09 ne 14 ne 13 ne
Amides 223 NC CONH; 29* 20 ne 2.1+ ne 1.7 ne
224 NC CONHMe 6.7* 40 32 24 22 1.2 13
319 NC CONHEt 49* 29 2.2 1.9 2.5* 0.8 -2.0*
226 NC CONMe, 2.5+ 1.7 ne 1.6 ne 12 ne
500 NC CONH-CH,-CF; 2.6 17 31 1.0 18*- 08 20°
Imidazoles/ 235 CDDO-Im NC f@ 9.5* 86* 34 35 0 14 20*
pyrazole ) - ’
254 NC >"§: 1.3* 40* ne 27* ne 12. ne
o
261 NC N\ 50¢ 30 ne 25 ne 08 ne
f
N
299 NC 26 12 ne 20 ne 0.6 ne
b
F . .
~
242 NC >—-\ . 5.5* 15 ne 22 ne 0.6* - ne
[} N
Dinitrile 225 NC CN . 8.3 49+ 4.3 3.6* 4.0 1.5* 2.0*
Oleanolic acid OA " 0.8 1.0 ne 12 ne 1.3 ne

RO’

%

*P < 0.05, n = 4 for vehicle group and n = 3 for all other groups.
TNot evaluated (indicates that this dose and schedule was not tested).

actions of sulforaphane and oltipraz, known inducers of
Ngo1 (14, 30). The induction of Ngol indicates activation of
Nrf2 signaling, implying that a host of other Nrf2-regulated
cytoprotective genes are also activated. In addition to
Ngol, Nrf2 regulates the expression of conjugating and
antioxidative genes, the ubiquitin/proteasome system, the
molecular chaperones/stress response system, and anti-
inflammatory responses (31). Third, several reporter mice
containing the AREs of Ngol have been developed, which
allow for additional characterization of Nrf2 activation and
pharmacodynamic action. Fourth, in addition to its use as a
sentinel of Nrf2 activation and cytoprotective enzyme

induction, NQOT1 itself provides multiple protective mech-
anisms. NQO1 functions as an antioxidant to maintain
endogendus antioxidants in their reduced and active forms

(32, 33). NQO1 not only functions to reduce quinones for -

detoxification but also acts on other substrates, including
quinine imines, naphthoquinones, as well as azo and nitro
compounds (34). An additional mechanism for protection
against carcinogenesis has been suggested where NQO1
acts to stabilize the tumor-suppressing p53 protein (35-38).
Fifth, Ngol is widely distributed throughout the body,
meaning that this marker can be used consistently to
investigate multiple target organs. Sixth, Ngol has a large

Mol Cancer Ther 2007:6(1). January 2007
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dynamic response to inducers, facilitating identification of
inducers with a wide range of potencies. These qualities
clearly link increases in Ngol transcripts and enzyme
activity with chemopreventive activity and establish Ngo1
as a practical marker for assessment of a broader pharma-
codynamic action,

Chemoprevention resulting from induction of cytoprotec-
tive enzymes has been established using other classes of
agents in many models. For example, oltipraz and 3H-1,2-
dithiole-3-thione (D3T) have been extensively studied as
chemopreventive agents and cytoprotective enzyme
inducers. Oltipraz is an effective chemopreventive agent in
animal models of chemical-induced carcinogenesis targeting
liver, lung, colon, small intestine, forestomach, bladder,
mammary glands, and skin (39). As a point of reference,
NQO1 enzyme activity is increased 4-fold in the liver of
female mice treated with ~ 2,200 umol oltipraz/kg (40). D3T
is a known chemopreventive agent that protects against
tumorigenesis in the liver (41). Treatment by gavage with
300 pmol D3T/kg results in 3-fold induction of NQO1
activity in mouse liver (29). Remarkably, a single 10 pmol/kg
dose of CDDO-Me, CDDO-ethy] amide, the dinitrile (TP225),
or CDDO-Im increases NQO1 enzyme activity by 3.6-, 2.9,
1.8-, or 1.8-fold, respectively. These results are consistent
with rat studies using CDDO-Im that show 30- and 100-fold
improvements in chemopreventive potencies in inhibiting

" tumorigenesis compared with D3T and oltipraz, respectively

(17). These enzyme inducer and antitumorigenesis compar-
isons highlight the exceptional potency of these triterpenoids.

Levels of induction of Ngo1 RNA transcripts reflect
changes in gharmacodynamic action as a result of modifying
the R! or R* groups on the triterpenoid nucleus. The nitrile
group at R' is confirmed to be critical for induction of
cytoprotective enzymes in vivo. Modification of the carbox-
ylic acid at R? to a methy! ester, an ethyl ester, a nitrile, or an
imidazolide improves distribution. An amide at R? (methyl

§0
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2 ymolkg body weight 10 ymolkg body weight
Figure 4, Induction of hepatic NQO1 enzyme activity in male ICR mice

24 h following treatment with triterpenoids by gavage. See Table 2 for
triterpenoid structures. Columns, mean {n = 4 for vehicle group and
n = 3 for sll other groups); bars, SE. *, P < 0.05.

amide or ethyl amide) improves activity in the liver. Bulky
groups in the R? position negatively influence pharmaco-
dynamic action in vivo. Furthermore, adding a carbonyl
pyrazole at R instead of a carbonyl imidazole eliminates
Ngol RNA transcript induction in the liver. The combined
effects of these modifications make CDDO-Me, the dinitrile
(TP225), and CDDO-Im particularly promising because of
exceptional potency and broad tissue’ distribution. This
analysis measures changes in pharmacodynamic action,

which may be influenced by both changes in inducer -

potency and pharmacokinetic properties as a result of
structural modifications. For example, pharmacokinetic
studies (42) show that, after oral administration, CDDO
achieves a higher maximum plasma concentration (Comax)
than CDDO-Im but the terminal half-life of both com-
pounds is very similar (over 8 h). Changes in bioavailabil-
ity may also contribute to the differences observed in this
study. Although the oral bioavailability of CDDO-Im given
at a dose of 30 pmol/kg body weight was reported to be
16% (42), CDDO-Im is an extremely potent activator of
Nrf2 in vivo due to the cumulative effects of its other
pharmacologic properties. ‘

The diversity of the sites of triterpenoid action, as well as
the wide variety of protective effects initiated by potent
activation of the Keap1l-Nrf2-ARE pathway, suggests that
these compounds can protect against many disease states.
Given the proven efficacy of cytoprotective enzyme
induction as a cancer chemoprevention mechanism, pro-
tection against tumorigenesis at many sites is an obvious
beneficial implication. Even induction of protective
enzymes in the salivary gland, an unusual location for
chemoprevention focus, can be exploited. Assuming that
salivary measurements reflect tissue levels of these
enzymes, induction of protective enzymes in saliva can
be used as a noninvasive assessment of chemopreventive
potential in clinical trials. This method has already been
proven feasible in humans where Sladek et al. (43)
measured induction of NQO1 and glutathione S-trans-
ferases in the saliva of subjects ingesting broccoli or coffee,
known inducers of cytoprotective enzymes. The protective
effects elicited by triterpenoids are rnot limited to cancer
chemoprevention. Triterpenoid action in the brain could
provide protection against neurodegenerative disease
(44, 45) and cerebral ischemia (46). Triterpenoid treatment
resulting in induction of cytoprotective enzymes in the
heart could also provide protection against several cardiac
disorders (47). In addition, induction of Nrf2 signaling in
the lung can provide protection against hyperoxic lung
injury (48), emphysema (49), and asthma (50).

Whether triterpenoids are used as tools to combat disease
or molecular probes to learn more about the signaling
pathways they invoke, a systematic approach is critical
to developing a better understanding of the global
pharmacodynamic actions of these promising compounds.
A greater understanding of the signaling networks influ-
enced by triterpenoids will inform both the development of
new triterpenoid derivatives as well as potential clinical
applications.

2456640A__1_>

Mot Cancer Ther 2007.6(1). January 2007

LS/



BNSOOCID: <XP______ ¢

Acknowledgments

We thank Judy Chei for assistance with RNA isolations and Albena
Dinkova-Kostova and Tania O’'Connor for assistance with the developmant
of the Ngo1-ARE-Luc reporter mousa.

References

1. Lapillonne H, Konopleva M, Tsao T, et al. Activation of peroxisome
protiferator-activated seceptor y by a novel synthetic triterpenoid 2-cyano-
3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid induces growth arrest and apopto-
sis in breast cancer celis. Cancer Res 2003;63:6926 - 39.

2. Konoplava M, Tsao T, Estrov Z, at al. The synthetic triterpenoid 2-
cyano-3,12-dioxeolsana-1,9-dien-28-oic acid induces caspase-dependent
and -independent apoptosis in acute myelogenous leukemia. Cancer Res
2004:64:7927 - 35.

3. ko Y, Pandey P, Place A, et al. The novel triterpenoid 2-cyano-3,12-
dioxoolaean-1,9-dien-28-0ic acid mduces apoptosns of human myeloid
leukemia colls by & P 8-dep [ Cell G h Differ
2000;11:261~7.

4. Suh N, Wang Y, Honda T, et al. A novel synthetic ofeanane
triterpenoid, 2-cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-cic acid, with potent
differentiating, antiproliferative, and anti-inflammatory activity. Cancer
Res 1999;58:336-~41.

6. Suh N, Honda T, Finlay HJ, et al. Novel tmerpeno»ds suppress inducible
nitric oxide synthase (INOS) and inducibi Yg {COX-2} in
mouse macrophages. Cancer Res 1998;58:71 7 23.

6. Zou W, Liv X, Yue P, et al. c-Jun NHa-tarminal kinase-mediated up-
regulation of death receptor S contributes to induction of apoptosis by the
novel synthetic triterpenoid methyl-2-cyano-3,12-dioxooleana-1, 9-dien-
28-oate in human lung cancer cslis. Cancer Res 2004:64:7570-8.

7. Shishodia S, Sethi G, Konopleva M, et al. A synthetic triterpenoid,
CDDO-Mea, inhibits IkBa kinase and enhances apoptosis induced by TNF
and chemotherapeutic agents through down-regulation of expression of
nuclesr factor xB-regufatad gene products in human leukemic cells.
Clin Cancer Res 2006;12:1828 - 38.

8. Place AE Suh N, Williams CR, et al. The novel synthetic triterpenoid,
CODO-imi lide, inhibits infl and tumor growth
in vivo. Clin Cancer Res 2003;9:2798 - 806

9. Samudio §, Konopleva M, Hail N, Jr., et al. 2-Cyano-3,12-dioxoolsana-
1,9-dien-28-imidazolide (CDDO-Im) directly targets mitochondrial gluta-
thlona 1o induce apoptasis in pancreatic cancer. J Biol Chem 2005;280:
36273-82.

10. Honda T, Honda Y, Favaloro FG, Jr., et al. A novel dicyanotriterpe-
noid, 2-cyeno-3,12-dioxooleana-1,9{11)-dien-28-onitrils, active at pico-
molar concentrations for inhibition of nitric oxide production. Bioorg Med
Chem Lett 2002;12:1027 -30.

11. Liby K, Hock T, Yors MM, et al. The synthetic triterpenoids, CDDO
and CDDO-imidazolide, are potent inducers of heme oxygenase-1 and
Nrf2/ARE signaling. Cancer Res 2005;65:4789 -98.

12. Dinkova-Kostava AT, Liby KT, Stephenson KK, et al. Extremely
potent triterpenoid inducers of the phase 2 response: correlations of

' against and inflar y stress. Proc Natt Acad Sci
U S A 2005;102:4584-9.

13. itoh X, Chiba T, Takahashi S, et al. An Nrf2/small Maf heterodimer
mediates the induction of phase I detoxifying enzyme genes through
antioxidant response elements. Biochem Biophys Res Commun 1997:236:
313-22.

14, Nioi P, McMahon M, itoh K, et sl. Identification of a novel Nrf2-

lated t resp elemsnt (ARE} in the mouse NAD(PIH:qui-
none oxidoreductase 1 gene: reassessment of the ARE consensus
sequence. Biochem J 2003;374:337 -48.

15. Jaiswal AK. Human NAD{P)H:quinone oxidoreductase (NQO1} gene
structure and induction by dioxin. Biochemistry 1991;30:10647 - 53.

16. Favreau LV, Pickett CB. Transcriptional regulation of the rat
NAD(P)H:quinone reductasse gene. Identification of regulatory elements
controlling basal level expression and inducibie expression by planar
aramatic compounds and phenolic antioxidants. J Biol Chem 1991;2886:
4556-61.

17. Yates MS, Kwak MK, Egner PA, et al. Potant protection agamst
aflatoxin-induced tumorigenesis through induction of Nrf2-regul
pathways by the triterpenoid 1-{2-cyano-3-,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-
28-oyllimidazole. Cancer Res 2006;66:2488 - 94.

Molecular Cancer Therapeutics 161

18.- Honda T, Rounds BV, Gribble GW, st &l. Design and synthesis of
2-cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-cic acid, 8 nove! and highly active
inhibitor of nitric oxide p in mouse r phages. Bioorg Med
Chem Lett 1998;8:2711 - 4.

19. Honda T, Rounds BV, Bore L, et al. Synthetic oleanane and ursane

triterpencids with modified rings A and C: a series of highly active .

inhibitors of nitric oxide production in mouse macrophages J Med Chem
2000;43:4233 - 46.

20. Johnson DA, Andrews GK, Xu W, et al. Activation of the antioxidant
rasponse element in primary cortical neuronal cultures derived from
transgenic reporter mice. J Neurocham 2002;81:1233~-41.

21, Livak KJ, Schmitigen TD. Analysis of relative gene expression data
using real-time quantitative PCR and the 2(-AAC(T)) method. Mathods
2001:25:402 -8.

22. Prochaska HJ, Santamaria AB, Talalay P. Rapid detection of inducers
of enzymes that p: against carcinogens. Proc Natl Acad Sci U S A
1992;89:2394 - 8.

23. Honda 7, Rounds BV, Bore L, et al. Novel synthetic oleanane
triterpenoids: e series of highly active inhibitors of nitric oxide production
in mouse macrophages. Bioorg Med Chem Lett 1999;9:3429-34.

24. Honda T, Gribble GW, Suh N, et al. Navel synthetic oleanane and
ursane triterpenoids with various enone functionalities in ring A as
inhibitors of nitric oxids production in mouse macrophages. J Med Chem
2000;43:1866-77.

25. Talslay P, De Long MJ, Prochaska HJ. identification of a common

hemical signal reg g the inducti
against chemical carcinogenesis. Proc Natt Acad Sci U S A 1988;85:
8261 -5.

26. Dinkova-Kostova AT, Massish MA, Bozak RE, et al. Potency of
Michas! reaction acceptors as inducers of enzymes that protect against
carcinogenesis depends on their reactivity with sulfhydryl groups. Proc
Natl Acad Sci U 5 A 2001;98:3404~-9.

27. Dinkova-Kostova AT, Fahey JW, Tslalay P. Chamical structures of
inducers of nicotinamide quinone oxidoreductase 1 {NQO1). Methods
Enzymol 2004;382:423 - 48.

28. McMahon M, ltoh K, Yamamoto M, et al The Cap ‘n’ Collar basic
lsucine zipper transcription factor Nrf2 (NF -E2 p45-related factor 2) controls
both constitutive and inducibl 1 of i inal detoxification and
glutathione biosynthetic enzymes. Cancer Res 2001:61:3299 - 307.

29, Kwak MK, Itoh K, Yamamoto M, et al. Role of transcription factor
Nrf2 in the induction of hepatic phase 2 and antioxidative enzymes in vivo
by the cancer chemoprotective agent, 3H-1, 2-dithicle-3-thions. Mol Med
2001;7:135-45.

30. Ramos-Gomez M, Kwak MK, Dolan PM, et al. Sensitivity to
carcinogenasis is increased and chemoprotective efficacy of enzyme

inducers is lost in nrf2 transcription factor-deficient mice. Proc Nati Acad -

Sci U'S A 2001;98:3410-5.

31. Kwak MK, Wakabayashi N, itoh K, et al. Modulation of gene
expression by cancer chemopreventive dithiotethiones through the
Keap1-Nrf2 pathway. ldentification of novel gene clustars for cell survival.
J Biol Chem 2003;378:8135-45.

32. Siegel D, Bo M, Burr JA, et al. The reduction of a-tocopher-
olquinone by hur NAD{P)H: quinone oxldoreductasa. the role of -
tocopherothydroquisions as a cellul Mol Ph 1 1997;
52:300-5.

33. Chan TS, Wilson JX, O'Brien PJ. Coenzyme Q cytoprotective
mechanisms. Methods Enzymol 2004;382:89-104.

34. Nioi P, Hayes JD. Conmbuﬂon of NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1
t0 p! ion ag carcinog is, and regulation of its gene by the Nrf2
basic-ragwn teucine zipper and the arylhydrocarbon receptor basic hefix-
loop-helix transcription factors. Mutat Res 2004;666:149~-71. ’

35. Asher G, Lotem J, Sachs L, et al. pS3-dependent apoptosis and
1. M

NAD{P)H:quinona idh thods Enzymol 2004;382:
278-93.

38. Asher G, Lotem J, Sachs L, et al. Mdm-2 and ubiquitin-independent

p53 proteasomal degradation regulated by NQO1. Proc Natl Aced Sci
U S A 2002;89:13125-30.

37. Asher G, Lotem-J, Kama R, et al. NQO1 stabilizes p53 through a
distinet pathway. Proc Natl Acad Sci U S A 2002;99:3099 - 104,

38. Asher G, Lotem J, Cohen B, et al. Regulation of p53 stability and p53-
dependent apoptosis by NADH guinons oxidoreductase 1. Proc Nat! Acad
Sci U S A 2001,98:1188~ 93,

Mol Cancer Ther 2007:6 (1). January 2007

2456640A__1_>

of enzymes that protect.



|
|
|
{
|

162

BNSDOCID: <XP______

Pharmacodynamics of Chemopreventive Triterpenoids

39. Kensler TW, Helzlsouer KJ. Oltipraz: clinical opportunities for cancer

chemoprevention. p. J Cell Biochem Supp! 1995;22:101-7.

40. Kwek MK, Ramos-Gomez M, Wakabayashi N, et al. Chemoprevention
by 1,2-dithiole-3-thiones through induction of NQO1 and other phase 2
enzymes. Methods Enzymol 2004;382:414-23.

41. Maxuitenko YY, Libby AH, Joyner HH, et al. ldentification of

" dithiolethiones with better chemopreventive properties than oltipraz.

Carcinogenesis 1998;19:1609-15.

42. Place A. Pre-clinical evaluation of the novel synthetic triterpenocid
CDDOimidazolide [dissertation]. Hanover {NH}: Dartmauth College; 2004.

43. Sreerama L, Hedge MW, Siadek NE. ldentification of a class 3
aldehyde dehydrogenase in human saliva and increased lsvels of this
enzyme, glutathione S-transferases, and DT-diaphorass in the saliva of
subjects who continually ingast large quantities of coffee or broccoli. Clin
Cancer Res 1995;1:1153-63.

44. Calkins MJ, Jake! RJ, Johnson DA, et al. Protection from mitochon-
drial complex 1l inhibition in vitro and in vivo by Nrf2-mediated
transcription. Proc Natl Acad Sci U S A 2005;102:244-9,

45, Burton NC, Kenslar TW, Guilarte TR. In vivo modulation of the
Parkinsonian phenotype by Nrf2, Neurotoxicology 2006;27:1094 ~ 100.

48. Shih AY, Li P, Murphy TH. A small-molecule-inducibte Nef2-mediatad
antioxidant response provides effoctive prophylaxis against cerebral
ischemia in vivo. J Neurosci 2005;25:10321 - 35.

47. Zhu H, itoh K, Yamamoto M, et al. Rofs of Nrf2 signaling in regulation
of antioxidants and phase 2 enzymes in cardiac fibroblasts: protection
against reactive oxygen and nitrogen species-induced cell injury. FEBS Lett
2005;579:3029 - 36.

48. Cho HY, Jedlicka AE, Reddy SP, et al. Role of NRF2 in protection
against hyperoxic lung injury in mice. Am J Respir Cell Mol Biot 2002;26:
175 -82,

49, Ishil Y, Itoh K, Morishima Y. st 8l. Transcription factor Nrf2 plays a

pivotal role in p g duced pt y infl 1
and emphysema. J Immunol 2005;175:6968 - 75.
50. Rangasamy T, Guo J, Mitzner WA, et al. Disruption of Nrf2 enhances

susceptibility to severe airway inflammation and asthma in mice. J Exp
Med 2005;202:47 - 59.

2456640A__1_>

Mol Cancer Ther 2007,6(1). January 2007

153



BNSDOCID: <XP.

The Synthetnc Triterpenoids, CDDO and CDDO- Imidazolide, Are
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" Abstract

The synthetic triterpenoid 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11}-
dien-28-aic acid (CDDO) and its derivative I-[Z-cyano-3-,12-
dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oyllimidazele (CDDO-Im) are
multifsnclional molccules with polent antiproliferative,
differcntiating, and anti-inflammatory nctivities. At nuno-
molar concentrations, these agents rapidly increase the
expression of the cytoprotective heme oxygeouse-l {HO-1)
enryme in vitro and in vivo. lransfection studies using a
series of reporter comstructs show that activation af the
human HO-1 promoter by the triterpenoids requires an
antioxidant response element (ARE), a cyclic AMF response
element, and an E Box sequence. Inactivation of one of these
response elements alone partially reduces HO-1 induction,
but mutations in all three seguences entirely eliminate
promoter aclivity in xesponse to the triterpenoids. Treatment
with CDDO-Im also elevales protein levels of Nrf2, a
transcription factor previously shown to bind ARE sequences,
and increnses expression of a number of antioxidant and
detoxification genes regnlated by Nrf2. The tritecpeanids alse
reduce the lormation of reactive oxygen species in cells
challenged with fert-butyl hydroperoxide, but. this cytopro-
tective activity is absent in Nrf2 deficient cells. These stndies
are the first to investigate the induction of the HQ-1 and
Nrf2/ARE pathways by CDDO and CDDO-Tm, and our results

suggest that further in vivo studies arc needed to explore the

chemopreventive and chemotherapeutic potential of the
triterpenoids. {Cancer Res 2005; 65(11): 4789-98)

Introduction

Triterpenvids are nafural products that resemble steroids in
their biogenesis by cyclization of squalene and their pleiotropic
actions. Triterpenoids such us oleanolic acid and ursclic acid have
been used for medicinal purposes in mamy Asian countries and
have weak antitumorigenic snd anti-inflammatory properties (1-4).
To imprave the potency of these compounds, we have synthesized
and tested over 270 derivatives of oleanolic acid and wsolic acid for
potential use as chemopreventive and chemotherapeutic agents
{5-8). Two of the most potent syathetic friterpenoids, 2-cyano-3,12-

Note: Preliminary results from this investigotion were preseated at the 95th Annual
Meeting of the American Association for Cancer Research in Orlando, FL, 2004.
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dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oic acid (CDDO) and its derivative }-
[2-cyane-3-12-dioxooleana-1.9(11)-dien-28-oyl}imidazole (CNDO-
fmy), inhibit cell proliferation and induce apoplosis in leukemia,
myeloma, and carcinoma cell lines (9-12). Moreover, CDDO and
CDDO-Em block the production of nitric oxide (N0} and suppress
de nova synthesis of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and
inducible cyclooxygenase 2 (COX-2) in mouse macrophages treated
with [FN-y (5, 79, 13). These synthetic triterpenoids also induce
differentiation of human leukemia cells and 3T3-L1 fibrohlasts and
suppress tumor growth in wivo in Bi6 melanoma and L1210
leukemia mouse models (13, 14).

Despite the potent activities of CDDO and CCDO-Im, the
molecular mechanisms that mediate these biological effects are
not known. However, microarray analysis of breast cancer cells
treated with synthetic triterpenocids revealed a dramatic up-
regulation of heme oxygenase-1 (HO-1) mRNA (15). Heme oxy-
genuse is the rate-limiting enzyme in the catabolism of heme,
producing biliverdin, iron. and carbon monoxide. Three heme
oxygenase isoforms huve been described (16-18) HO-2 and HO-3
[the latter recently described as a psevdogene {19) are constitutively
expressed}). HO-1 is induced by a variety of stimuli, including growth
factors, cytokines, NO. and oxidants such as heme, hydrogen
peraxdde, oxidized lipids, and heavy metals {20). HO-1 and its
breakdown products possess potent anti-inflammatory and cylo-
protective praperties {reviewed in refs. 21-23).

The diversity of siimuli that induce HO-1 suggests that the
molecular mechanisms that regulate HO- are complex. Several
studies have described the regulatory sites and transcription
factors required for activation of the movse HO-]1 promuoler (24-26)
and have begun to explore the human HO-1 promoter (27-30),
but there arc significant differences between the bwo species
(reviewed in rel. 31). In the mouse, phytochernicals such as
curcumin (32) and camoso! (26) indnce HO-1 by regulating the
expression and Jocation of the Nrf2 transcription factor, but the
rale of Nrf2 in the activation of human HO-1 is still in question.
Nri2 noonally is sequestered in the cytoplasm by its inhibitor
Keapl, Once activated, Nrf2 translocates to the nucleus and
dimerizes with enather member of the Cap'n'Collar/basic leucine
zipper family of transcription factors (33, 34). Nrf2 then activales
transcription by binding to @ stress response element {StRE)
found in the promoters of a number of antioxidative and anti-
inflamamatory genes, including HO-1 (35). StREs we regulatory
DNA sequences also referred Lo as antioxidant response elements
{ARE) or Maf recognition elements (MARE). Because of the
structural and functional similarity among StRE, ARE, and MARE
sequences (reviewed in ref. 36), these terms are ofen osed
interchangeably but hereafter will be referred lo as AREs.
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Activation of the Nr2/ARE pathway can suppress oxidative stress
and inflammation and thus has important tmplications for
carcinogenesis (37, 38). . )

In this study, we established that the synthetic triterpenoids
CODD and CDDO-Im dramatically increase HO-1 expression
in vitro and in vivo and explored the molecular mechanisms that

mediate this induction. When mutations were simultaneously -

introduced into the cyclic AMP response element (CRE), ARE, and
E Box regnlstory sequences in the human. HO-1 promoter,
activation of HO-1 by the tiiterpenoids was completely blocked.
The triterpenolds also increased expression of a mumber of genes
regulated by the Nrf2 transcription factor, and Nri2 is required for
the triterpenoids te reduce axidative stress. The potent induction
of HO-1 end the NrfZ/ARE cytoprotective pathways by low
nanomolar concentrations of CDDQ and CODO-Im suggests that
these triterpenoids could be used therepeutically for cancer
prevention. .

Materials and Methods .

Rasgents. Detafls of the eynthesis of CDDO and CDDO-Im have been
publisted (5 7, 8). Triterpenoids were dissclved in DMSO, and controls
containing equal concsritrations of DMSO (<D1%) wers tociuded in ol
expertments. Sources of athar resgents were as foflows: zing protoperphyrin
IX fram Frontier Sclentific (Logan, UT}); SB203580, H89, and G56976 from
Cathinchem (San Disgo, CA) HiDCFDA from Molscular Probes (Bugens,
OR);mbhitpolydonﬁmMelegainstHD-lmdeﬂﬁvaanu&u
Bintechnology (Sante Cruz, CA% AKT, phospho-AKT, CRE binding protein
{CREB), and phospho-CREB pulyclonal antibodies frum Cell Signaling
Technology (Bavery MA). LY294002 and all other chemicals were obtained
from Sigma Chemical Co. {St. Louis, MO} .

Cell culture. U937 and THP-1 buman leukentia cells [American Type
Cufture Collection (ATCC), Manassss, VA] ware maintained in RPMI
comhﬂngsﬁfemlbovlmmum(lmsxhnhtﬂwﬂo-linﬂnedou
mﬁemwﬂsmwndmm‘a?m+l%hw
gerum, CV-1 cells {ATCC), moukey kidney cells zofinely msed in
transfoction experiments, were meintained in MEM + 0% ¥BS. Ne2™/~
- and Nrf2*'* motse embryo fibroblasts {ref. 39; kindly provided by Jeff Cham,
vmwdwm.m)mmnmmmwrmmmmd
with 109% PFBS, nonessentisl wmino acids, and 2-mercaptoethancl, HE-2

cella (ATCC), an immpttalized human proximal tubule epithellal cell Bne

from normal adnult kiiney, ware grown in collagen-coated tissue culture

mmnmm&mmeﬁmmwmswm .

recombinent epidermal growth factor and 40 pg/ml bovice pituitary
extroct, Al Hissus calture mediz, sers, apd supplements were from
Iovitrogen (Casdsbad, CA)

Narthern blot analysis. Tots! HNA was isolated from cells with
Trizol (Invitrogen) and prepared for blotting es previomily described
(40). Probes for human HO-1 or growth hormone (bGH; ref 28) were
rediclabeled with [-PPldCTP using random primers. Membranes were
sipped and reprobed with a ¢DNA probe far giycersidehydeS-
phosphate dehydrogenass. -

Hems axygenase caxyme assay. U937 cells were treated with CDDO-Im
fur 12 hours, and ths of bilirubin was nsed to assess hemeo
axygenass sctivity es previcusly described (41, 42). Hems oxygenase activity
was expressed as pmol of bilirubin per mg protein per hour.

Indnction of Besne oxygensss-t I3 vivo, Male CD1 mics were gavaged
with 2 pmol: CDDO-m {three 7uce per group) dizsched in DMSO or
with vehicle slone (two mice por group). After 6 hours, wvarlous organs
were removed and homogenived in lysis buffer [50 mmol/L Txis {pH 8),
100 romol/L NaCl, 05% NP40, 1 mmol/L phesyimethylsolfony! flusride,
10 pmal/L keupeptin, and 5 ug/mL eprotinin] Lysates (100 jig per organ,
gxcept 20 g for spleen) were analyred by Westen blotting (40). A
mpseuntaﬂwm:ph&omeado@nhabownbrbc&trwedmd
control animals. :

Adegoviral expression of dominant-negative AKT. The recombinant
adenovirdl copstruct encoding HA-tegged dominant-negative AKT (43)
mpmmwxemahw%(nomummmmwofmm
Bogton, MA) MCF10 cells (Fred Mifler, Batbara Ann Karmanos Cancer
Institute, Detroit, MI) were infected with edencviral supernstant (1:10 to
1:50 difations) tn DMEM/F13 + 5% horse sexrum for 2 days. Daring the last
6 howrs of infertlon, cells were treated with 160 amol/L CODO-Im, and

‘HO-1 and AKT levels were analyzed by Western blotting

Plasmids and site-directed wutsgenesis. The following tumen HO-1
reporter plasmids have besn described —1L6 kb (pROGL3/115; ref 27),
enhancer (pHOGL3/45/+125), -9 kb (pHOGL3/8.1), —45 kb (pHOGL3/
45), und —40 kb (pHOGLS/40; ref 28). The Nri2 antisease (pEF/mzf2-AS)
piamid(“)magi&ﬁmxohsulmxmohﬂakplmﬂnnanf
Technology, Yokohama, Japan). The dominent-negative expredsion vectars
for CREB (A-CREB; rel. 45) and USF {A-USE; ref 46) were generously
provided by Charles Vinson (Nationsl Cancer Institute, Bethesda, MD).
For &l ether HO-1 promater constructs, the pROGH/AS or the pHOGL3/45
pleamtd wes used as the parental clope, snd mutations or deletions wers
ruade uslag the QuikChangs XL site-directed mutagenesia kit (Stzatagens,
La Jolla, CA) with ths following oligomcleotides: (a) pHOGH/AREI forward
F-OCTTGGGAATGCTGAGTCETGATTICCTCATCCCCTCG-Y end reverse
§-CGAGGGGATGAGGAAATCACGACTCAGCATTICCCAAGGC-3: (b)

CATTCCCAAGGC-S: (c) pHOGH/ARES forward S5-GCCTTGGGAAT-
GCTGAGTCGOGATTTCCTTATCCCCTORTG

GAGGEGATAAGGAAATCGCGACTCAGCATTCOCAAGGC-Z; (d) pHOGH/
ARE4 forward §-GTGCAGCTGCATTTCTGCTGTGTCATGTTIGGG-Y and
raverse 5'-CCCMACA’IOACACAGCAGAMTGCAGCTGCAC-% (e)
pHOGH/ARES and pHOGL3/4S/ARES M forwerd §-GCTAGATTTTGCT-
GAGTTACCAGTGCCTCCTCAGC-Y and reverse 5-GCTGAGGAGG-

 CACTGGTAACTCAGCAAAATCTAGC-3; and (f) pHOGL3/4.5/ACEB

forward s’-cramgcmcmmmcrmmsssecc-a’ and se-
varse §-CCOCCCTCCCAAACAGCAGAAATGCAGCTGCACY. For the dou-
bb-gndtri;dmhn:eonstmch.urhrmﬂxﬁmw&madeaeqmﬂaﬂy.
mmdmmmlmwmmmwmﬁ
by soquemcing,

Transfoction assays. Kar experiments with the various HO-1 promotez
tncifersse constructs, CV-1 cells in 24-well plates wers transiently transfectad
with PuGene 6 (Roche Applled Science, Indienapolia, IN), equimolar
concenkrations of Inciferase reporter plasmids, and the CMX-B-gal
wnmmemw(wmmmmm
to equalize the total amount of plasmid per well In separate experiments,
increasing concentrations of the Nrf2 antiense expreszion construrt were
cotransfected with pHOGLS/116 end CMX-p-gel, end pHOGL3/45 wes
cotransfected with Incremsing coarentretions of DN-CREB or DN-USF
mmmmm&wmmmmm
cells were ted with triterpenoids for an additional 18 to 24 hours. Cells
wemlysedmlmmemlysiabuﬁerCPmmegp.Mmﬁmn.wnand

Inciferase activity was measured and normalized to p-galactosidese (B-gal) -

cells were tansiently transfected with LipafectAMINE (nvitrogen) and
equimolar concentrations of AREI-5 pHOGH reporter plasmids using a
betch transfection protosal (28, 47). Cells were eflowed to recover for 4 to
6 hours after tranafection and split into two 10-cm plates. The next day,
calls were treated with DMSO or 10 mmol/L. CDDO-Im snd analyzed by
Northem blottiog .

Mlcroarray analyats, THP-) human leukemia cells were treated with
vehicle alone (ocontrol), with 300 nmoi/L CODO, or with 100 nmol/L CDDO-
I for 4 end 13 howrs, Total ANA was iclated using the RNeasy Mind Kit
{Qisgen, Valencls, CA). and ¢cDNA wus synthesized with the Superscript
Choloe 3it (Invitrogen). Bictin-labelsd cRANA was cynthesiced by tr viro

tramscription, The cDNA was then fregnanted and hybridized to @ bumen’

HG-133A chip (Afiymotrix, Senta Clars, CA) that contalos —22,000 genes
and expressed sequence tags, The chips were washed, stained and scanned
using an Affymetrix scanner. Scanned output files aalyzed with the
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Affymetrix Gene Chip Operating Saftware (ver 1.1.1.052 GCOS). Signal values
were determined by e one-step Tukey's biweight algorithm and normelized
to a mean vale of 500, To determine sigoificant changes between treatment
and control groups, ratios were calexfated by GCOS, and genes with o signal
level of at least 200 and that were 2-fold higher than the contxol (P < 0.003}
were sclacted.

Detection of reactive oxegen species. Cells were treated with CDDO-

Results

CDDO and CDDO-imidazolide induce heme oxyg: 1
expression and aclivity in vitro and in vivo. Preliminary
microarray anulysis revealed that HO-1 mRNA was significantly
up-regulated in cells treated with the synthetic triterpenoids
CDDO and CDDO-Im (15). In US37 human leukemia cells treated

Im for 18 to 24 hours and incubated with 10 jumal/L non(iuorescent
: indicator HaDCFDA for 30 minutes. Cells wete challenged with 250 pmol/L
. tert-butyl hydroperoxide (tBITP) for 15 minutes, and mecan fuorescence
' intensity of 10,000 cells was analyzed by flow cytometry using a 480-nm
excitation wavelongth and a 525-nm emission wavelength. All reactive
oxygen - species (ROS) experiments were repeated at least thrice, and
represcntative experiments are shown.

with 100 nmot/l. CDDO-Im, HO-1 mBNA increased in a time-
dependent manner (Fig. 14), as determined by Northern blotting
The HO-1 message was evident after 1 hour of incubation with
CDDO-Im, with maximal induction occurring at 4 hours. By
& hours, HO-1 Jevels had noticeahly declined, and after 24 hours,
mRNA levels had decreased to basal levels. Similarly. 30 lo

A CO00-m 100 nM D 50
h
£
£ 4004
HO-1 ]
g
2a
Z g 2001
GAPDH ZE
. 8= 2]
. [
' 8 cooo _m €oDo _tm b
3 E
) o oql 300 1: 100 o 30 300 1.9::.1093‘ nM £ w0
0..& E————E- i

ZnPPIX

m [ofa]s]s] im

e
+ Cycloheximid

Spleen

+ CDDO-Im
HO-1

a-Tubulin

Figure 1. CDDO and CODO-Im induce HO-1 expression and ectivity in witro and in vivo, A, US37 colls wara treated with 100 nmotl. CDDO-Im for O to 24 hours, and
total RNA was isclated and analyzed by Northem blotting. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphite dehydrogenase. B, cells were incubated with CDDO ar CDDO-im (i)
for 3 to 24 hows. Cell lysates were separated by SOS-PAGE, bransferred ta a mambrane, and probed with antbadies against HO-1 and p-actin. C, Actinomycin o}
{5 ng/mb) or cycioheximide (10 ng/mL} was added to 1837 celis far 1 hour and cells were treated with CODO oz CRDO-Im for an edditional § hours. HO-1 tevels

i were determined by Westemn blot analysis. D, U337 celis wera incubated with 0 to 100 nmaolL CODO-Im for 12 hours, and biiubin production was measyred to

: datermine HO-1 enzyme activity. The same proteins were also examined by Westem biot. ZnPPIX, zinc protoparphyrin IX. €, CD1 mice were gavaged with 2 pmot
CODO-im. Aftor 6 hours, vasious organs were harvested and HO-1 induction was analyzed by Westem blotting. Equal protein conceolralions wese observed in

thve heart samples when reprobed with 2 f-tubufin antibody.

i
i
i
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300 nmol/l. CDDO and 10 to 100 nmol/L CDDO-Im induced HO-1
protein in a time- and dose-dependent. manner (Fig 1B). By
24 hours, HO-1 protein levels had declined, and HQ-1 protein was

undetectable 48 bours after treatment {data not shown). CDDO-

Im was a significantly more potent inducer of FIO-1 than CDDO,
(Fig. 1B, lanc 3 versus 5§ or lane 8 versus 10). ChDO-In ulso
markedly elevated HO-1 protein in T-47D and MCF1Q breast
epithelial cells, THF-1 lenkemia cells, and A519 Jung carcinoma
cells (data not shown).

To explore whether the induction of HO-1 by the triterpengids
requires de nowr transcription, we pretreated U937 cells with the
transcriptional inhibitor Actinomycin D and then exposed the
cells to varying concentrations of CDDO or CODO-fm for 6 hours.
Under these conditions no induction of HO-1 protein was observed
(Fig. 1C, top), suggesting that de rovo transeription is required for
HO-1 induction. Similarly, the requirement for de novo protein
synthesis was confirmed by the ability of cycloheximide to block
RO-1 protein induction (Fig. 1C, bottom),

The HO-! protein induced by the biterpenoids was enzymatically
aciive. Bilirubin, a breakdown product of heme catabolism,
increased 7- to 12-foid in U937 cells treated for 12 howrs with 30
to 100 nmol/L CDDO-Im (Fig, LD, fop). This induced enzyme activity
was blocked by the competitive HO-1 inhibitor zinc protoporphyrin
X {1 umol/L). The same samples used in the enzyme assay were also
analyzed by Western hloL Although the enzyme activity induced by
CDDO-Im correlated with induction of HQO-1 protein, the zimc
protoporphyrin IX inhibitor increased HO-1 protein levels both
individually and in combination with CDDO-Im (Fig. 1D, botiom).

CDDO-Ym also induced HO-1 in vive. As shown in Fig. 1E, HO-1
protein levels increased in the stomach, small intestine colon, tver,
lung, Kidney, and-heart of CD-1 mice gavaged with 2 pmol CDDO-
Im: highest induction of HO-1 was observed in the storach, fiver,
and small intestine. No endogenous HO-1 expression was detected
in any of these tissues. Although HO-1is constitutively expressed in

“the spleen of mice, even in this organ, HO-1 levels were further
increased in vesponse to CDDO-Im. Originally, organs from three
mice per group were analyzed, and the upper HO-1 band was
dominant (data not shown). However, when the same samnples were

. used for a final representative blot, additional Jower bands were

observed in the small intestine, kidney, and spleen.

Kinase inhibitars block heme oxygenase-1 indaction in U937
cells treated with CDDO-imidazolide. The signaling pathways
that regulate BO-1 induction vary depending on the stimulus To
identify potential pathways activated by the triterpenoids, U937
cells were exposed to varioys kinase inhibitors and subsequently
to CDDO-Im. Although the PKA inhibitor H89 (10 ymol/L) and
the p38 inhibitor 58203580 (16 pmol/L) enly slightly reduced
the induction of HO-1 by CDDO-Im, both the phosphatidylinositol
Zkinase (PI3K) inhibitor 1¥294002 (15 umol/L) and (06976
(05 pmol/L), an inhibiter of the classic Ca’*-dependent PKC
isoforims, markedly blocked the expression of HQ-1 protein (Fig 2).
We next tested the effects of CDDO-Im on AKT, a known
downstream farget of PI3K. As shown in Fig. 28, phospho-AKT
was significantly but transiently increased in U937 cells treated

with CDDO-Im for 1 hour. The importance of the PI3K pathway in

HO-1 induction in response to CDDO-Im was further verified by
the use of a dominant-negative AKT (AAA) adenoviral construct.
For this experiment, we nsed MCF10 breast epitlrelial cells because

of the low transduction efficiency of U937 cells, Infection with

dominant-negative AKT blocked induction of HO-1 in response to
CDDO-lm treatment by ~70% to 80% (Fig. 2C).

S$8203580 :
160 nMin

A LY294002
D 10 100 18 e 0 19

Go66976 H83
6 10 10D g 10 b6 0 10

B CODOm 100 nM
5 1 2 h

P-AKT
AKT
c -
100 - 0 100 nMim
HO-
DN-AKT

Figure 2. inhibition of the PI3K and PKC signaling pathways blocks induction of
HO-1. A, US37 celis were incubated with various prolein kinase inhibitors for

1 hiour and treated with 0 of 100 nmollL CDDO-m for 8 hauts. Total proteins
were analyzed by Westem biotting for HO-1 and g-actin. B, CDDO-Im increases
phosphorylation of AKT. U837 cells wate incubated with 100 amolL COOO-Im
for 0 1o 2 hours, and Westem blots wers probed for phospho-AKT fallowed by
tolat AKT. C, a dominant-negative (DN AKT construct partially blocks induction
of HO-1. MCF10 cells wero infocted with 8 DN-AKT adenoviral construct for

2 days. During the last 6 houts of infoction, 0 or 100 amoll. CODO-m was
added to the infected cclls and ta uninfected controls. Cell lysates were analyzed
by Western bintting for HO-1 and DN-AKT, : )

Region between —4.0 and —4.5 kb of the human heme
oxygenase-1 promotes is required for the inductien of hemc
oxygenase-1 by the triterpenoids. The data from the kinase
inhibitor experiments (Fig 2) suggested that several different

signaling pathways control the nduction of HO-1 in our system;

thus, we next sought to identify the specific regulatory elements
that mediate the induction of HO-1 in response to the triterpenaids.
A series of human HO-1 prometer-reporier coustructs, described
by Hill-Kaptarezak ot al (27, 28), were transiently transfected into
CV-1 celis, Luciferase activity for the full-length HO-1 promoter
(~116kh) and an internal enhancer were 3- to 5-fold higher in cells
treated with 10 and 100 rmol/L CDDO-Im than in cells treated with
vehicle alone (Fig. 34). The -9.1 and —4.5 kb HO-1 promoter
conslructs also were activated by CDDO-Im. However, transfection
of a —4.0 kb HO-1 promoter construct was minimally responsive to
100 nmal/L CODO-Im. A similar pattern of promoter activation was
observed in cells treated with 30 and 300 nmol/1. CDDO (dat not
shown). These data suggest that a region between —4.0 and —~4.5 kb
of the human H-1 promoter contains the regulatory element(s)

responsible for riespenoid-mediated induction of HO-1.
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Figure 3. Activation of the twman HO-1 pramoter by CDDO-Im requires functional CRE, ARE, and E Box sites. A, CV-1 cefls were ransiently transfected with equimolar
concentrations of various human HO-1 promotar ceporter plasmids and 40 ng pCMX-p-gal tor a total of 390 ng plasmid per woll, Twenty-four hours fater, cells were
wegted with contro! media or sedia containing 10 to 100 nmelL CDOO-im. After an addiional 24 hours, cells wera lysed and luchi clivity was a( lized to 3-ga!
activity for each wall. Columns, means from four replicale wells; bars, SD. B, known reguiatory regions in the proximal HO-1 promoter include two ARES and a8 CRE. Six
protected guanine residues also have been identified {ARE1-6). and their focations are indicated. G, HK-2 oells were transfected with pHOGH/4.5 or with piasmids
containing point mutations (G to A) within the AREs. Cefls were eated with 0 to 10 nmotl. GDDO-Im, and total ANA was extracted ang hybridized with TEpgabeled growth
homone {GH). HO-1 and glycaraldehyde-3-phosphate dehydragenase {GAPDH) probes. D, lucif reporter ¢« cts with @ doletion of the CRE sito (ACRE) or a
paint mutation within the ARES sequence (ARES M) were transtected into CV-1 cells. £, GV-1 calls were cotransiocted with pHOGLY/4.5 (40 ng per well), increasing
concenirations of a2 DN-USF expression vector (40-80 ng pes well), and pUMX-g-gal (40 ng per well) and treated and harvasted as descrived above. F, point mutations in
the E box and proximal ARES and geletion of the CRE site were introduced into the pHOGLI/4.Sreporter plasmid. G, CV-1 colls were transfected with reporter consinucts
{200 ng per well) containing mutations in the E box and ARE § (E Box M3 + ARES M) and with Ihe additionat GRE deletion (ARES M + ACRE + € Box M3).

Cydlic AMP response element and antioxidant respoose Xbal restriction enzyme sites (31), contains two putative AREs and
element 5 contribote to activation of the homan heme a putative binding site for the CREB, as illustrated in Fig. 3B. Using

oxygenase-1 promoter by CDDO-imidazolide. The promater dimethylsulfate in vivo footprinting, six protected guanine

region required for HO-! induclion, which is flanked by £stl and  tesidues were identified within the —4.0 to —45 kb region of the
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Figure 4. CODO-im activales the CRE and increases phospharyiation of CREB. A, CV-1 colls were cotransfected with oHOGL/A.5 (40 ng per well), incroasing
concentrations of a DN-CHER expression vetior (40-120 ng per wall), and pCMX-5-gal (40 ng per well). Cells were treated and harvested as described in Fig. 3A.

8, 1837 celis were incubated with 100 amoVL. CDNO-Im for G to 8 hours. Cell ly

were by Westem blotfing, using a phospho-CREB antindy (P-CREB)

and slipped and reprobed with a CREB antibody. The potyclonal phospho-CREB antibody alsa binds to phospho-ATF-1.

human HO-1 promoter in human renal proximal tubular celis’
Thesc footprints are called ARB1-6, and their relative locations in
the hwnan HO-1 promoter are shown in Fig. 3B. AREI-3 e
Jocated within 8 bp of each other, ARE4 resides within a previousty
reported CRE site (30), and ARES and ARE6 arc located
immediately downsiream of the proximal AR sequence. Reporter
constructs containing peint mutations wiilun these AREs were
generated, in which the protected G residue was changed to an A.
1n HE-2 cells transiently transfocted with the mutated 4.5-kb HO-1
promoter constructs (pHOGH/4.5). the point mutation in ARES
markedly reduced expression of the hGH transcript in the cells
freated with CDDO-bn (Fig. 3C). No sigoificant changes were
detected in the expression of hGH mRNA with the mutations in. the
other AREs (Fig. 3C) including ARES (data not shown).

To confirm the findings observed in HK-2 cells, site-directed
mutagenesis in the —4.5 kb RO-1 promoter-reporter construct was
used to delete the CRE or to introduce 4 point mutation (G to A} in
the ARES sequence. When transiently transfected into CV-1 cells,
the single nucleotide mutation in the ARES site (ARES M) reduced
luciferase activity by 44% in cells treated with CDDO-Im (Fig. 3D).
Although a point mutation within the CRE (ARE4) did not alter
induction of the hGH reporter plasmid shown in Fig. 30, defetion
of the entire CRE site {ACRE) reduced reporter activity by 60%
Interestingly: the double mutation construct, including the ARES
point mutation and the CRE deletion, decreased [HO-1 promoter
activity by 85% but did not completely abolish reporter activity
(Fig. 3D).

Inaclivation of the cyclic AMP response element, antioxi-
dant vesponse element 5, and E box sequences totally
abolishes induction of the heme axygenase-1 promster by
CDDO-imidazolide. Most of the induction of the HO-1 promoter
by the imiterpenoids was eliminated with the —4.0-kb reporter
constract (Fig 34) or with mutations in the CRE and ARES sites
{Fig. 3D). However, treatment with CDDO-Im induced a small but
reproducible increase in luciferase activity with these constructs,
which suggested the presence of an additional regulatory site

* Hock and Agarwal, in preparation.

within the HO-1 promoter. Becently, Hock et al. reportad. that
upstream stimudatory factors (USF), members of the basic helix-
loop-helix family of transcription factors, hind to an E Box in the
proximal human HO-1 promoter and regulate HO-1 induction
(47). When a DN-USF construct was transfected into CV-1 cells
treated with CDDO-Im, activation of the —4.5-kb HO-1 promoter-
Juciferase coostruct was reduced by 44% Lo 65% (Fig. 3£). The
importance of the E box site was further verified by 2 paint
mutation (G to A) at ~44 bp from the transcriptional start site
of HO-1 (Fig. 3F). Luciferase activity declined by 86% in CV-1
cells transfected with a reporter plasmid containing a double
mutation in the E boz (E box M3} and the ARES site (ARES M)
of the HO-1 promoter (Fig. 3G). results similar to those with the
double mutation. of the CRE and ARES sites (Fig. 30) To
examine if the E Box was responsible for mediating the induction
of the HO-1 promoter observed in the constructs containing the
ARE5 and CRE point mutations, cells were transfected with a
reporter construct conmtaining a triple mutation {CRE site
deletion, ARES M, and E box M3 mutation). Luciferase activily
decreased by 98%, demonstrating that full induction of the
human HO-T promoter by CDDO-Im requires functional CRE,
ARES, and E Box sites (Fig. 3G).

CDDO-immidazolide increases phosphorylation of eyclic AMP
response element binding protein. Although maximumn induc-
tion of the HO-1 promoter by the triterpenoids requires three
unique sites, deletion of the entire CRE site or the point mutation
in the ARES reduced reporter activity by 44% and 60%, respectively
(Fig. 3D} thus, additional experiments focused on these sites.
Cotyunsfestion of a DN-CREB construct with the —4.5-kb HO-1

promoter consir st decreased Juciferase activity by 47% in CV-U

calls lreuu_zd : CDDO-Im (Fig. 44). Moreover, 100 nmol/L
CDDO-Iw increxs:d the phosphorylation of CREB after 1 to 2 hours

of treatment in U937 ceBls (Fig. 4B). At 4 hours after treatment,

CREB phosphorylation hed declined and by 8 hours, the levels of
phosphorylated CREB were the same as the untreated celis. The
polyclonal antibody used in these experiments also recognizes the
CRER fumily member activating transcription factor-1 (ATF- 1), and
CDDO-Im increased ATF-1 phospharylation in a time-dependent
manner.
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Figure 5. HO-1 induction is reduced in Nrf2 knotkout celts and CDDO-Im increases Nri2 protein levels. A, Nit2** or Nri2~"~ (ibroblasts woere incubated with 0 to
1,000 nmoYil. CODO-m tor 6 hours. Cell lysates were analyzed for HO-1 by Westem biotiing. 8, CV-1"oelis were conansfostod with 50 ng of the tuti-length HO-1
promotes Sonstruct (FHOGLY 1.6} and increasing concentrations of an Nri2 anfisense (AS) axpression vettor (50-250 ng per wetl). Twanty-four hours later, cells were
treated with control media or media containing 100 nmotl. CODO-im and analyzad tor wcifernse activity. G, U937 cells wero teated with 100 nmatt. CODO-Im for
0 10 8 hours, and Nef2 protein leveis were determined by Westem biot analysis. D, U937 cclis were incubaled with Kinase inhbitors for 45 minutes and treated with
010 100 nmell. CODO-Im for an additionat 90 minutes. Total proteins wete analyzed by Westem blotting tor Nrf2, phospho-CRER, and g-actin.

Role of Nrf2 in the induction of heme oxygenase-1 by the High concentrations of CDDO-Im (300 and 1.000 nmol/L) caused
triterpencids. Previous studies with the mouse HO-1 promoter - partial induction of HO-1 in N2 knockout (Nr2™") mouse
have shown that the Nrf2 transcription factor binds to an ARE and embryonic fibrublasts, but this was markedy lower than the
activates transcription of HO-1 in response to various stimuli (31).  induction of HO-1 by 100 to 300 nmol/L CDDO-Im in the wild-type

Accession no. Gene Fold inctease
cnno CDDO-Im
ah 12h ah 12h
82244 Herne oxygenase (decycling) 1 ' 1920 17.15 9051 143
; AADB3483 : Ferritin, heavy polypeptide 1 264 6.06 264 696
J03934 NAD(P)H dehydrogenase, quinone ! 200 4.59 187 4.59
. 133546 8 ‘glutamylcysteine synt) regulatory 263 400 240 429
BCO03567 epoxide hydrofase 1, microsomal (xenobiotic} 141 264 1R7 4.00
Jo2888 NAD{PIH dehydrogenase, quinone 2 115 141 1.52 .00
DB868? thigredaxin veductase 1 246 348 230 348
AF061016 UDPglucese dehydrogenase - L2 1.62 141 230
NM_000637 ghatathione reductase . L41 230 152 214
113278 crystallin, zeta (quinone reductose) 1.00 115 132 2.14
MR0656 g glutamylcysteine synthetase. catalyti 132 132 152 200
BCO1S523 ghauathione S-transferase 44 t.15 123 1.62 200
NOTE: See Malerials and Methods for experimentat details. A complete description of the microarray results will be dascribed elscwhere.
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(N2} cells (Fig 34) Furthermore, activation of the HO-I
promoter was reduced by 49% in CV-1 cells cotrunsfecied with
fncreasing concentrations of an Nrf2 antisense construct and the
full-length human HO-1 promoter (Fig. 58), whereas an Nrf2 sense
construct did not reduce HO-1 luciferase activity (data not shown).
In U937 cells treated with 160 nmol/L CODO-Im, total Nef2 protein
Jevels were elevated within 30 minutes and remained elevated for
8 hows (Fig. 5C). Notably, the same protein kinase inhibitors
(LY294002, G66976, HE9, and SB203580) that pastially blocked the

induction of HO-1 (Fig. 2) also significantly reduced the increased

Nrf2 levels observed when U937 cells were treated with CDDO-fm
{Fig. 5D} These kinase inhibitors also significantly inhibited CREB
and ATE-I phosphorylation induced by CDDO-Im, although the
PI3K inhibitor LY294002 alone increased CREB and ATF-1
phosphorylation.

Although the contribution of Nrf2 to the activation of the
human HO-1 gene requires further study, microarray studies show
that the. triterpencids significantly increase expression of a
number of other genes regulated by the Nrf2/ARE pathway
(Table 1). In owr studics, THP-1 human leukemia cells were
treated with 300 nmol/L CDDO, 100 nmol/L CDDO-Im, or vehicle
alone for 4 and 12 hours, and total RNA from these ceils was
hybridized to Affymetrix HG-U133A chips. The expression of a
number of genes that mediate antioxidative and cytoprotective
activities including HO-1, ferritin, thioredexin reductase, and
glutathione reductase (GSR) was significantly increased by both
triterpenoids in a time-dependent manner (Table 1). Notably, HO-
1 mRNA levels increased 19 fold above centrol levels i cells
treated with CDDO and 90-fold in cells treated with CDDO-Im for
4 hours, which cotrelates with the dramatic increases in HO-1
mANA and protein-levels shown in Fig. 1. Detoxification geoes
such as NAD{P)H quinone oxidoreductase (NQO!) and the two.
subunits of gntamylcysieine synthetase were highly induced by
the triterpenoids. Al of the genes listed in Table 1 have been
shown to be regulated hy the Nrf2/ARE pathway (48~50).
Moreover, 2 number of the cytoprotective genes activated by
Nrf2 also are regdated by the PISK pathway. In IMR-32 hwnen
neuroblastoma cells treated with tert-hutylhydroquinone, the PI3K
inhibitor LY294002 blocked the induction of NQOI, HO-1, GSR,
and glutathione transfernse mRNA {51).

CDDO-imidazolide attenuates oxidative stress through the
Nrf2 pathway. A number of the cytoprotective genes regulated
by Nrf2, including HO-1. have antioxidative activities (38, 48). To
study the cffects of CODO-Tm un oxidative stress, U937 cells
were incubated with varying concentrations of CDDO-Im far 18
hours. Cells wera then loaded with 2.7-dichlorofluorescin
diacetate (HoDCEDA) for 30 minutes and finally challenged
" with tRHP for 15 minutes. The H,DCFDA probe passively
diffuses into cells, where it is deacetylated and oxidized to the
fluorescent compound 2',7-dichlorofluorescein (52), which can
be analyzed by flow cytometry. As shown in Fig. 64, CDDO-Im
reduced the oxidation of HyDCFDA induced by tBHP in a dose-
dependent manner, with a maximum inhibition of 53% with 100
nmol/l. CODO-Im. Increases in the concentration of CODO-Im
ahove 100 nmol/L did not provide additional protection against
oxidative stress and indeed, as shown in Fig. 68, at concen-
trations between 300 and 500 nmol/L, CDDO-Im markedly
increased the formation of ROS. Notably, no reduction in ROS
was observed when cells were treated with 10 to 100 mumol/L
CDDO-Im for <6 hours before the addition of the (RHP (data
not shown) However, incubation of U937 cells with 10 to

100 nmol/L CDDO-Im for times ranging from 12 to 48 hours
reduced the oxidation of H;OCFDA by ~50% (data not shown).
When U937 cells were incubated with CDDO-Im and the HO-1
enzyme inhibitor zinc protopurphyrin IX (Fig. 10), ROS levels
did not change (Fig 6C), suggesting that induction of HO-1
alone does not protect against oxidative stress. indeed, the
reduction in ROS formation following treatment with low
concentrations of CODO-Im requires the Nrf2 pathway, because
no alterations in ROS levels were observed in Nrf2 lmockont
cells trented with CDDO-Im (Fig. 6D). In conirast. treztinent
with CDDO-Im (0.1-100 nmol/L) reduced the formation of ROS
in the Nrf2 wild-type cells by 62%. Taken together, these
experiments suggest that the antioxidative activity of CDDO-Im
requires activation of the NA2/ARE system and net just the
induction of HO-1.
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Figure 6 tLow concentrations of CDDO-im reducs the formation of ROS but
nigh concentrations enhance ROS formation, The reduction in oxidative siress .
by CDDO-Im requires Nif2. U937 cells {A~C) o1 Nri2 wild-typo and knockoul cefls
(D) were treated with CDDO-Im for 18 hows. H,DCFDA was added for

30 minules, and the ceila were chalienged with 250 pumol/l BHP for 15 miinules
@ induce ROS. Mean fluorescence intensity of 10,000 celis was detected by llow
cytometey for each bar in afl four figures. €, US37 cells woro preincubated with
zinc protoporphyrin IX {ZnPPX) for 15 minutes before CDDO-in was added.
Representative experiment from three independent experiments (A, 8, and D).
Calumns, means trom three teplicate wefls; dars, SD (C).
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Discusslon

We have previously shown that the synthetic triterpesioids
CDDO and CDDO-Im gignificantly inhihit the growth of cancer
cells and black the expression of proi molecules such
as iNOS and COX-2 (7-9). The results of the present study show
that nanomolar cancentrations of CDDO and CDDO-Im are potent
inducers of HO-! and the Nrf2/ARE system. Thus, synthetic
triterpencids should be added to the prowing number of
compounds that induce these cytoprotective molecnles;
other potentially promising chemopreventive agents on this list
inciude sulforaphane (53), curcumin (32 54), avicins (55), camnosol
(26), resveratrol (56), retinoic acid (57), and aspirin (58). In contrast
to these other inducers which are only active st micromolar
concentrations, 10 mmol/L CDDO-Im or 30 amol/L CDDO
activetes HO-1 in vitro and a 2 pmol dose of CDDO-Im indnces
HO-1 & vivo, Regardless of the stimulus, the induction of HO-1 is
usaslly considered a beneficial and adaptive response that offers
protection egainst oxidative damage and inflammation (22). '

Although the metabolic products of the HO-1 reaction are
cytoprotective at low levels, excessive HO-1 activity is cytotaxic

_becanse of the scenmmlation of reactive iron (59). We have shown

here that theé effects of CODO-Im on oxidative stress are dose
dependent; concentrations of CDDO-Im between 0.1 end 100
nmol/L reduced ROS levels (Fig. 64) whereas higher concen-
trations (300-400 nmol/L) increased ROS (Fig 68). Notably high
conoentrations of CDDO-Im (2 pumol/l}) induce apoptosts by
increaging ROS levels and disnupting the redox status in cells (60)-
In our experiments, the antioxidative activity of CDDO-Im required

" activation of the Nrf2/ARE system, not just HO-1 induction, &s no

inhibition in the farmation of ROS was observed in Nrf2-deficlent
cells and the HO-1 inhibitor zine protopirphyrin IX did not alfer
ROS levels. Although HO-I induction might also. affect cell
proliferation (59), no differences in growth inhibition ware
obsarved in the Nrf2 wild-type or knockont fibroblasts treated
with CDDO or CODO-Im,’ suggesting that the potent growth
inhibitary properties of these triterpanoids are not mediated by

the Nrf2/ARE pathwamy. Instead, CDDO inhibits profiferation of
breast cancer cells by regulating expresslon of cyclin D1, p2), and
Bcl2 (16). FPuture experiments will examine the molecular
- mechaniems for the disparate, dose-dependent effects of the
triterpennids on the generation of ROS and the role of HO-1 and
the Nr2/ARE pathway in spoptosis. :
Because of the pathogenetic importance of axidative stress and
inflammation in carcinogenesis and other disease processes, the
induction of the HO-1 and Nrf2/ARFE. pathways is being explored as
8 potemtial therepeutic strategy (21-23, 37, 38, 48). Our present
results indicate that CDDO and CDDO-Im are potent inducers of
these cytoprotective molecules, with clinical implications for
prevention of diseases as divers¢ as ‘cancer, disbetes, asthma,

acute renal failure, atheresdlarosis, and Alzheimer’s {21). fn a recent .

stndy, we have shown that the anti-inflammatary and antioxidative
actions, not only of CDDO but also of an entire set of synthetic
triterpenoids, are closely correlated and that the Nrf2/ARE system
geams to provide & common mechanism for these activities of the
triterpennids (61). Beyond these cytoprotective actions, which are
associated with relatively low doses of the triterpenoids, there are
known prospoptotic activities of these agents, which seem to
require higher concemtrations of triterpencide that enhance
formation of ROS (60, 62). Thus, an immediate problem is to
anderstand this hifonctionality of the triterpenoids and to define
the specific mechanisms that cantrel either their antioxidative or
pro-oxidative functions, to aflow aptimal application for either
prevention or treatment of disease. :
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* The NF-E2 pdS-related factor 2 (NRF2) and the aryl hydrocarbon receptor (AHR) are transcription factors

controlling pathways modulating xenobiotic metabolism.

AHR has recently been shown to affect Nif2 expres-

sion. Conversely, this study demonstrates that NRF2 regulates expression of Akr and subsequently modulates

several downstream events of the AHR signaling cascade,

metabolism genes Cyplal and Cyplbl and (ii) inhibition of adipogenesis in

including (i) transcriptional control of the xenobiotic
mouse embryonic fibroblasts

(MEFs). Constitutive expression of AHR was affected by Nrf2 genotype. Moreover, a pharmacological activator
of NRF2 signaling, CDDO-IM {l-[2-cyano-3,12-dioxooleana-l,9(ll)-dien-28—oyl]imidazole}, induced Ahr,
Cyplal, and CypIbl transcription in Nrf2*'* MEFs but not in Nrf2~'~ MEFs. Reporter analysis and chromatin
immunoprecipitation assay revealed that NRF2 directly binds to one antioxidant response element (ARE)"
found in the —230-bp region of the promoter of Ahr. Since AHR negatively controls adipocyte differentiation,

‘we postulated that NRF2 would inhibit adipogenesis through the interaction with the AHR pathway. Nrj
MEFs showed markedly accelerated adipogenesis upon stimulation,

higher NRF2 signaling)
of Ahr and dominant-positive Nrf2 in Nef2™'~

—f—

while Keapl™'~ MEFs (which exhibit

differentiated slowly compared to their congenic wild-type MEFs. Ectopic expression
MEFs also substantially delayed differentiation. Thus, NRF2

directly modulates AHR signaling, highlighting bidirectional interactions of these pathways.

NREF2 is a cap’n’collar (CNC) basic leucine zipper (bZIP)
transcription factor and an important regulator of the tran-
scription of cytoprotective enzymes and antioxidant genes,
such as glutathione S-transferases (GSTs) and NAD(P)H
(quinone acceptor) oxidoreductase 1 (NQO1), through
binding to antioxidant response elements {AREs) found in
their promoters (20, 28). The NRF2.pathway can be mod-
ulated in a dynamic way by multiple pharmacological agents
{NRF2 activators, including 1-[2-cyano-3,12-dioxooleana-
1,9(11)-dien-28-oyl}imidazole (CDDO-Im)} through inter-
actions with KEAP1, a cytoplasmic binding partner of NRF2
(12, 50, 51). Studies using Nrf2 and Keap1 knockout mice
have provided key insights into the importance of this path-
way in protecting cells from exposure to environmental tox-
ins, inflammatory stresses, neurodegeneration, and carcino-
genesis (18). Although more resistant to toxins (32), Keap!
null mice, which have higher constitutive levels of NRF2,
showed hyperkeratosis, which implies that the pathway may
also be involved in keratinocyte differentiation (46).

Information generated from analyses of genetic networks
and large-scale two-hybrid screens has indicated that to under-
stand the complexity of a phenotype or disease, one needs to

* Corresponding author. Mailing address: Department of Environ-
mental Health Sciences, Bloomberg School of Public Health, Room
E7541, The Johps Hopkins University, Baltimore, MD 21205. Phone:
(410) 955-4712. Fax: (410) 955-0116. E-mail: tkensler@jhsph.edu.

+ Supplemental material for this article may be found at http://mcb
.asm.org/.
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investigate the interplay of signals and transcription factors
that leads to the expression of downstream genes (3, 24). Al-
though much is known about the role of the NRF2 pathway
itself, little is known about its interaction with other signaling
pathways. Recent evidence suggests that cross talk may exist
between aryl hydrocarbon receptor (AHR) and NRF2 path-
ways. AHR is a ligand-activated transcription factor that be-
longs to the basic helix-loop-helix’PER-aryl hydrocarbon re-
ceptor nuclear translocator (ARNT)-SIM family. When
activated by a ligand, AHR translocates to the nucleus and
dimerizes with ARNT, another basic helix-loop-helix protein.

AHR ‘is activated when bound with ligand, usually a planar -

polyaromatic chemical. Activated AHR then binds to xenobi-
otic response elements (XREs) in the promoters of various
cytochrome P450s (CYPs) (1, 15), resulting in increased ex-
pression of these enzymes. Because several AHR ligands are
suspected carcinogens, such as 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) and benzo{a]pyrene, the majority of studies on
AHR have focused on its role in mediating the toxicity of these
chemicals. However, studies utilizing Ahr knockout mice and
cell lines revealed that AHR signaling may be involved also in
physiological processes, such as growth and differentiation, ina
manner that is independent of exogenous ligand (2, 34). More-
over, it has been reported that the AHR pathway is involved in
maintaining a balance between promoting and preventing ox-
idative stress as well as in preventing toxic redox cycles of
catechol estrogens (21, 29). AHR also regulates gene expres-
sion involved in cytoskeletal organization, bioenergetics, and
cell proliferation (9). Several studies suggest that one of the
physiological roles of the AHR is the negative regulation of
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adipocyte differentiation. Shimba et al. (41) have demon-
strated that TCDD treatment suppresses the conversion of
3T3-L1 cells into adipocytes. Using MEF cell lines derived
from Ahr knockout mice, Alexander et al. (2) reported that the
AHR is a constitutive inhibitor of triglyceride synthesis and an
early regulator of adipocyte differentiation. In addition, one of
the phenotypes of Ahr null mice is transient fatty liver (39),
implying an in vivo regulatory role of AHR in the adipogenic

_ process.

Studies on cross talk hetween AHR and NRF2 have focused

on their roles in controliing expression of xenobiotic-metabo- -

lizing enzymes. For example, it has been reported that the
inducible expression of NQO1 by TCDD depends on both
AHR and NRE2 (25}. btiao et al. (27) demonstrated that Nif2
gene transcription is dizectly modulated by AHR activation.
The present study demonstrates that signaling in the opposite
direction also occurs, namely, that transcription of the Ahr
gene is directly affected by NRF2. Our data clearly demon-
stiate that expression of Akr, Cyplal, and Cyplbl is partially
dependent on NRF2, implying that NRF2 modulates both
transcription of Akr and its downstream targets. In addition,
our results indicate that the NRF2 pathway inhibits adipogen-
esis via activation of the AHR signaling cascade. Thus, the
NRF?2 pathway has a broader reach than heretofore described,
i.., indirect regulation of the expression of CYPs, inhibition of
adipogenesis, and possibly other AHR-dependent processes.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. Immortalized mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were estab-
lished from the embryos of C57BL/6S Nrf2 ™/~ or Nrf2*!* litermates. Primary
MEFs were established from the embsyos of Keapl ~/~ or Keapl™'* littermates.
The cells were cultured in Iscove’s minimal essential medium (Invitrogen) con-
1aining 10% fetal bovine serum (lnvitrogen) and incubated at 37°C in a humid-
ified atmosphere of 5% CO,.

Plasmids. The mouse Ahr gene regulatory region was isolated from CS7BL/6J
mouse liver genomic DNA by PCR. The region was directly cloned between
Kpnt and Ncol sites in pGL3-Basic (Promega) and confirmed by sequencing
analysis. In this construct, ATG of AHR was fused to that of luciferase. Serial
pr deletion fragn were prepared by the S1 exonuclease I11 nucie-

ase reaction method followed by Ncol digestion. Then, the fragments were -
tigated to the site between Kpnl and Ncof sites of pGL3 basic. The mutant i

ARE repotter was produced by ligating oligonucleotide containing the mu-
tated ARE (GGTACCCACTACGTCCTCCGTCCAACCGTGCTGCGAAG
AGGGTGGGGCC) 10 the site between Kpnl and Apal of p-967 construct.
All constructs were confirmed by sequencing. Because pRLTK {Promega)
bears an ARE in the thymidine kinase (TK) promoter region, this ARE was
deleted in order to use this vector for normalizing transfection efficiency. This
improved normalizing vector, pRLTK-AARE, was constructed by deleting
the Smal and Pvull fragment from pRLTK. Constructs used in Lransfection
experiments were purified with QIAGEN pl id kits. For establis} of
stable transfectants, cDNAs for murine 4hr and Nrf2ANeh2 were inserted
into pTracer-EF/Bsd (Invitrogen). Ahr cDNA was isolated from pSportAHR
{ATCC 63125). Nrf2ANeh2 c¢DNA (17) was isolated from pcDNA3-
Nrf2ANeh2 (generously provided by Ken ltoh, Hirosaki University).
Transient transfection and t of lucifernse activity. Cxt.-
transfected at 60 to 70% confluence with GeneJuice transfection re;
vagen). Briefly, cells were seeded in 24-well plates at a density of oyt
cellsiwell. Cells were grown overnight; the transfection complex containiczy 145
pg of plasmid DNA, 0.05 pg of the pRLTK-AARE plasmid, and transfection
reagent was added to euch well, and cells were incubated for 15 h. Cells were
then incubated for another 24 h with or without drug treatment. Renilla and
firefly luciferase activities in cell lysates were meashred with the Dual Luciferase
assay kit (Promega) with a luminometer (Tumer Designs). For forced expression
studies, pcDNA3-Nrf2ANeh2 was cotransfected with promoter plasmids.
tsulation and purification of total RNA and RT-PCR. Cells were seeded at
6{1% confluence the day before treatment with vebicle or CDDO-Im. Total RNA
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was purified using the Versagene RNA purification system (Gentra Systems).
Genes were analyzed by SYBR green real-time quantitative reverse transcrip-
tion-PCR (RT-PCR). cDNA was synthesized using the iScript system (Bio-Rad).
Real-time PCR was performed on a Bio-Rad My-1Q real-time PCR instrument
using Applied Biosystems SYBR green PCR master mix in 20-u1 reaction mix-
1ure volumes. The PCR efficiency was determined from a standard curve and
used in the Pfafl method for calculation of relative quantification (33). Tata-
binding protein (7bp) was used as a normalizing control. Primers are shown in
Table S! m the supplemental material.

Chr precipitation (ChIP) assay. Formaldehyde cross-linking
and chromatin fragmentation were carried out as described previously (22).
Diluted chromatin solution was incubated with an anti-NRF2 antibody or non-
specific immunoglobulin G (Santa Cruz Biotechnology) for 18 h at 4°C with
‘rotation. After the DNA was washed and eluted, precipitated DNA was resus-
pended with 60l of water, and 2 ul of DNA was used for PCR amplification
with the following primers for Ahr ARE, 5-TTTTGAGGCTGGAAAACAGG
TACT-3' and 5'-ACGTGATGACGCAGGACGTA-3. The primer sequences
for promoters of B-aczin and Gstal ARE have been described previously (22).

Design and transfection of Ahr-targeted specific sIRNA. Small interfering
RNA (siRNA) duplexes were prepared by Ambion. Targeted coding regions of
the Ahr oligonucleotide sequences were as follows: iAhr (5'-AAGACTGGAG
AAAGTGGCATG-3') (13) and iAhr2 (5'-AACGAGGAGTTCTTCAGAACT-
3') (predesigned by Ambion). A National Center for Biotechnology Information
standard nucleotide-nucleotide BLAST program was used to verify that this
sequence did not match that of any other mouse gene. Quantitative RT-PCR
results confirmed that transfection with iAhr reduced mRNA levels of Ahr more
efficiently than transfection with 1Ahr2 did; therefore, iAhr was used for subse-
quent experiments. The negative-contiol SIRNA (AM4611) used in this study
was a nonsilencing siRNA designed by Ambion. MEFs were seeded in a six-well
plate and transfected in the p of 30 aM of either siRNA or negative-
control RNA in a final volume of | ml OPTI-MEM (Invitragen) with Lipo-
fectamine 2000 (Invitrogen). After 24 h, cells were replenished with fresh culture
medium containing 10% fetal bovine serum (FBS). Celis were incubated for an
additional 40 h, and extracted RNA and proteins were analyzed by RT-PCR and
immunoblotting.

Protein isolation and i bl
(10 mM, pH 7.5), 1% NP-40, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl
sulfate, 150 mM sodium chloride, and 1 mM EDTA for 30 min at 4°C. The
samples were centrifuged at 10,000 X g for 10 min to peliet debris. Cell lysates
were loaded and run on a 8% sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel before
being transferred electrophoretically onto a polyvinylidene difluoride membrane.
The membrane was blocked with 5% fat-free milk solution and then sequentially
incubated with primary antibody and enzyme-conjugated secondary antibody.
The results were documented on X-ray film by using an ECL detection kit
(Amersham Biosciences). Immunoblot analysis confirmed the expression of
AHR and NRF2ANeh? in the stable'clones (data not shown) using anti-AHR
antibody (Biomof) and anti-NRF2 antibody (gencrously provided by Ken Ioh,
Hirosaki University). Polyclonal anti-8-actin antibody and anu-larnm B antibody
were obtained from Santa Cruz Biotechnology.

{nduction of differentiation. A protocol for adipocyte differentiation of MEFs
was used as described previously (2). Briefly, MEFs were plated at 2 100%
confluence in a 12-well plate 24 to 48 h before stimutation of differentiation. For
the first 3 days, cells were maintained in Dulbecco modified Eagle medium
(DMEM) supplemented with 10% FBS, 10 pg/ml insulin (Sigma), 5 pM dexa-
methasone (Sigma), 0.2 mM isobutylmethylxanthine (Sigma), and § uM rosigli-
tazone {Cayman Chemical) for the first 3 days. Subsequently, cells were main-

tained in DMEM supplemented with 10% FBS, 10 pg/mi insulin, and 1 pM .
rosiglitazone. Ol Red O staining was done per the manufacturer’s instructions

(Chemicon).

RESULTS
AHR expression and signaling are regulated by NRF2 in

murine embryonic fibroblasts. Microarray analyses of MEFs

derived from Nrf2*/* and Nrf2~/~ mice have beén conducted
to compare the influence of the transcription factor genotype
on global gene expression patterns (data not shown). These
studies suggested that NRF2 may affect expression levels of
Ahr and some of its downstrcam target gencs. To follow up on
this observation, a more direct analysis'was undertaken in the

MEFs were lysed in the Tris-HCI buffer
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FIG. 1. Differential expression analysis of Ahr and downstream genes in Nif2*/* and Nif2~/~ MEFs. (A) Transcript levels were measured
following treatment with vehicle (black bars) and 25 nM CDDO-Im (gray bars) for 24 h. Ratios to Nrf2*/* vehicle-treated controls on day 0 (Ratio
to WT day 0) are shown on the y axes. Values are means plus standard errors (SEs) (error bars) (n = 4). Values that are significantly different
(P < 0.05) from that of the respective vehicle (*) or that of the wild-type vehicle (WT) (A) are indicated. (B) Transcript levels were measured
following treatment with vehicle (black bar) and 2 pM 3-MC (hatched bar) for 24 h. Ratios to the respective vehicle-treated control (Induction
Ratio) are shown. Values are means plus SEs (error bars) (n = 3). Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the respective
vehicle (*) are indicated. (C) MEF cells were transfected with 30 nM siRNA (iAhr) or control RNA. Cells were treated with 25 nM CDDO-Im
for 24 h or vehicle. Ratios to the respective vehicle-treated control (Induction Ratio) are shown. Values are means plus SEs (error bars) (n = 4).
Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the respective vehicle (*) are indicated. (D) Protein levels of AHR were detected
by immunoblotting. (Top blots) AHR protein levels in Nif2*/* and Nrf2~/~ MEFs. (Bottom blots) AHR protein levels in control and iAhr-treated

Nif2** MEFs.

present study. Both mRNA and protein levels of AHR were
higher in Nrf2*'* MEFs than in Nrif2~/~ MEFs (Fig. 1A and
D). Quantitative RT-PCR indicated that constitutive expres-
sion of AHR target gene Cyplal, but not Cyplbl, was signif-
icantly lower in Nrf2~/~ MEFs (Fig. 1A). The mRNA levels of
Ahr were elevated 2.1-fold by CDDO-Im, a potent activator of
NRF2 signaling, in Nif2*/* MEFs but not in Nrf2~/~ MEFs.
The mRNA levels of Amt, which encodes a heterodimeric
binding partner of AHR, were not affected by Nrf2 genotype or
CDDO-Im (data not shown). CDDO-Im induced transcription
of AHR target genes Cyplal and Cyplbl in Nrf2*/* MEFs but
not in Nrf2~/~ MEFs, implying that the NRF2 pathway influ-
ences the transcriptional function of AHR. Gstal, a well-char-
acterized NRF2-regulated gene, was induced over 75-fold in
Nif2*/* MEFs but not at all in Nrif2~/~ MEFs.

Cells were treated with siRNA for Ahr (iAhr) to determine
whether CDDO-Im induces Cyplal transcription through the
AHR pathway. Treatment with iAhr resulted in a 70 to 80%
knockdown of AHR protein (Fig. 1D). After transfection with
iAhr, induction of Cyplal transcripts by CDDO-Im was only
25% of that observed in AHR-intact control cells (Fig. 1C). To
test whether there is any off-target effect, mRNA levels of
B-actin and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(Hprt) were measured using quantitative RT-PCR. Transfec-
tion of iAhr had no effect on these genes (data not shown),
confirming the specificity of the siRNA construct.

The fact that mRNA levels of Ahr are lower in Nrf27/~
MEFs than in Nrf2*'* MEFs suggests that the response to
AHR ligands may be impaired in Nrf2~/~ MEFs. To determine
whether the AHR-XRE pathway is intact in Nrf2~/~ MEFs,
3-methylcholanthrene (3-MC), a prototypical ligand that di-

2517697A | >

rectly binds to AHR, was used. In Nif2*/* MEFs, the mRNA
levels of Cyplal were increased by 200-fold by 2 pM 3-MC
(Fig. 1B). In Nrif2~/~ MEFs, the drug treatment resulted in
13-fold induction of Cyplal, suggesting that enhancement of
AHR signaling by AHR agonists is suppressed in Nif2™/~
MEFs. .

Transcription of the Ahr gene is regulated by an ARE le-
cated in its proximal promoter. To analyze the regulation of
Ahr by NRF2, the promoter region (—967 bp upstream of the
transcription start site) was isolated from mouse liver genomic
DNA by PCR amplification and ligated into the luciferase
reporter pGL3 basic vector. Three potential AREs were iden-
tified by consensus sequence: one upstream of the transcrip-
tion start site (—230 bp) and two downstream (185 bp and 396
bp) of the putative poly(A) addition signal (Fig. 2A).

The reporter construct with the promoter of the Ahr gene

(p-967) showed higher basal luciferase activity (data not _

shown) and inducible luciferase activity than the construct with
both promoter and downstream enhancer sequences (p-967/

. 560) (Fig. 2B). These data suggest that the two AREs in the

downstream region are not involved in NRF2-AHR cross reg-
ulation. To determine the location of the cis element(s) in-
volved in this cross regulation, two truncated promoter con-
structs were made (p-242 and p-193). Wild-type MEFs were
transfected with these constructs, and luciferase activities from
transfected cells following CDDO-Im treatment or forced ex-
pression of Nrf2ANeh2 were measured. Neh? is the negative
regulatory domain of NRF2 that is involved with the interac-
tion with KEAP1 (17, 19). The plasmid Nrf2ANeh?2 expresses a
dominant-positive form of NRF2 protein that is more resistant
to proteosomal degradation than the wild-type protein is. The
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FIG. 2. Analysis of murine Ahr promoter. (A) Murine Ahr promoter constructs are shown. Three AREs in an inverted direction were identified,
one upstream of the transcription start site (labeled “+1”) and two downstream of the putative poly(A) addition signal (labeled “A”) of the Ahr

gene. Arrows indicate the orientations of these putative AREs. Boxes marked with roman numerals indicate exons of the murine Ahr promoter.

© LUC, luciferase. (B) Luciferase activities derived from full-length, truncated, or mutated promoters following treatment with 25 nM CDDO-Im
are shown. Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the respective vehicle-treated controls {*) are indicated. Values are means
plus standard errors (SEs) (error bars) (n = 4). (C) Response of wild-type and mutated Ahr promoter to ectopic expression of Nrf2ANeh2 (white
bar) and mock plasmid (black bar). Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the mock plasmid-transfected control (*) are
indicated. Values are means plus SEs (error bars) (n = 3). (D) Binding of NRF2 to Ahr promoter in intact cells. Water (no DNA), inputs,
chromatin immunoprecipitants with xmmunoglobulm G (IgG), and anti-NRF2 antibody (aml-NRFZ) were used for PCR amplification of each
promoter. (Top.gel) ARE-containing promoter regions from the 4#r promoter were detected in NRF2 immunoprecipitants obtained from Nif2*+/*+

BNSDOCGID: <XP.

‘MEFs (+/+) but not from Nif2~/~ MEFs ( —l—) (Bottom gel) Enhanced binding of NRF2 to.the A/r promoter following CDDO-1m (T) treatment
+

compared to that in vehicle (V)-treated Nrf2*'* MEFs.

full-length promoter (p-967) was activated by CDDO-Im treat-
ment (2.0-fold), as well as by forced expression of Nrf2ANeh2
(1.5-fold). This magnitude of response is consistent with the
2.1-fold increase in Ahr transcripts seen following treatment of
wild-type - MEFs with CDDO-Im (Fig. 1A). Responses to
CDDO-Im were higher (2.6-fold) in proximal promoter con-
structs (p-242) than in the full-length promoter (Fig. 2B).
These results suggest that a promoter containing 242 bp up-
stream of the transcription start site contains cis elements that
can be activated by the NRF2-ARE. Further, when the up-
stream region containing the consensus ARE was deleted from
the full-length promoter, the resulting construct (p-193) was
not activated by CDDO-Im treatment (Fig. 2B). These results

suggest that the ~230 ARE may be necessary for the activation .

of the Ahr promoter by NRF2-ARE signaling. To confirm the
results from promoter runcation, the —230 ARE was muyat«.d
in the p-967 and p-242 constructs (p-967mt and p-242mt :F-g.
2A]). This mutation in the ARE largely abolished promoics
activation upon either CDDO-Im treatment (Fig. 2B; or
Nrf2ANeh2 cotransfection in Nif2/* MEFs (Fig. 2C). These
results indicate that the ARE is required for the activation of
the promoter by NRF2. ChIP assays were performed to con-
firm that NRF2 binds to the Ahr promoter in intact cells. The
promoter region containing an ARE at —230 bp was detected
by PCR amplification with NRF2-immunoprecipitated chro-

2517697A__i_>

matin from Nif2*/* MEFs (Fig. 2D, top gel). As positive and
negative controls, the ARE of the Gstal promoter (10) was
detected in NRF2-immunoprecipitated samples, whereas the
B-actin promoter was not amplified. Levels of binding of NRF2
to the Ahr promoter were higher in CDDO-Im-treated cells
than in vehicle-treated cells (Fig. 2D, bottom gel). A similar
pattern of binding was observed with the Gstal ARE. The
Gstal ARE and Ahr promoters were not amplified from
Nrf2~'~ MEFs. Collectively, these data suggest that NRF2
regulates transcription of Ahr through direct binding to the
ARE in the Ahr promoter in both uninduced and induced
states.

Adipocyte differentiation was acceleraled in Nrf2™/~ MEFs.
As described above in the introduction, AHR inhibits conver-

" sion of JT3-L1 preadipocytes and MEFs to mature lipid-con-

Qur findings show that immortalized
lower levels of AHR protein and mRNA,
F2 may influence adipogenesis via activa-
of AHR sigiialing. Therefore, the rate of adipogenesis of
Nrj?" ~ MEFs was compared to that of Nif2*/* MEFs.
According to Alexander et al. (2), basal differentiation me-
dium (containing insuiin, dexamethasone, and isobutylmethyl-
xanthine) used for preadipocyte differentiation was not suffi-
cient to induce differentiation in immortalized MEF cell lines.
Therefore, peroxisome proliferator-activated receptor gamma
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FIG. 3. Effects of Nif2 and Keap! genotypes on adipogenesis of MEFs. Cells were incubated with DMEM containing adipogenic reagents
described in Materials and Methods. Representative photographs of the cells stained with Oil Red O are shown (400-fold magnified). (A) Nif2+/*
and Nrf2~'~ MEFs 3 days and 5 days after stimulation of differentiation. (B) Effects of CDDO-Im (25 nM) on differentiation of Npf2*/* and
Nif2~/~ MEFs 5 days after stimulation of differentiation. (C) Keapl™*'* and Keapi/ ™~ MEFs 5 days after stimulation of differentiation.

(PPARY) agonist rosiglitazone was added to the basal me-
dium. Neither Nif2*/* MEFs nor Nrf2~/~ MEFs differentiate
spontancously to adipocytes (data not shown). However, lipid
droplets were clearly detectable in immortalized Nrf2™/~
MEFs 3 days after stimulation, whereas droplets were not
visible until 5 days poststimulation in Nrf2*/* MEFs (Fig. 3A).
CDDO-Im treatment substantially inhibited adipogenesis only
in Nrf2*/* MEFs (Fig. 3B), further implying a negative role of
NRF2 in adipogenesis. )

Adipocyte differentiation is a process marked by a set of
gene expression changes. CCAAT/enhancer-binding protein
alpha (CEBPa) and PPARYy are transcription factors that reg-
ulate adipocyte-specific genes, such as fatty acid-binding pro-
teins (FABPs) (14, 37, 47). Transcript levels of CEBPa and
PPARy are increased during differentiation, leading to up-
regulation of their downstream genes. Therefore, expression
levels of CEBPa, PPARY, and FABP4 serve as markers of
adipocyte differentiation. Transcript levels of Cebpa, Fabp4,
and Ppary2 were induced by stimulation with differentiation
medium in both Nrf2*/* and Nrf2™/~ MEFs (Fig. 4). Basal
transcript levels of Cebpo and Fabp4 were higher in Nrf2™/~
MEFs than in Nrf2*'* MEFs (3.3-fold and 2.4-fold, respec-
tively), and these higher levels were sustained throughout the
differentiation process. No differences in the mRNA levels of
Ppar+2 between the two genotypes were detected. An increase
in CEBPB, which regulates transcription of PPARy and
CEBPa.by binding to the CEBP response elements present in
the promoter regions, is considered an early marker of adipo-
genesis (36). The basal transcript levels of this gene were lower
in Nrf2~/~ MEFs than in Nrf2*/* MEFs at day 0 and day 1, but
not at later time points. Our data suggest that during differ-
entiation, Nrf2~/~ MEFs accumulate larger amounts of the
terminal effectors, such as CEBPa and FABP4, that play im-
portant roles in both differentiation and lipid accumulation
14). : i

To determine whether the transcript levels and the actions
(i.e., transactivation of downstream genes) of NRF2 and AHR
are consistent with the adipogenesis pattern observed in Fig. 3,
the mRNA levels of Ahr, Nrf2 and downstream genes were
monitored throughout the differentiation process (Fig. 4). The-
mRNA levels of Nrf2 were not affected by differentiation (data
not shown), but the mRNA levels of Gstal, a marker of the

action of NRF2, were lower in Nrf2*'* MEFs throughout -

differentiation, indicating that the transcriptional action of

__2517697A__i_>

NRF2 is diminished during differentiation. Shimba et al. (40)
reported that AHR was undetectable following adipogenesis in
preadipocytes, aind Alexander et al. (2) have shown that AHR
was downregulated following adipogenésis in MEFs. Our data
also confirmed that Ahr mRNA levels decrease during differ-
entiation. A ChIP assay confirmed that NRF2 binding to the
ARE at the —230 bp of Ahr promoter was suppressed 24 h
after stimulation of differentiation (see Fig. S1 in the.supple-
mental material). The basal levels of Afir were lower in Nif2 ™/~

Ratlo to Nri2++ day 0
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FIG. 4. Time-dependent changes of transcript levels throughout
adipogenesis in Nrf2*/* MEFs (black bars) and Nif2~/~ MEFs (gray
bars). Ratios to Nif2*/* MEFs on day 0 (Ratio to Nrf2*/* day 0) are
shown on the y axes. Time (in bours [h] and days [d}) is shown on the
x axes, Values are means plus standard errors (error bars) (n = 3).
Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the

. respective Nif2*/* MEFs (+) are indicated.

6002 ‘& YIEW U AQ BI0"LUSE'GOW WO} PAPEOUMOQ

(67



~ Vou. 27, 2007

NRF2 REGULATES AHR SIGNALING AND ADIPOGENESIS

7193

BNSDOCID: <XP

Cyp1lat .
A Ar . yp - (.5sta1 B Keap1**+ Keap1+
o158 It T e
g 12 29 AHR
110 10 . 15
§ : 10 NRF2
8% 4 05 .
g 2 Lamin B ¥
00 o 0.0 ;
0d  sd od  sd
Cebpa . Fabp4
.2 200 - »
Em 150 e
i 8 100 D 10
g z - 8
g s z
x 2’ R 6
o
i |
g ? ! 2
o - .2 0 2 °
0d 54 0d  5d 0a 0d - 5d

FIG. 5. Effects of Keapl genotype on transcript and protein levels in MEFs. (A) Transcript ievels of Ahr and downstream genes and markers
at day 0 and day 5 after stimulation of adipogenesis in Keapl*/* MEFs (black bars) and Keap! '~ MEFs (gray bars). Ratios to KeapI*'* MEFs
on day 0 (Ratio 1o KeapI*/* day 0) are shown-on the y axes. Time after stimulation of adipogenesis (in days [d]) is shown on the x axes. Values
are means plus standard errors (error bars) (n = 3). Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the respective Keapl *'* MEFs
(#) are indicated. (B) Protein levels of AHR and NRF2.were detected by immunoblotting.

METFs than in Nrf2*/* MEFs not only before stimulation (day
-0) but also throughout the différentiation process. Cyplal and
Cyplbl mRNA levels were used as markers of AHR function.
In N
the treatment, whereas in Nif2~/~ MEFs, the levels started
decreasing from day 1. Cyplal levels were markedly induced in
Nif2*'* MEFs at early time points but were relatively stable in
Nrf2~/~ MEFs. In summary, AHR expression and its down-
stream actions were decreased following adipogenesis and
lower in Nrf2~/~ MEFs than in Nrf2*/* MEFs. These data
support our hypothesis that NRF2 acts as a negative regulator
of adipogenesis through the regulation of Ahr transcription
and signaling. |
Adipocyte differentiation was delayed in Keap! '~ MEFs,
To determine whether enhanced accumulation of NRF2 influ-
. ences the rate of adipocyte differentiation, primary MEFs were

established from a Keapl-disrupted mouse and a congenic-

wild-type mouse (Keap! ~/~ MEFs and Keap!*'* MEFs, re-
spectively). After 5 days of adipocyte differentiation, lipid
droplets were detectable both in primary Keap?*/* MEFs and
Keapl™'~ MEFs (Fig. 3C). However, the number of differen-
tiated cells and size of the lipid droplets were substantially
larger in Keapl** MEFs than in Keapl™'~ MEFs. These
results suggest that the enhanced NRF2 accumulation in
Keapl™'~ MEFs inhibits adipogenesis (after spontarieous
immortalization, MEFs became smaller compared to pri-
mary cells; therefore, cells in Fig. 3C look bigger than cells
in Fig. 3A). :

. The transcript levels of differentiation markers, Ahr and its
downstream genes were detected at day 0 and day S after
stimulation of -adipogenesis in these cells (Fig. 5A). The
mRNA levels of Cebpa, Fabp4, and Ppary2 were induced by
stimulation with differentiation medium. The basal transcript
levels of Cebpa and Fabp4 were not affected by genotype at day

2517687A . 1 >

*/+ MEFs, Cyplbl mRNA levels were not affected by >

0 but were higher in Keapl*’* MEFs at day 5. The mRNA

" levels of Ppary2 were higher in KeapI '~ MEFs at day 0 but

lower at day 5 compared to Keapl™* MEFs. The mRNA
levels of Cebpf were lower in Keapl™* MEFs than in
Keapi™'~ MEFs, both at day 0 and day 5. These results suggest
that increased NRF2 accumulation affects steps between in-
ductions of CebpP and Cebpa. These data are consistent with
the pattern observed in Fig. 4. However, unlike the situation in
immortalized Nif2*/* and Nrf2~/~ MEFs, Ppary2 may also
play a role in primary MEFs. :

Both transcript and protein levels of Ahr were increased by
disruption of Keap! at day 0 (Fig. S5A and B), and transcript
levels of Ahr were 3.1-fold higher in Keapl ™/~ MEFs than in
KeapI™'* MEFs at day 5, suggesting that NRF2 regulates Ahr
expression both before and during differentiation. The mRNA
levels of Cyplal and Cyplbl were not affected by adipogenesis
but were higher in Keap! */* MEFs at day 0 and day 5. These
data suggest that NRF2 may affect not only Ahr transcription
but also its function. Gistal mRNA levels were decreased in
Keapl™'~
in KeapI*'* MEFs. Overall, an inverse association between
NRF2 accumulation and adipogenesis was observed, further
confirming the inhibitory role of NRF2 in this process.

Stable expressien of Ahr and Nrf2ANeh2 rescued Nrf2~/~
MEFs from adipocyte differentiation. Tc determine whether
ectopic expression of Akr and Nrf2 can “resczic” Nif2~/~ MEFs
from differentiaticn, Nrf2~/~ MEFs were transfected with

. mock vector or with plasmids expressing mouse Ahr and

Nrf2ANeh2, and stable cell lines were established from these

cells. At poststimulation day 3, mock transfectants showed .

accelerated lipid accumulation and morphological changes

. compared to cells expressing Ahr and Nrf2ANeh2 (Fig. 6A).

The mRNA levels of Fabp4 were substantially lower in Ahr-
and Nrf2ANeh2-expressing cells than in control cells at day 3

MEFs following adipogenesis but slightly increased -
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FIG. 6. Effects of ectopic expression of Ahr and Nrf2ANeh2 on adipogenesis of Nrif2~/~ MEFs. (A) Representative photographs of the cells
stained with Oil Red O and magnified 400-fold (3 days after stimulation of differentiation). (B) Transcript levels of Hprt, Ahr, and Fabp4 at day
0 and day 3. The values for mock-transfected cells (black bars) and cells expressing Ahr (gray bars) and Nif2ANeh2 (hatched bars) are shown.
Ratios to mock transfectants at day 0 (Ratio to Mock day 0) are shown on the y axes. Time (in days [d]) is shown on the x axes. Values are means
plus standard errors (error bars) (n = 3). Values that are significantly different (P < 0.05) from that of the respective mock transfectant (+) are

indicated.

(Fig. 6B). The.fact that mRNA levels of Hprt were not affected
by stable transfection and differentiation shows that stable
transfection does not influence nonspecific targets. mRNA lev-
els of Ahr were elevated in Ahr- and NrfANeh2-expressing cells
than in mock-transfected cells. However, the levels were sig-
nificantly decreased in differentiated cells, suggesting that
there are additional mechanisms that control A/r gene tran-
scription beside NRF2. The fact that the Nrf2ANeh2-express-
ing cells are more resistant to differentiation stimuli compared
to mock-transfected cells excludes the possibilities that
Nrf2~/~ MEFs have differences other than Nif2 genotype that
influence the phenotype. The finding that forced expression of
Ahr rescued Nrf2~/~ MEFs from adipogenesis provides direct
support for our hypothesis that NRF2 inhibits adipogenesis
through AHR signaling.

DISCUSSION

Studying interactive networks between signaling pathways is
indispensable for understanding the complexity of a pheno-
type. For example, several transcription factots have been im-
plicated in the inflammatory process associated with asthma,
including the glucocorticoid receptor, NF-«B, activator protein
1, nuclear factor of activated T-cells, cyclic AMP response
element-binding protein, CEBP, PPAR, and NRF2 (38). In-
formation on cross talk between signaling pathways may also
provide insight into understanding the previously unrealized
functions of a pathway and point to additional targets for
interactions (11).

Nrf2 gene transcription is directly modulated by AHR acti-
vation of XRE-like elements in the Nrf2 promoter (27). NRF2
is also known to autoregulate its own expression through an
ARE-like element in the proximal region of its promoter (22).

2517697A 1 >

However, this study is the first to show that NRF2 can affect
Ahr transcription and downstream AHR signaling (Fig. 7).
This bidirectional regulation of AHR and NRF2 pathways
provides clues on the roles of NRF2 in complex diseases and in
uncharacterized phenotypes.

The cross talk between NRF2 and AHR may help to explain
the chemopreventive action of NRF2 activators. While studies
on the AHR-CYP1AL1 pathway often focus on production of
toxic intermediates, the induction of both CYPIAIl and
CYPIBI] resulted in an enhanced clearance of the procarcino-
gen benzo{a]pyrene (7). As suggested by Kéhle and Bock (21),
tightened coupling between the NRF2 and AHR pathways may
result in attenuation of health risks caused by xenobiotics. The
mode of action of bifunctional inducers, agents that enhance
expression and activity of CYPs and cytoprotective enzymes
(26), can be explained partially by our findings that NRF2
upregulates not only the expression of cytoprotective enzymes

< NRF2 activators (CDDO-Im)
o)

Cytoglzsm
Nudkous.

Cyptal, Cypibi
Cytochroms P450s

Inhibition of
Adipoganesis

FIG. 7. Schematic representation of regufation of the AHR-XRE
pathway by NRF2. The figure illustrates that interaction of NRF2 with
ARE in the promoter of Afr induces transcription of Ahr and triggers
downstream events, the subsequent upregulation of cytochrome P450s
and inhibition of adipogenesis. SMAF, small MAF proteins.
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but also the expression of CYPs via AHR signaling. It is pos-
sible that drugs classified as bifunctional inducers increase
expression of CYPs through NRF2-AHR-XRE interactions
(Fig. 7).

Studies among various inbred strains of mice and F, hybrids
have shown that inducibility of AHR-regulated enzymes is a
function of the number of AHR molecules per cell (8). How-
ever, our studies do not indicate complete concordance be-
tween NRF2 levels, AHR levels, and AHR-regulated gene
expression. Clearly, transcriptional upregulation of Ahr is one
of the mechanisms by which NRF2 modulates AHR signaling.
However, the 41% reduction of A#ir transcript levels in Nrf2~/~
MEFs compared to N7f2*/* MEFs may not be substantial
enough to explain the complete abolishment of Cyplal and
Cyplb1 induction by CDDO-Im in Nif27/~ MEFs (Fig. 1A).
Moreover, the transcript levels of Ahr were 1.3-fold higher in
Keapl™'~ MEFs than in Keapl*'* MEFs, while Cyplal and

© Cyplbl mRNA levels were 7.9-fold and 2.0-fold higher in

Keapi~/~ MEFs, respectively (Fig. SA). Immunoblots compar-
ing Keapl~/~ and Nrf2~'~ MEFs to wild-type MEFs (Fig. 1D

-and 5B) imply that Keapl and Nirf2 genotypes may also affect

AHR expression in a posttranscriptional manner. Thus, it is
possible that a minimal change in the level of Ahr mRNA is
amplified during or after its translation.

Although the mRNA levels of Cyplal and Cyplbl were
analyzed as markers of transactivation by AHR and Gsial asa
marker of transactivation by NRF2, careful interpretation of
the data is required. Isobutylmethylxanthine, which induces
accumulation of cyclic AMP by inhibiting adenosine 3',5'-cy-
clic monophosphate phosphodiesterase, was included in the
differentiation medium. It is known that cyclic AMP activates
AHR and induces its nuclear translocation (31). Dexamatha-
sone, another component of the differentiation medium, po-
tentiates induction of CypJal transcription by TCDD (23). Our
data suggest that the differentiation medium induced transcrip-

" tion of Cyplal in Nrf2*'* MEFs (Fig. 4). These data confirm

that the activation of AHR-Cyplal signaling is dependent on
Nrf2 genotype because Cyplal transcription was not induced
in Nrf2~/~ MEFs. Transcript levels of Cyplbl also did not
correlate perfectly with the mRNA levels of Ahr (Fig. 4 and 5).
This can be explained perhaps by the fact that Cypl67 mRNA
lévels are regulated in an AHR-independent manner during
adipogenesis (6). Our data show that Gsral mRNA levels were
decreased in Nrf2*'* MEFs and Keap] ~'~ MEFs throughout

‘adipogenesis, suggesting that the action of NRF2 decreased

during differentiation. However, it is possible that Gstal tran-
scripts aiso reflect diminished expression of AHR because it is
well-known that GSTs are also induced by AHR agonists, such
as TCDD (21, 48).

Data shown in Fig. Sl in the supplemental material suggest
that NRF2 binding to the promoter of 4hr was decreased
during adipocyte differentiation. However, RT-PCR data con-
firmed that Ahr transcription was suppressed from 6 h after
stimulation of differentiation (Fig. 4), while the change in
NRF2 binding to ARE was detectable only after 24 h. Further-
more, Ahr mRNA levels were affected in Nrf2~/~ MEFs and
Nrf2*'* MEFs. These results suggest that NRF2 is not the only
factor that controls Ahr gene transcription during adipocyte
differentiation. Indeed, our results are consistent with the re-
port of Shimba et al. (40) demonstrating that the sequence of
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the Ahr promoter region responsible for differentiation-depen-
dent suppression of Ahr transcription does not contain an
ARE. Our findings also suggest that the level of expression of
Ahr before stimulation of differentiation might be more impor-
tant for determination of cell fate than transcriptional regula-
tion during adipogenesis, since suppression of Ahr tianscrip-
tion was observed in Nrf2~/~ MEFs and Nrf2*'* MEFs (Fig. 4)
and in mock-transfected cells and Nrf2ANeh2-transfected cells
(Fig. 6).

In addition to regulation of expression of CYPs, AHR plays
a role in a number of processes, such as development, apop-
tosis, growth, and adipogenesis (34, 49, 52). Among these
AHR-dependent phenotypes, our work evaluated the role of
NRF2 on regulation of adipogenesis because of the central
role of adipogenesis in multiple diseases, such as obesity (a
major risk factor for diabetes, cancer, and cardiovascular dis-

eases) and lipodystrophy (5, 16, 35). Various in vitro models .

for adipogenesis, such as embryonic stem cells, preadipocytes,

. and MEFs, are available (4). Among these models, adipogen-

esis using MEFs is particularly useful to study the effects of
gene knockouts. The fact that disruption of Nrf2 accelerated
differentiation to adipocytes, while disruption of Keap] delayed
the process (Fig. 3A and C) implies a negative role of NRF2 in

adipogenesis. Pharmacological targeting of the NRF2 pathway -

with CDDO-Im, which inhibited differentiation (Fig. 3B), con-
firmed that NRF2 modulates components of adipocyte differ-
entiation.

To evaluate how NRF2 regulates adipogenesis, differentia-

tion markers involved at multiple stages of adipogenesis were
afialyzed. CEBPs and PPAR:s are the two families of transcrip-
tion factors that play critical roles in adipogenesis (47). CEBPB
and CEBP3% function at an early phase of the differentiation
process by sensing adipogenic stimuli and initiating expression
of CEBPa and PPARY (37, 47). CEBPa and PPARYy play roles
at a later stage by inducing 4nd maintaining expression of
adipocyte-specific genes, such as Fabp4 (14). The elevation of
CEBPB upon adipogenic stimulation is transient, while
CEBPa and PPARYy remain upregulated for the duration of
adipogenesis (43).

Although the mechanism by which AHR regulates adipo-
genesis has not been fully characterized, recent work suggests
that AHR affects differentiation stages that follow CEBPB
activation, i.c., CEBPa or PPARy upregulation. In 3T3-L1
preadipocytes, forced expression of AHR resulted in lower
induction of Fabp4 and Cebpa upon differentiation than in
control cells, while the induction of Ppary was not affected
(41). Ppary expression could be induced by differentiation in
Ahr™'~ MEFs, but levels were lower than in Ahr*/* MEFs (2).
In addition, Vogei and Matsumura (45) demonstrated that
although TCDD suppressed adipogenesis of MEFs, it mduced
expression of Cepr rather than inhibiting it.

In the present study, mRNA levels of Cebpa and Fabp4 were
higher in Nrf2~/~ MEFs than in Nif2*'* MEFs both before
and after differentiation, while induction of Ppary2 was not
affected by NljZ genotype (Fig. 4). mRNA levels of Cebp8 were

lower in Nif2~/~ MEFs than in Nif2*'* MEFs. In primary °

Keapl =/~ MEFs (Fig. 5A), disruption of Keap! (whlch leads to
accumulation of NRF2 in the nucleus) resulted in minimal
induction of Cebpa, Fabp4, and Ppary2 upon differentiation.
CebpP mRNA fevels remained higher in Keap] =/~ MEFs than
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in Keapl*’* MEFs, both before and after induction of adipo-
genesis. These data suggest that NRF2 negatively modulates
expression of Cebpa and Ppary2 but not CebpP during the
course of adipogenesis. The stages of differentiation that are
affected by NRF2 directly overlap with those affected by AHR,
thereby supporting the hypothesis that NRF2 inhibits adipo-
genesis through cross talk with AHR signaling.

Although how AHR controls expression of XRE genes has

been extensively studied, the molecular events that regulate
Ahr expression itself have been less well investigated (40). Our
findings represent a new perspective for control of Ahr expres-
sion by demonstrating that NRF2 directly binds to a functional
ARE found in the proximal promoter of A4hr (Fig. 2). Our data
also suggest that NRF2 affects AHR function (i.e., transcrip-
tion of Cyplal and Cypibl and adipogenesis) in an exogenous
ligand-independent manner. Tijet et al. (44) identified a num-
ber of genes for which expression is AHR dependent but
TCDD independent, suggesting that the constitutive level of
AHR may affect gene expression. Candidates for endogenous
AHR ligand, such as indigo (42), may also play a role in the
interaction with the NRF2 pathway. -

In summary, the observation that NRF2 controls AHR sig-

naling expands the function of NRF2 to include influencing the
metabolism of xenobiotics and carcinogens via CYPs as well as
controlling adipogenesis. Recent studies of Ahr Nrf2 double
knockout mice in comparisons with wild-type and single tran-
scription factor knockout mice offer additional ‘evidence for
interactions between these pathways (30). Although not ad-
dressed experimentally in this report, our findings also imply
that the modifying influence of the NRF2 pathway can be
expanded to other AHR-dependent processes, such as pro-
grammed cell death and development. Moreover, our findings
may allow a broader clinical application of NRF2 activators,
such as in prevention and treatment of obesity.
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Office by Office, refer to the PCT Gazette, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Volume II, National Chapters, all available
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INFORMATION OR WORK PRODUCT. THE INFORMATION I3 INTENDED ONLY FOR THE USE OF THE INDIVIDUAL OR ENTITY TO
WHOM IT IS ADDRESSED. IF YOU ARE NOT THE INTENDED RECIPIENT, OR THE EMPLOYEE OR AGENT RESPONSIBLE TO DELIVER IT
TO THE INTENDED RECIPIENT, YOU ARE HEREBY NOTIFIED THAT ANY USE, DISSEMINATION, DISTRIBUTION OR COPYING OF THIS
COMMUNICATION IS STRICTLY PROHIBITED. IF YOU HAVE RECEIVED THE FACSIMILE IN ERROR, PLEASE IMMEDIATELY NOTIFY
US BY TELEPHONE, AND RETURN THE CRIGINAL MESSAGE TOUS AT THE ADDRESS ABOVE VIA THE US. POSTAL SERVICE. THANK
YOU.

If you experience problems with this transmission or have questions, please call the sender.

23707 2009 JEU 19:03 [N° COM. 7117} ool
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PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

o PCT

MARK H. VOGES

600 CONGRESS AVE., SUITE 2400
AUSTIN, TEXAS 78701 OF PRESCRIBED FEES

Instructions, Sections 102bis(c), 304,
323(b), 707(b) and 803)

FULBRIGHT & JAWORSKI L.L.P. NOTIFICATION CONCERNING PAYMENT

Date of mailing

(day/month/year) 23 Jan 2009
Applicant’s or agent’s file reference . PAYMENT DUE

REAT:027WO see item 3 for time limits
International application No. : International filing date/Date of receipt Priority date (day/month/year)
(day/month/year)
PCT/US09/30771 12 Jan 2009 11 Jan 2008

Applicant

REATA PHARMACEUTICALS, INC.

1. The applicant is hereby notified that this receiving Office has received:
the payment of all the prescribed fees, and. D an overpayment, which will be refunded in due course.
D no or insufficient payment of the prescribed fees and the applicant is hereby invited to pay the balance due, as

summarized under item 2, within the time limit(s) indicated under item 3.

2. Feesand payment calculation:

4,679.00 _ 4,679.00 0.00
Total fees payable Amount paid Balance

D The details of the calculation are given in the Annex.

3. Time limit(s) for payment and amount(s) payable (Rules 14.1, 15.4 and 16.1(f)):

D within ONE MONTH from the date of receipt of the intemational application (for the transmittal fee (if any), the search
fee and the international filing fee). The amount payable for each fee is the amount applicable on the date of receipt of the
international application.

D within 16 MONTHS from the priority date (only for the fee for priority document). The applicant’s attention is drawn to the
fact that the request made by the applicant under Rule 17.1(b) will be considered not to have been made unless the fee is paid
within that time limit.

4. Additional observations (if necessary):

The search copy will not be transmitted to the International Searching Authority until the search fee is paid (therefore the
start of the international search will be delayed) (Rule 23.1(a) and (b)).

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer
Mail Stop PCT, Commissioner for Patents Felicia Lawrence
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450
Facsimile No. 571-273-3201 Telephone No. 703-308-9290 EX 133

Form PCT/RO/102 (July 2008)

(PCT Rules 12bis.1(c), 14, 15 and 16 and Administrative
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ANNEX TO FORM PCT/RO/102
CALCULATION OF THE PRESCRIBED FEES

International application No.

Balance: . . . . . . . . . . . .. ... =

International Filing Fee

..1,119.00 1]
910.00 73]

Fixed amount for first 30 sheets:

65 14.00

1l

Number of sheets Fee per sheet
in excess of 30
Additional
component: . 400 x 0.00 = 0.00 EI

Fee per sheet

Reduction where the international application is filed
(See PCT Applicant’s Guide, International Fhase for
details on the availability of this reduction ).
using the PCT-EASY software: . . 0.00
or
in electronic form where the text of the
description, claims and abstract is not in 0.00
character coded format: . . . . . . . L .~ _________.E
or
in electronic form where the text of the
description, claims and abstract is in character
coded format: . . . . . . . . .. ...~

0.00 7]

2,029.00

Sub-total:

112431

Applicants from certain States are entitled 10 a reduction of 90% of the
irternational jiling fee. Where the applicant is (or all applicaris are) so
entitled, the toial to be entered at Iis 10% of the sub-total entered at
(1] +i2+4i3-r); (see Notes to the Fee Calculation Sheet as annexed to the
Request Form, FCT/RO/101, for detaiis): .

Amount paid:

Balance: . . . . . . . . . . ..o =

Fee for Priority Document
Prescribed amount: .
Amountpaid: . . . . . . . L L. Lo e

Ralantce:

Fee for Earlier Search Documents
Prescribed amount: .
Amountpaid: . . . . L L L L L L Lo =

Baiance: . . . . . . . . L Lo e e =

2,029.00 [T}

2,029.00

0.00

0.00 [F]

0.00

0.00

0.00 fE8]

0.00

0.00

PCT/US09/30771

Traopsmittal Fee

Prescribed amount: 240.00{T]

Amountpaid: . . . . . . . L L L= 240.00 Con-egt amount

BalaBee: . . . . . . e e e e e e e = 0.00 . [} overpayment

[[] baiance due

Search Fee

Prescribed amount: 2,410.00[s!

Amount paid: 2.410.00 correct amount

0.00

E] overpayment
D balance due

correct amount

D overpayment.
m balance due

correct amount

[ overpayment
D balance due

D correct amount
D overpayment
B balance due

Porm PCT/RO/102 (Annex) (July 2008)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

PCT

To:

MARK H. VOGES
FULBRIGHT & JAWORSKI L.L.P.

NOTIFICATION OF THE INTERNATIONAL
IGX?JOS%(I)\JNEI%ER)E ESS 7A8V7(E)1’ SUITE 2400 APPLICATION NUMBER AND OF THE
’ INTERNATIONAL FILING DATE
(PCT Rule 20.2(c))
. . Date of mailin,
Confirmation No: 1929 (a’ay/month/yea;f)g 23 Jan 2009
Applicant’s or agent’s file reference
IMPORTANT NOTIFICATION
REAT:027WO
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/US09/30771 12 Jan 2009 11 Jan 2008
Applicant
REATA PHARMACEUTICALS, INC.
Title of the invention

SYSTHETIC TRITERPENOIDS AND METHODS OF USE IN THE TREATMENT OF DISEASE

1. Theapplicantishereby notified that the international application has been accorded the international application number and the
international filing date indicated above.

2. Theapplicant is further notified that the record copy of the international application:

23 Jan 2009
was transmitted to the International Bureau on

D hasnot yet beentransmitted to the International Bureau for the reason indicated below and a copy of this notification
hasbeen sent to the International Bureau*:

D because the necessary national security clearance has not yet been obtained.

D because (reasonto bespecified):

* Thelnternational Bureaumonitorsthe transmittal oftherecord copy by the receiving Office and will notify the applicant (with
Form PCT/IB/301) of itsreceipt. Should the record copy not have been received by the expiration of 14 months fromthe priority
date, the International Bureau will notify the applicant (Rule 22.1(c)).

3.  FOREIGN TRANSMITTAL LICENSE INFORMATION Completed by: Tt

D Additional license for foreign transmittal not required. This subject matter is covered by a license already granted or
the equivalent U.S. national application. Refer to that license for information concerning its scope.

D License for foreign transmittal not required. 37 CFR. 5.11(e)(1) or 37 CFR 5.11(e)(2). However, a license may be
required for additional subject matter. See 37 CFR 5.15(b).

. 156 Jan 2009
E Foreign transmittal license granted. 35 U.S.C. 184; 37 CFR 5.11 on
(date)

D 37 CFR 5.15(a) E 37 CFR 5.15(b)
Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer
Mail Stop PCT, Commissioner for Patents Felicia Lawrence
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450
Facsimile No. 571-273-3201 Telephone No. 703-308-9290 EX 133

Form PCT/RO/105 (July 2008)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

o PCT

MARK H. VOGES

FULBRIGHT & JAWORSKI L.L.P.
600 CONGRESS AVE,, SUITE 2400
AUSTIN, TEXAS 78701

INVITATION TO CORRECT DEFECTS IN
THE INTERNATIONAL APPLICATION

(PCT Articles 3(4)(i) and 14(1) and Rule 26)

Date of mailing
(day/month/year) 23 Jan 2009
Applicant’s or agent’s file refere-nce REPLY DUE within TWO MONTHS from the
REAT:027WO above date of mailing
International application No. International filing date
PCT/US09/30771 (day/month/year) 12 Jan 2009

Applicant o ATA PHARMACEUTICALS, INC.

1. The applicant is hereby invited, within the time limit indicated above, to correct, in the international application as filed, the
defects specified on the attached:

I:] Annex A
D Annex Bl (text matter of the international application as filed)
Annex Cl (drawings of the international application as filed) .

2. D The applicant is hereby invited, within the time limit indicated above, to correct, in the translation of the international
application furnished under Rule 12.3 or 12.4, the defects specified on the attached:

D Annex A
D Annex B2 (text matter of the translation of the international application)

I:I Annex C2 (drawings of the translation of the international application)

Additional observations (if necessary):

HOW TO CORRECT THE DEFECTS?

Except where the defect is in the request, any correction must be submitted by filing a replacement sheet embodying the
correction and a letter accompanying the replacement sheet, which shall draw attention to the difference between the replaced
sheet and the replacement sheet. For a defect in the request, a correction may simply be stated in a letter if it is of such a nature
that the correction can be transferred clearly onto the request record copy (Rule 26.4).

ATTENTION

Failure to correct the defects will result in the international application being considered withdrawn by this receiving Office (see
Rule 26.5 for further details).

A copy of this Invitation and any attachments has been sent to the International Bureau
and the International Searching Authority.

Name and mailing address of the receiving Office

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450

Facsimile No. 571-273-3201

Authorized officer
Felicia Lawrence

Telephone No. 703-308-9290 EX 133

Form PCT/RO/106 (April 2007)
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International application No.

The receiving Office has found the following defects in the international application as filed:

1.

As to signature of the international application (Rules 4.15, 26.2bis(a) and 90.4), the request:

a. D is not signed* by the applicant or, if there is more than one applicant, by at least one of them
b. D is not accompanied by the statement referred to in the check list in Box No. IX of the request explaining the lack of the
signature of an applicant for the designation of the United States of America
c. D is signed by what appears to be an agent/common representative but:
D the international application is not accompanied by a power of attorney appointing him
D the power of attorney accompanying the international application is not signed by all the applicants

d. D other (specify):

Although Rule 4.15 requires that all applicants must sign the request (e.g. including all inventors/applicants for the designation of
the United States of America), for the purposes of Article 14(1)(a)(i), if there is more than one applicant, it shall be sufficient that
the request be signed by one of them (Rule 26.2bis(a)).

However, the applicant’s attention is drawn to the fact that the national law applied by each designated Office may require, in
connection with the processing of the international application in the national phase, that the applicant furnish the confirmation of
the international application by the signature of any applicant for the designated State who has not signed the request
(Rule 51bis.1(a)(vi)).

As to indications concerning the applicant* who is entitled, according to Rule 19.1, to file the international application with the
receiving Office, the request (Rules 4.4, 4.5 and 26.2bis(b)):

a. D does not properly indicate the applicant’s name (specify):

b. [] does not indicate the applicant’s address
c. does not properly indicate the applicant’s address (specify):

does not indicate the applicant’s nationality

oo O

does not indicate the applicant’s residence

D Further observations about indications concerning other applicants (if applicable):

*

Although Rules 4.4 and 4.5 require indications concerning the applicant, or if there are several applicants, of each of them, for the
purposes of Article 14(1)(a)(ii), if there is more than one applicant, it shall be sufficient that the indications required under
Rule 4.5(a)(ii) and (iii) be provided in respect of one of them who is entitled according to Rule 19.1 to file the international
application with the receiving Office (Rule 26.2bis(b)).

However, the applicant’s attention is drawn to the fact that the national law applied by each designated Office may require, in
connection with the processing of the international application in the national phase, that the applicant furnish any missing
indication required under Rule 4.5(a)(ii) and (iii) in respect of any applicant for the designated State (Rule 51bis.1(a)(vii)).

3. As to the language of certain elements of the international application, other than the description and claims (Rules 12.1(c)
and 26.3ter(a) and (¢)):
a, I:I the request is not in a language of publication accepted by this receiving Office; (the) language(s) accepted by this
receiving Office is/are:
b. D the text matter of the drawings is not in the language in which the international application is to be published, which is:
c. D the abstract is not in the language in which the international application is to be published, which is:
4. The title of the invention:
a. D is not indicated in Box No. I of the request (Rule 4.1(a))
b. D is not indicated at the top of the first sheet of the description (Rule 5.1(a))
c. |:| as appearing in Box No. I of the request is not identical with the title heading the description (Rule 5.1(a))
5. As to the abstract (Rules 8 and 26.1(b)):

D the international application does not contain an abstract

Form PCT/RO/106 (Annex A) (April 2007)
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International application No.

ANNEX B1 TO FORM PCT/RO/106 PCT/US09/30771

This receiving Office has found that, with regard to the presentation of the text matter of the international application as filed, the
physical requirements are not complied with to the extent that compliance therewith is necessary for:

1. D reasonably uniform international publication (Rules 11 and 26.3(a)(i)) (defects to be specified):

Request Description Claims Abstract

a. D the sheets do not admit of direct reproduction

b. D the element does not commence on a new sheet

c. D sheets are not free from creases, cracks, folds

d. D sheets are not used in the upright position

e. D one side of the sheets is not left unused

f. D the paper of the sheets is not flexible/strong/white/smooth/non-shiny/durable
g D the sheets are not connected as prescribed (Rule 11.4(b))

h. D sheets are not A4 size (29.7cm x 21cm)

OOo0ooaoao

1. D the minimum margins on the sheets are not as prescribed
(top: 2cm; left side: 2.5cm; right side: 2cm; bottom: 2cm)

j- D the file reference number indicated on the sheets does not appear in the
left-hand corner of the sheets, within 1.5 cm of the top of the sheets

k. D the file reference number exceeds the maximum of 12 characters

L D the sheets of the description, claims and abstract are not numbered
in consecutive Arabic numerals

m.D the sheet numbers are not centered at the top or bottom of the sheets

n. D the sheet numbers are in the margin (see i. above for the size of the margins)
0. D the text matter is not typed or printed

p- D the typing on the sheets is not 1%-spaced

q- D the characters in the text matter on the sheets are less than 0.28 cm high
in capital letters

r. D the text matter on the sheets is not in dark, indelible color
5. D the element contains drawings

t. D the sheets contain alterations/overwritings/interlineations/too many erasures

0

0000 OOOOO0 OO0 O 0oOooooooo
0000 OOO0O0 OO0 O OoOooooooo
0000 OOO0O00 OO0 O O0Oo0oooooodo

OoO0o00Oo a O 0O

u. D the sheets contain photocopy marks

2. D satisfacfory reproduction (Rules 11 and 26.3(b)(1))

Further observations (if necessary).

Form PCT/RO/106 (Annex B1) (April 2007)

195



International application No.
ANNEX C1 TO FORM PCT/R0O/106 PCT/US09/30771
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This receiving Office has found that, with regard to the presentation of the drawings of the international application as filed, the
physical requirements are not complied with to the extent that compliance therewith is necessary for:

1. reasonably uniform international publication (Rules 11 and 26.3(a)(i)) (defects to be specified).

Sheets containing drawings:

the sheets do not admit of direct reproduction

the sheets are not free from creases, cracks, folds

one side of the sheets is not left unused

the paper of the sheets is not flexible/strong/white/smooth/non-shiny/durable
the drawings do not commence on a new sheet

the sheets are not connected as prescribed (Rule 11.4(b))

the sheets are not A4 size (29.7cm x 21cm)

the minimum margins on the sheets are not as prescribed
(top: 2.5cm; left side: 2.5cm; right side: 1.5cm; bottom: lem)

the file reference number indicated on the sheets does not appear in the left-hand corner of the sheets, within 1.5 cm
of the top of the sheets

the file reference number exceeds the maximum of 12 chafacters

the sheets are not free from frames around usable or used surfaces

the sheets are not numbered in consecutive Arabic numerals (e.g. 1/3, 2/3, 3/3)
the sheet numbers are not centered at the top or bottom of the sheets

the sheet numbers are in the margin (see h. above for the size of the margins)
the sheets contain alterations/overwritings/interlineations/too many erasures

the sheets contain photocopy marks

Rule 11.13):

do not admit of direct reproduction

contain unnecessary text matter

contain words so placed as to prevent translation without interference with lines thereof
are not executed in durable black color; the lines are not uniformly thick and well-defined
contain cross-sections not properly hatched

would not be properly distinguishable in reduced reproduction

contain scales not represented graphically

contain numbers, letters and reference lines lacking simplicity and clarity

contain lines drafted without the aid of drafting instruments

contain disproportionate elements of a figure not necessary for clarity

contain numbers and letters of height less than 0.32 cm

contain letters not conforming to the Latin, and where customary, Greek alphabets

contain figures on two or more sheets which form a single complete figure but which are not able to be assembled
without concealing parts thereof

contain figures which are not properly arranged and clearly separated

contain different figures not numbered in consecutive Arabic numerals

contain different figures not numbered independently of the numbering of the sheets
are not restricted to reference signs mentioned in the description

do not contain reference signs that are mentioned in the description

contain the same feature denoted by different reference signs

are not arranged in an upright position, clearly separated from one another

are not presented sideways with the top of the figures at the left side of the sheets

2. D satisfactory reproduction (Rules 11 and 26.3(b)(1))

Further observations (if necessary):
NEW DRAWINGS REQD

Form PCT/RO/106 (Annex C1) (April 2007)
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2009/030771

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

NOTIFICATION OF RECEIPT OF VOGES, Mark, H.
RECORD COPY Fulbright & Jaworski L.1.p.
600 Congress Ave., Suite 2400
Austin, TX 78701
(PCT Rule 24.2(a)) ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)

20 January 2009 (20.01.2009) IMPORTANT NOTIFICATION
Applicant's or agent's file reference International application No.
REAT:027WO PCT/US2009/030771

;I)'hle applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international application as detailed
elow. :

Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants:

REATA PHARMACEUTICALS, INC. et al (for all designated States except US)
SPORN, Michael et al (for US)

International filing date: 12 January 2009 (12.01.2009)
Priority date(s) claimed: 11 January 2008 (11.01.2008)

28 October 2008 (28.10.2008)
Date of receipt of the record copy by the International Bureau: 18 January 2009 (18.01.2009)

List of designated Offices:

AP: BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW

EA: AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM

EP: AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, NO,

' PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR

‘ OA: BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG

National: AE, AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ,
DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG,
KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA,
NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TJ, T™, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW

ATTENTION: The applicant should carefully check the data appearing in this notification. In case of any discrepancy between these data
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. In addition, the
applicant's attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to:

- time limits for entry into the national phase - see updated important information (as of April 2002)
- requirements regarding priority documents (if applicable)

A copy of this notification is being sent to the receiving Office and to the International Searching Authority.

The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland N'Diaye Anta
e-mail pt09.pct@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 71 30 Telephone No. +41 22 338 74 09
orm PCT/IB/301 (October 2005) T/DXKLVEIQD
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ANNEX TO FORM PCT/IB/301 International application No.
PCT/US2009/030771

INFORMATION ON ENTERING THE NATIONAL PHASE

The applicant is reminded that the "national phase" must be entered before each of the designated Offices indicated on the cover sheet
of this notification by paying national fees and furnishing translations, as prescribed by Articles 22 and 39 and the applicable national
laws. In addition, the applicant may also have to comply with other special requirements applicable in certain Offices. It is the
applicant's responsibility to ensure that the necessary steps to enter the national phase are taken in a timely fashion. Most Offices do not
issue reminders to applicants in connection with the entry into the national phase.

The applicable time limit for entering the national phase will, subject to what is said in the following paragraph, be 30 MONTHS
from the priority date, not only in respect of any elected Office if a demand for international preliminary examination is filed before the
expiration of 19 months from the priority date (see Article 39(1)), but also in respect of any designated Office, in the absence of filing of
such demand, where Article 22(1) as modified with effect from 1 April 2002 applies in respect of that designated Office. For further
details, see PCT Gazette No. 44/2001 of 1 November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, as well as the PCT Newsletter, October and
November 2001 and February 2002 issues.

In practice, time limits other than the 30-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of certain
designated or elected Offices. For regular updates on the applicable time limits (20, 21, 30 or 31 months, or other time limit), Office
by Office, refer to the PCT Gazette ("Section IV" part published on a weekly basis), to the PCT Newsletter (on a monthly basis) and to
the relevant National Chapters in Volume II of the PCT Applicant's Guide (the paper version of which is updated usually twice a year
and the Internet version of which is updated usually on a weekly basis). Finally, a cumulative table of alf applicable time limits for
; entering the national phase is available from WIPO's Internet site, via links from various pages of the site, including those of the Gazette,
. Newsletter and Guide, at http.//www.wipo.int/pct/en/index html.

Information about the requirements for filing a demand for international preliminary examination is set out in the PCT Applicant's
Guide, Volume I/A, Chapter IX. Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by
Chapter II has the right to file a demand for international preliminary examination (at present, all PCT Contracting States are bound by
Chapter II).

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled.

Where the priority of an earlier national, regional or international application is claimed, the applicant must submit a copy of the said
earlier ap]}J)llication, certified by the authority with which it was filed ("the priority document") to the receiving Office (which will transmit
it to the International Bureau) or directly to the International Bureau, before the expiration of 16 months from the priority date, provided
that any such priority document may still be submitted to the International Bureau before the date of international publication of the
international application, in which case that document will be considered to have been received by the International Bureau on the last
day of the 16-month time limit (Rule 17.1(a)).

Where the priority document is issued by the receiving Office, the applicant may, instead of submitting the priority document, request the
receiving Office to prepare and transmit the priority document to the International Bureau. Such request must be made before the
expiration of the 16-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment of a fee (Rule 17.1(b)).

“ If the priority document concerned is not submitted to the International Bureau and if the request to the receiving Office to prepare and
transmit the priority document has not been made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable time limit indicated
under the preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no designated Office may disregard
the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority
document within a time limit which is reasonable under the circumstances (Rule 17.1(c)).

Where several priorities are claimed, the priority date to be considered for the purposes of computing the 16-month time limit (and all
other PCT time limits) is the filing date of the earliest application whose priority is claimed (Article 2(xi)(b)).

Form PCT/IB/301 (Annex) (October 2005) . 2IDXKLVEIQO
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
AS RECEIVING OFFICE

In rc Application of: Reata Pharmaceuticals, Inc.
ct al.

, Atty. Dkt. No.: REAT:027WO
Serial No.: PCT/US20009/030771

Filed: 12 January 2009

_ For: Synthetic Triterpenoids and Methods of Use
in the Treatment of Disease

"RESPONSE TO INVITATION TO CORRECT DEFECTS
MAILED 23 JANUARY 2009

MAIL STOP PCT
Commissioncr for Patents
P.0O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

Sire

Responsive to the Invitation to Correct Defects mailed 23 January 2009, Applicant
furnishes the corrected drawings.

Should any fees be required for any reason relating to the enclosed materials, please

deduct said fees from Fulbright & Jaworski Account No.: 50-1212/REAT:027WO.

Respectfully submitted,

W{ll/e?s

Mark H. Voges
Reg. No. 58,112

FULBRIGHT & JAWORSKI, L.L.P. Agent for Applicant(s)
600 Congress Avenue, Suite 2400

Austin. Texas 78701

Telephone No.: 512.474.5201

Facsimile No.:  512.536.4598

Datc:  May 5. 2009

wOSHRONT )
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Industria y Comerg_ig

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C.,
2020

Doctor(a)

RODRIGUEZ D' ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
REATA PHARMACEUTICALS INC

REFERENCIA Radicacion No. 10 098518
Solicitud internacional PCT/US2009/030771
Fecha inicio fase nacional 11/08/2010

Tramite 1"
Evento 378
Actuacion © 430

Oficio No. lE 1 Z 5 4 4

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinarad segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



Continuacion radicado No: 10 098518

Notifiquese el presente oficio conf
primero de la Circular, Unica No10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE_.VERGEL
Directora de Nuevas Creaciones (c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpa11

Al contestar favor indique el nimero de
radicacién que se encuentra a continuacién

N

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo

24 SET 200

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000

Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-65 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Caolombia
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