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De: CAROLINA POLANCO <CPOLANCO@prietocarrizosa.com>

Enviado el: martes, 13 de agosto de 2013 3:39 p. m.

Para: contactenos@sic.gov.co

cC: NATALIA NOSSA; PATMARKS (prietocarrizosa); 150442_71833 _MILLENNIUM

PHARMACEUTICALS_ INC_ _ COMPUESTOS DE ESTER BORONATQO Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS_ Correspondencia

Asunto: Reenvio de documentos por error en el sistema [I[WOV-Imanage.FID280272]

Datos adjuntos: doc20130813153051.pdf; Radicacidn recurso de apelacién (5,04 MB)

Estimados Sefiores,

Me permito adjuntar nuevamente el anexo del recurso de reposicién enviado en el dia de ayer 12 de
agosto de 2013, el cual no subié por error involuntario al momento de anexar el archivo correspondiente.

Por lo anterior, solicito amablemente se anexe el presente documento al expediente No. 10.161.489
correspondiente a la Solicitud de Patente de Invencién denominada: "COMPUESTOS DE ESTER BORONATO
Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS” a nombre de MILLENNIUM PHARMACEUTICALS,
INC, sélo en caso de que éste no hubiera cargado correctamente en el dia de ayer.

Un cordial saludo.

Carolina Polanco
Asociada/Associate e
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* Aviso de confidencialidad: Este mensaje es para el usc exclusivo de la persona o entidad a la que se encuentra dirigido y puede contener
informacion privilegiada o confidencial. Si usted ha recibido por error esta comunicacién, sirvase notificarnos de inmediato telefénicamente al
(571) 3268600 o via e-mail, borrar de inmediato el mensaje y abstenerse de divulgar Asu contenido. Cualquier opinidn, conclusién u otra
informacién contenida en este mensaje, que no esté relacionada con las actividades oficiales de nuestra firma, deberd considerarse como
nunca proporcionada o aprobada por la firma.

* Confidentiality notice: This message is intended only for the use of the individual or entity to which it is addressed and may contain
information that is privileged or confidential. If you received this communication in error, please notify us immediately by telephone (571)
3268600 or by e-mail, delete the e-mail and do not disclose its content to any person. Opinions, conclusions and other information in this
message, not related to the official business of our firm, shall not be understood as given or endorsed by it.
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Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Direccion de Nuevas Creaciones

E. S. D.

REF. PCT- PATENTE DE INVENCION
Invencién: COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS
Expediente: 10.161.489
TITULAR: MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
Asunto: COMPLEMENTO DE INFORMACION

MAURICIO PATINO BONNET, mayor de edad, con domicilio en la ciudad de
Bogoté D.C., identificado como aparéce al pie de mi firma, en mi calidad de
apoderado de la sociedad MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC., me
permito manifestar lo siguiente:

I. El 12 de agosto de 2013 se presentd recurso de reposicién en contra de
la Resolucién No. 37571. Por un error involuntario al momento de
adjuntar el archivo correspondiente a la respuesta del recurso no se

adjunté Ia totalidad de la traduccion correspondiente al anexo i)
“Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, et al. “Evaluation of the
Proteasome Inhibitor MLN9708 in Preclinical Models of Human Cancer”.

Cancer Res 2010;70:1970-1980. February 16, 2010",

II. Teniendo en cuenta los hechos anteriores, allego las hojas faltantes de
la traduccidn del documento mencionado.

NOTIFICACIONES

Recibiré notificaciones en la secretaria de su Despacho o en la Carrera 9 # 74-
08, Oficina 305, en la ciudad de Bogotd D.C.

2132802_1_71833/1
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Cancer Research
Evaluacion del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de cancer humano
Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, et al.

Cancer Res 2010;70:1970-1980. Publicado en linea primero. Febrero 16 de 2010.

Versién  actualizada: Acceda a la version mas reciente de este articulo en:
doi:10.1158/0008-5472.CAN-09-2766

Material ~ complementario:  Acceda al  material  suplementaric  mas reciente en:
http://cancerres.aacrjournals.org/content/suppl/2010/02/15/0008-5472.CAN-09-2766.DC1.html

Articulos citados: Este articulo cita 53 articulos, a 28 de los cuales usted puede acceder gratis en:
http://cancerres.aacrjournals.org/content/70/5/1970.full. html#ref-list-1

Articulos que citan: Este articulo ha sido citado por 17 articulos de HighWire. Acceda a los articulos en
http://cancerres.aacrjournals.org/content/70/5/1970.full. html#related-urls

Alertas de E-mail: Registrese para recibir alertas de E-mail gratuitas relacionadas con este articulo o
revista

Reimpresiones y suscripciones: Para ordenar reimpresiones de este articulo o para suscribirse a la revista,
contacte el Departamento de Publicaciones de la AACR a través de pubs@aacr.org.

Permisos: Para solicitar permiso para re utilizar todo o algunas partes de este articulo, contacte el
Departamento de Publicaciones de la AACR a través de permissions@aacr.org.

Terapéutica, metas y biologia quimica.
Evaluacién del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de cincer humano

Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, Bret Bannerman, Michael Fitzgerald, Allison Berger, Jie
Yu, Yu Yang, Paul Hales, Frank Bruzzese, Jané Liu, Jonathan Blank, Khristofer Garcia, Christopher Tsu,
Larry Dick, Paul Fleming, Li Yu, Mark Manfredi, Mark Rolfe, y Joe Bolen.

Resumen

La proteasoma fue validada como un blanco de Ia oncologia luego del éxito clinico de VELCADE
(bortezomib) para inyeccidén para el tratamiento de mieloma midltiple y linfoma de células de manto
recurrente. En consecuencia, diversos grupos estan detras del desarrollo de inhibidores de proteasoma de
moléculas pequefias adicionales tanto para indicaciones hematolégicas como de tumores solidos. En el
presente articulo describimos el MLN9708, un inhibidor de proteasoma selectivo, biodisponible
oralmente, de segunda generaci6n que se encuentra en la fase I de desarrollo clinico. MLN9708 tiene una
vida media de disociacién de proteasoma mas corta, asi como farmacocinética, farmaco dinamica y
actividad anti tumor mejorada en comparacién con el bortezomib. MLN9708 tiene una mayor distribucion
de volumen de sangre en estado estable, y los anélisis de la inhibicién de la proteasoma 208, asi como los
marcadores de la respuesta de proteina desplegada confirmaron que MLN9708 tiene mayores efectos
farmaco dindmicos en los tejidos a comparacion con el borteozomib. MLN9708 mostré actividad tanto en
tumores sélidos como en modelos de xenoinjertos hematoldgicos, y encontramos una correlacion entre
mayores respuestas farmaco dinimicas y actividad anti tumor mejorada. Por otro lado, la actividad anti
tumor fue evidenciada a través de muiltiples rutas de dosificacién, incluyendo sonda oral. En conjunto,
esta informacion soporta el desarrollo clinico de MLN9708 tanto para indicaciones hematolégicas y de
tumores sélidos. Cancer Res; 70(5); 1970--80. ©2010 AACR.



Introduccion:

El sistema ubiquitina-proteasoma procesa la mayoria de las proteinas celulares y es la principal manera en
la que las células regulan la homeostasis de proteinas. Durante la homedstasis de proteinas normal,
proteinas especificas son objeto de destruccidn a través de la unién de ubiquitina. Estos sustratos de
proteasoma incluyen proteinas mal plegadas y miembros altamente regulados de cascadas de sefiales
criticas, incluyendo proteinas involucradas en el control del crecimiento, la regulacion del ciclo celular y
apoptosis. La inhibicién de la proteasoma resulta en la estabilizacién y acumulacion de dichos sustratos,
llevando a la activacion de sefiales antiproliferativas, trastornos en el ciclo celular, activacién de caminos
apoptéticos, y en Gltimo caso, muerte celular (1,2). Las células malignas de ripido crecimiento, que ya
son deficientes en mecanismos de chequeo del ciclo celular normal, parecen ser altamente susceptibles a
la inhibicién de proteasoma (3-6). En consecuencia, la proteasoma se convirtié en un blanco atractivo
para las terapias anticancerigenas. El éxito del inhibidor de proteasoma de la molécula pequefia primera
de su clase VELCADE (bortezomib) para inyeccién (Millennium Pharmaceuticals, Inc.) valid6 la
proteasoma como un blanco terapéutico para el tratamiento de cancer humano (1, 7-12). VELCADE esta
aprobado para el tratamiento de pacientes con micloma mt"xltiple y linfoma de células de manto
previamente tratada (13-21). Actualmente hay multiples grupos en el proceso de desarrollar inhibidores
de proteasoma de molécula pequefia para varias indicaciones de oncologia. Estos incluyen tanto
inhibidores reversibles, tal como CEP-18770 como inhibidores irreversibles, tal como carfilzomib y NPI-
0052. Tanto CEP-18770 como NPI-0052 son activos oralmente, y todos los tres compuestos han mostrado
actividad anti tumor en modelos preclinicos y actualmente se encuentran en varias fases de desarrollo
clinico (22-30).

La proteasoma 20S consiste de un niicleo multicatalico recubiertos en cada extremo con 19S subunidades
regulatorias. La proteasoma 20S es una estructura compartimentada, en forma de barril que contiene dos
anillos heptaméricos hechos de subunidades a y dos anillos heptamétricos hechos de subunidades . Los
anillos o realizan funciones de recubrimiento y de compuerta, mientras que tres de las subunidades § (B1,
B2, y B5) contienen las treoninas NH2-terminal responsables de las diferentes actividades proteoliticas de
la proteasoma. Las subunidades B1, B2, y B5 son referidas como de tipo caspasa, de tipo tripsina, y de tipo
quimiotripsina, respectivamente, porque el sitio de escision preferido de cada subunidad es similar a aquel
de otras proteasas conocidas (2, 31-34).

El bortezomib muestra una inhibicién dependiente del tiempo de la proteasoma 208 uniendo a la cadena
de lado de la treonina NH2-terminal de las subunidades cataliticas B. El bortezomib exhibe actividad
inhibidora contra todas las tres subunidades P pero preferencialmente se une e inhibe las del lado 85 (35).
Aunque el bortezombib ha demostrado eficacia clinica en mieloma multiple y linfoma de células de
manto, a la fecha no ha demostrado afin una actividad fuerte en indicaciones de tumores sélidos, quizas
debido a su inhabilidad de penetrar en los tejidos y alcanzar concentraciones terapéuticamente relevantes
en dichos sitios objetivo. En consecuencia, hay fundamentos sélidos para identificar los inhibidores de
proteasoma que tienen propiedades fisicoquimicas o farmacocinéticas diferentes. En la presente
describimos la informaci6n bioquimica y farmacoléfica preclinica que soporta ¢l desarrollo de MLN9708.
MLN9708 es un inhibidor de proteasoma de molécula pequefia que esta siendo desarrollado para el
tratamiento de un amplio rango de tumores humanos malignos. MLN9708 fue seleccionado de un amplio
pool de inhibidores de proteasoma que contienen boro con base a un perfil fisicoquimico distinto al
bortezomib. MLN9708 tiene una vida media de disociacién de proteasoma mas corta que el bortezomib,
lo cual creemos que juega un rol importante en la mejoria en la distribucion de tejidos. La comparacion
directa con el borteozomib revelé que MLN9708 tiene un perfil farmacocinético y farmacodindmico
mejorado y muestra una actividad anti tumor superior tanto en tumores sélidos como en modelos de
xenoinjertos hematolégicos, y muestra actividad anti tumor cuando es administrado a través de miiltiples
rutas de dosificacién y regimenes. MLN9708 estd actualmente siendo evaluado en muiltiples estudios
clinicos de fase 1 tanto para tumores sélidos y hematologicamente basados.

Materiales y Métodos

Cultivos celulares



Células WSU-DLCL2, OCI-Ly7, A375, H460, HCT-116, HT-29, MDAMB- 231, HEK293, y células
Calu-6 fueron obtenidas de la American Type Culture Collection y mantenidas segin las
recomendaciones del proveedor.

Ensayos in vitro

Analisis cinético de inhibicién de proteasoma 208S: El anélisis cinético de la inhibicién de proteasoma 20S
fue realizado segiin lo descrito previamente por Williamson y sus colegas (36).

Ensayos de indicador basados en células NF-xB-Luc y 4xUb-Luc

Los ensayos de indicador basados en células NF-xB-Luc y 4xUb-Luc fueron realizados segim lo descrito
previamente por Williamson y sus colegas (36).

Proteasoma Glo IC50 vy ensayos de inhibidor de lavado basados en células. Las células Calu-6 fueron
cultivadas en MEM conteniendo 10% suero bovino fetal y 1% penicilina/estreptomicina y fueron
sembradas 1 d antes del comienzo del experimento a 10,000 células por cavidad en una placa da
cavidades de 384 cavidades. Para las determinaciones IC50 las células fueron tratadas con
concentraciones variables de bortezomib o de MLN2238 en DMSOQ (0.5% final, v/v) por 1 h a 37°C. Para
los experimentos de reversibilidad, las células fueron tratadas con bien sea 1 umol/L bortezomib o
MILN2238 por 30 min a 37°C y luego fueron lavadas tres veces en el medio para remover los compuestos.
Las células fueron incubadas por 4 h adicionales a 37°C luego de lo cual el medio fue removido y
reemplazado con medio fresco. La actividad de proteasoma fue evaluada monitoreando la hidrdlisis del
sustrato quimiotripsina de tipo quimiotripsina Suc-LLVY - aminoluciferin en presencia de luciferasa
haciendo uso de los reactivos de ensayo Proteasoma-Glo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Promega Corp.). La luminiscencia fue medida haciendo uso de un instrumento LEADseeker (GE
Healthcare Life Sciences).

Estudios farmacocinéticos

Las muestras de sangre y de tumores fueron recolectadas antes de la dosis y en numerosos puntos de
tiempo luego de la administracién. Cada punto en el tiempo representa el valor promedio de tres animales.
Las concentraciones de MLN2238 o bortezomib en la sangre y en las muestras de plasma fueron
determinadas haciendo uso de un método basado en una espectrometria de masa de un tandem de
cromatografia de un liquido de practicas de laboratorio no-bueno (LC/MS/MS). MLN2238 o el
bortezomib fueron aislados de 50 pL de plasma o de sangre haciendo uso de un procedimiento de
extraccion liquido-liquido. Una muestra (50 pL) fue mezclada con 50 pL de solucién esténdar interna, 50
pL de 0.5 mol/L HCI, y 500 pL de éter metil terciario butil. Lo flotante (300 pL) fue luego transferido a
una placa de cavidades de 96 cavidades, evaporado, reconstituido en in 100 pL de acetronilo/ agua (5:95)
con un contenido de 0.1% de acido férmico, e inyectado en el sistema LC/MS/MS para andlisis. Un
método gradiente de fase de reversidn proporcioné apilamiento de muestras y separacién. El analisis
farmacocinético de la informacién de concentracién de sangre y plasma fue realzado haciendo uso de
WinNonlin versién 5.2 (Pharsight Corp.). Los pardmetros cinéticos fueron estimados haciendo uso de un
modelo sin compartimientos que utiliza un modo de muestreo disperso (modelo 201 para plasma y
sangre). Los valores del area bajo la concentracion versus la curva de tiempo (AUC) y del area bajo el
efecto versus la curva de tiempo (AUE) fueron calculados haciendo uso de la regla trapezoidal lineal.

Estudios farmacodinamicos

Aproximadamente 200 pL de sangre entera fueron recolectados de cada animal y procesados para el
ensayo de inhibicién de proteasoma de sangre 20S. Los tumores subcutaneos (aproximadamente 600- 800
mm3 de tamaiio fueron recolectados y divididos en dos o tres partes. Uno fue procesado para el ensayo de
inhibicién de proteasoma de tejido 20S uno para anilisis de transferencia de Western y otro para
immunohistoquimica.

Procesamiento de tumores para ensayos de proteasoma de tejido 208



Muestras congeladas fueron pulverizadas en el Tejido CryoPrep (Covaris) y transferidas a tubos de vidrio.
Luego de adicionar 1 mL de solucién reguladora de lisis de tejido frio [50 mmol/L HEPES (pH 8.0), 1
mmol/L DTT], las muestras fueron colocadas en hielo y homogenizadas segin las instrucciones del
fabricante haciendo uso del Covaris E200.

Procesamiento de tumores para ensayos de transferencia de Western.

Los tumores fueron procesados como se describié previamente en el Covaris E200. La solucién
reguladora de lisis M-PER (Pierce) fue suplementado con lo siguiente: 1x conjunto de coctel de inhibidor
de proteasa (Calbiochem), 2 mmol/L sodio ortovanadato (Sigma), 25 mmol/L fluorido de sodio y 25
mmol/L B-glicerofosfato. Se adicion6 solucion reguladora frio de lisis (300~ 800 uL) a los tumores justo
ante del ultrasonido. Luego del ultrasonido, los flotantes fueron transferidos a tubos nuevos y fueron
determinadas las concentraciones de proteina.

Anélisis de transferencia de Western

Lisato tumoral fue cargado en 4% a 12% Bis-Tris gels (Invitrogen). Las proteinas fueron transferidas a
membranas PVDF-FL (Millipore) hacienda uso de un aparato de transferencia semi seco. Luego de la
transferencia y el bloqueo, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo primario durante la noche
a 4°C. Las membranas fueron lavadas tres veces con TBSTween 20 (TBST) e incubadas con
inmunoglobulina de cabra anti-conejo G Alexa Fluor etiquetada -680 (Sondas moleculares) durante 1 h.
Las membranas fueron lavadas cinco veces con TBST y una vez con TBS mientras eran protegidas de la
luz. Las membranas fueron secadas y escaneadas con un Sistema de Iméagenes Infrarrojas Odyssey (LI-
COR Biosciences). Fueron utilizados los siguientes anticuerpos primarios: anti-tubulina (policlonal de
conejo, dilucién 1:15.000; Abcam) y daiios en el ADN anti-detencion del crecimiento 34(GADD34;
Proteintech Group, Inc.). Un anticuerpo secundario fue utilizado a 1:20,000 para tubulina y a 1:2,000
para GADD34. La cuantificacién de las sefiales de transferencia de Western fue realizada con un software
Oddyssey.

Proteasoma 20S B5 y ensayos de sangre

Los tumores de proteasoma 20S PS5 y los ensayos de sangre fueron realizados como se describi6
previamente (36-38).

Estudios inmunohistoquimicos

Las secciones tumorales fijadas con formalina, CWR22 incrustados con parafina y los xenoinjertos WSU-
DLCL2 fueron tefiidos con anticuerpos primarios a GADD34, activando el factor de transcripcion 3
(ATF3), y la caspasa-3 escindida (Proteintech Group, Santa Cruz Biotechnology, y Cell Signaling
Technology). Los anticuerpos GADD34 y ATF3 fueron detectados con anticuerpos secundarios
etiquetados con peroxidasa de rabano silvestre (UltraMapa anti-conejo Ventana Medical Systems) e
incubados con el kit de Chromo-Map 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (Ventana Medical Systems). El
anticuerpo de caspasa-3 escindido fue detectado con un anticuerpo secundario con etiqueta de Alexa
Fluor 594 (Invitrogen). Las laminas fueron contrastadas con hematoxilina para ensayos de GADD34 y
ATF3 y 4'4 ',6-diamino-2-fenilindol para el ensayo de caspasa-3 escindido. Se capturaron imagenes
haciendo uso de un microscopio Eclipse E800 (Nikon Instruments), lente 20x, y una camara digital a
color Retiga EXi (QImaging). Se capturaron cinco campos de vision por muestra, y las imagenes fueron
procesadas haciendo uso de un software MetaMorph (Molecular Devices). Los niveles marcadores
farmaco dinamicos fueron medidos por color umbralizando en el DAB o en la sefial fluorescente y
midiendo el 4rea de la sefial umbralizada. El porcentaje de area positiva fue calculado normalizando con
el 4rea total del campo de visién.

Cuidado animal

Ratones con CB17 —severa con inmunodeficiencia combinada (SCID) y ratones diabéticos no obesos
(NOD)-SCID fueron alojados y mantenidos en un ambiente controlado y recibieron comida y agua a

¢



voluntad. Se proporcioné cuidado veterinario a los animales de acuerdo con el Comité Internacional del
milenio de Cuidado y Uso de animales

Estudios de eficacia
Xenoinjertos CWR22

Ratones machos CB17-SCID (Laboratorios Charles River), aproximadamente de 8 a 11 semanas de edad
fueron inoculados por via subcutinea con fragmentos de tumor CWR22 recientemente disecados (~20
mg) en el flanco dorsal derecho. La media del volumen tumoral (MTV) fue calculada haciendo uso de la
siguiente formula: 0.5 x (largo x ancho2). Cuando la MTV alcanzé aproximadamente 150 a 200 mms3, los
animales fueron aleatorizados en grupos de tratamiento (n = 10 por grupo) antes de la administracién. La
actividad anti tumor fue determinada al final del estudio calculando la proporcién de tratamiento sobre
control (T/C) de sus MTV al final del estudio.

Xenoinjertos WSU-DLCL2

Ratonas hembras CB17-SCID de ~6 semanas de edad fueron inoculadas por via intravenosa con 4 x 106
WSU-DLCL2 células tumorales suspendidas en 0.1 mL RPMI 1640 en el flanco dorsal derecho. Los
animales fueron aleatorizados, y la MTV y la proporcién T/C fueron calculadas como se describi6
previamente.

Xenoinjertos OCl-Ly7-Luc diseminados

Ratonas hembras NOD-SCID de ~9 semanas de edad fueron inoculadas por via intravenosa por la vena
de la cola con células tumorales 1.0 x 106 OCI-Ly7. Los ratones fueron aleatorizados en grupos de
tratamiento (n = 10 por grupo) el dia 7 luego de la inoculacién. Para cada sesidn de imagenes los animales
recibieron 150 mg/kg de luciferina (Caliper Life Sciences) a través de una inyeccion intraperitoneal. La
vista dorsal y ventral de los animales fueron capturadas en iméagenes para determinar el flujo de fotones
total. Las iméagenes fueron capturadas con el sistema de imagenes Xenogen IVIS (Xenogen Corp.), y la
informacién fue recolectada con el software Xenogen Living Image (Living Image 3.0.2.2). La actividad
antitumor fue determinada calculando la proporcion T/C del flujo de fotones promedio al final del
estudio. Las curvas de supervivencia fueron generadas haciendo uso del método Kaplan-Meier.

Analisis estadistico

Los datos de eficacia fueron analizados haciendo uso de un modelo de regresién de efecto mixto lineal.
Las diferencias entre los ratones fueron tratadas como efectos aleatorios, y una estructura de covarianza
simétrica compuesta fue utilizada para modelar la variabilidad entre medidas tumorales repetidas para
cada ratén. Las comparaciones de los tratamientos fueron realizadas tomando curvas ajustadas del modelo
para calcular AAUCs. La importancia de las AAUC fue evaluada hacienda uso de pruebas de
permutacion. Los valores P de <0.05 fueron considerados significativos. Para el estudio OCI-Ly7-Luc,
las diferencias en el flujo total de fotones fueron comparadas haciendo uso de ANOVA de una sola viay
las comparaciones fueron ajustadas con el método Tukey-Kramer. Las curvas de supervivencia generadas
haciendo uso del método Kaplan-Meier fueron comparadas haciendo uso de la prueba log-rank (Mantel-
Cox) y las comparaciones por pares fueron ajustadas con la correccion Bonferroni.

Resultados y discusién

MLN2238 es un inhibidor de la proteasoma selectivo, potente y reversible. MLN9708 fue identificado en
pantallas para inhibidores de proteasoma de molécula pequefia con un perfil farmacoldgico mejorado a
comparacién con el bortezomib (Figl ). En estudios preclinicos, MLN9708 inmediatamente hidrolizé a
MLN2238 (ver datos suplementarios), la forma biolégicamente activa, en la exposicion a soluciones
acuosas o plasma. En estudios en los que una solucion de MLN9708 fue adicionada directamente en una
rata, un perro o plasma humano e inmediatamente extraida y analizada por cromatografia liquida de alto
rendimiento, Gnicamente se’pudo identificar MLN2238. MLN2238 es un acido borénico dipeptidilo
leucino N-recubierto y preferencialmente unido a e inhibido el sitio de tipo quimiotripsina proteolitico



(B5) de la proteasoma 20S con un valor IC50 de 3.4 nmol/L (Ki de 0.93 nmol/L; Tabla 1). En mayores
concentraciones, también inhibi6 los sitios proteoliticos de tipo caspasa (Bl1)y de tipo tripsina (§2) (IC50
of 31 and 3,500 nmol/L, respectivamente). Aunque la selectividad y la potencia de MLN2238 fueron
similares a aquellas del bortezomib, la cinética de unién de proteasoma para estas dos moléculas es
diferente. Tanto MLN2238 como el bortezomib mostraron inhibicién de proteasoma reversible
dependiente del tiempo; sin embargo, se determind que la vida media de disociacién de proteasoma (t1/2)
para MLN2238 era ~6-veces més rapida que aquella del bortezomib (t1/2 de 18 y 110 minutos,
respectivamente).

MLN2238 es un potente inhibidor de la proteasoma en células tumorales. A partir de los resultados
bioquimicos, una serie de experimentos basados en células fueron realizados para confirmar la potente
inhibicién de proteasoma en las células. La inhibicién de la proteasoma resulta en la estabilizacién y
acumulacién de proteinas ubiquitinadas, las cuales han sido objeto de destruccién. Esto lleva a trastornos
en el ciclo celular, la activacién de caminos apoptdticos, y activa la muerte celular (39—43). Estudios
iniciales examinaron los efectos del tratamiento MLN2238 en un substrato de proteasome exdgeno. Las
células MDA-MB-231 que expresan un indicador 4xUb-Luc (36) fueron tratadas con concentraciones en
aumento de MLN2238 y bortezomib. Ambos compuestos inhibieron de manera fuerte la actividad de

proteasoma, lo que resulta en la acumulacién del indicador de luciferasa con valores EC50 similares
(Tabla 1).

El efecto del bortezomib y de MLLN2238 sobre la activacion de necrosis tumoral de factor -o (TNF-a)—
inducido del camino NF-xB fue igualmente examinada (44). La inhibicion de la proteasoma previene la
degradacién de IxBa, un inhibidor de NF-xB, resultando en una disminucién de la expresion del gen
impulsado por in NF-xB. Las células HEK293 que expresan de forma estable un indicador de NF-xB-Luc
fueron tratadas con concentraciones en aumento de MLN2238 y bortezomib. Ambos compuestos
inhibieron de manera fuerte la activacién de TNF-o¢— inducida del camino NF-kB, resultando en valores
EC50 similares (Tabla 1).
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Figura 1. Estructura de MLN9708. A, concentracion de sangre y plasma versus perfil de tiempo de MLN2238 y bortezomib cn ratones CB -
17SCID siguiendo una administracién aguda por via intravenosa (100 pL por ratén) a 17 o 0.8 mg/kg, respectivamente. B, concentracion de
sangre y plasma versus perfil de tiempo signiendo una administracion aguda oral de MLN2238 en ratones CB17 - SCID a 11 mg/kg (100 uL por
raton). C, concentracién de plasma versus perfil de tiempo siguiendo una administracién aguda por via intravenosa (200 L por rata) de
MLN2238 y bortezomib en ratas desnudas a 0.3, 0.2 y 0.2 mg/kg, respectivamente. D, barras, SD. N=3 para todos los puntos excepto 05h




después de a dosis en plasma para MLN2238 por via intravenosa, 1 h después de la dosis en plasma para bortezomib por via intravenosa y 0.5 y
8 horas después de la dosis en sangre para MLN2238 por via oral (PO), en donde n =2.

El efecto de MLN2238 o el bortezomib sobre la actividad de B5 fue determinada in situ haciendo uso de
la evaluacién Proteasoma-Glo basada en células. Los valores ICS0 determinados por este ensayo luego de
una hora de tratamiento con MLN2238 o bortezomib se encontraron en el rango nanomolar bajo y
comparable con aquellos calculados con proteasoma 20S purificada. La recuperacion de la actividad de
proteasoma fue determinada llevando a cabo experimentos de lavado con MLN2238 o bortezomib. Las
células fueron tratadas con el medicamento por 4 horas, luego de las cuales ¢l medicamento fue removido
y la actividad de proteasoma fue evaluada. La actividad de proteasoma en las células tratadas con
MLN2238 se recuperé al 69% de las células de control, mientras que en las células tratadas con
bortezomib se recuperé tan solo al 20% (Tabla 1). La diferencia en la Trecuperacién de la actividad de
proteasoma entre MLN2238 y el bortezomib es consistente con las diferencias observadas en la
proteasoma t1/2 entre las dos moléculas.

Los estudios de viabilidad celular fueron llevados a cabo en una variedad de lineas celulares de
mamiferos para comparar los efectos antiproliferativos in vitro de MLN2238 con el bortezomib. Los
estudios llevados a cabo con células A375 (pulmén), H460 (pulmén), HCT-116 (colon), y HT-29 (colon)
revelaron valores LDsosimilares para los dos compuestos, los cuales oscilaron entre 4 a 58 nmol/L (Tabla

1.

Tabla 1. Resumen de pardmetros de enzimologia, farmacocinética y farmaco dindmica de MLN2238 y

bortezomib
MLN2238 Bortezomib

Ensayos bioquimicos

BS Ki (nmol/L) 093 (0.64-1.4,n=3)  0.55(0.34-0.89,n=3)
BS ICsp (nmol/L) 3.4(2.8-4.1,n=3) 2.4 (2.0-2.9, n = 45)
B2 ICsp (nmol/L) 3,500 1,200

B1 ICso (nmol/L) 31 24 (14.5-40, n = 12)

B5 disociacion de media vida (min) 18 (6.8-30,n=3) 110 (71-150,n=3)
Ensayos basados en células

MDA-MB-231 4xUb-Luc ECsp (nmol/L)

Enax (veces de estimulacion)

HEK?293 NF-xB-Luc ECsp (nmol/L)

Enax (% inhibicién maxima)

Calu-6 Proteasome-Gio ICso (nmol/L)

Calu-6 Proteasoma-Glo (% actividad),* t=4h,

310 (230400, n = 29)
370 (330410, n =29)
33 (2740, n = 23)
99.6 (99.3-100, n = 23)
4.8 (n=12)

525 (330-840,n=4)
265 (160-370,n = 4)
55(33-91,n=7)

99.3 (99.0-99.6,n="7)
9.7(n=7)

sin lavado 7.1 (3.6-10.6,n=35) 3.45(2.049,n=35)
Calu-6 Proteasoma-Glo (% actividad),* t=4h,
lavado 69 (66-71,n=15) 20 (18-23,n=5)
A375 ATPlite LDso (nmol/L) 20 6.5
H460 ATPlite LDy, (nmol/L) 58 13
HCT-116 ATPlite LDs, (nmol/L) 19 4
HT-29 ATPlite LDso (nmol/L) 52 7
Parametros farmacocinéticos
Agente Dosis y ruta Matriz =~ Cpax(ng7mL9  AUC; 345 (h-ng/mL) vd F%
(L/kg)
MLN2238 14 mg/kg i.v Plasma 17,000 8.090
14 mg/kg i.v Sangre  10.500 9.660 20.2
11 mg/kgoral  Plasma 1.630 1.810 27.8
11 mg/kg oral Sangre  1.710 6.310 59.5
Bortezomib 0.8 mg/kg i.v. Plasma 321 485
0.8 mg/kg i.v. Sangre 548 4422 43
Parametros farmaco dinamicos
MLN2238 14 mg/kgiv  Sangre 83.1+ 718+
14 mg/kgiv  Tumor (CWR22) 69.1 1120 1.56
14 mg/kgiv  Tumor (WSU-DLCL2) 77.0 1460 2.03
Bortezomib 0.8 mg/kgi.v. Sangre 883 1170:
0.8 mg/kgiv. Tumor (CWR22) 448 804 0.69




0.8 mg/kg i.v. Tumor (WSU-DLCL2) 27.6 306 0.26

NOTA: Los resultados son reportados como media (95% intervalo de confianza, niimero de experimentos)
Abreviaciones: K;, constante de disociacion de inhibicién; E.,, méaximo efecto; ¥%, biodisponibilidad
oral; t = tiempo; AUCo24 1, AUC desde 0 a 24 h; C,.,., concentracién méxima; Vd, volumen de
distribucién; 1%, porcentaje de inhibicién.

* Después de la exposicién a 1 pmol/L o 1 pmol/L de bortezomib por 30 min.

+Para MLN2238, sangre E..x = 81.3 % a 85.0% (n=2) y AUEo24 4= 554 a 882 (n=2)

sPara bortezomib sangre E = 86.8% 2 89.8% (n =2) y AUE 24,= 1,140 2 1,200 (n = 2).

En conjunto, estos estudios in vitro muestran que MLN2238 es un potente inhibidor del sitio 5 de la
proteasoma 20S y que MLN2238se disocié més ripidamente de la proteasoma que el bortezomib, en
consistencia con una recuperacién mas rapida de la actividad de proteasoma observada en ¢l ensayo de
Proteasome-Glo. Dadas las altas concentraciones de proteasoma encontradas en los RBCs, esgrimimos la
hipétesis de que la division de RBC podria servir como un disipador de medicamento para el bortezomib
y limitar su distribucién por fuera del compartimiento sanguineo. La proteasoma mas pequefia tiz de
MLN2238 deberia permitir una distribucién del medicamento en los tejidos. Para abordar este aspecto de
forma directa, una serie de estudios farmacocinéticos, farmacodinamicos y de eficiencia con MLN2238 y
bortezomib fueron realizados en diferentes modelos de xenoinjertos.

Farmacocinética de MLN2238 y bortezomib

Para determinar el perfil farmacocinético de MLN2238 y el bortezomib, se les administr6 a los ratones
una dosis Gnica de MILN2238 a 14 mg/kg por via intravenosa y 11 mg/kg oralmente o bortezomib a 0.8
mg/kg por via intravenosa. Estas dosis representan la dosis mixima tolerada (MTD) para cada
medicamento para la via de administracion especificada. Las exposiciones fueron determinadas midiendo
la concentracién de medicamento sanguinea y de plasma en varios puntos en tiempo luego de la dosis
inicial (Tabla 1). La curva de concentracién versus tiempo de MLN2238 administrado por via intravenosa
mostrd un perfil biexponencial diferente con una fase de distribucién inicial empinada y una terminal
larga t2 (>24 horas ; Fig. 1B). Debido a la extensa division de RCB, la distribuci6n de tejidos de cuerpo
entero es reflejada de manera mas precisa en la distribucién de volumen de sangre en estado estable (Vds
») més que en la distribucién de volumen de plasma en estado estable (Vds.»). MLN2238 mostr6 un mayor
Vds 5 (20.2 L/kg) a comparacién con el bortezomib (4.3 L/kg), proporcionando sélida evidencia de que
MLN2238 se mueve més facilmente del compartimiento sanguineo al compartimiento del tejido.
MLN2238 igualmente mostré una biodisponibilidad moderada (Tabla 1; Fig. 1C). Para determinar el
perfil farmacocinético de MLN2238 y el bortezomib en segundas especies, se les administré a ratas
Sprague-Dawley una dosis intravenosa iinica de MLIN2238 a bien sea 0.3 0 0.2 mg/kg o bortezomib a 0.2
mg/kg. Ambas dosis de MLN2238 proporcionaron una exposicién de plasma mayor (dosis AUCosn
de704 y1,070 h-ng/mL para 0.2 y 0.3 mg/kg, respectivamente) a comparacién con el bortezomib (AUCosz
»of 206 h-ng/mL), confirmando que MLN2238 tiene una exposicién de plasma mejorada a comparacion
con el bortezomib en los roedores (Fig. 1D).

MLN2238 induce una mayor respuesta farmacodindmica que el bortezomib en tumores xenoinjertos.

Para una evaluacién adicional de la actividad de MLN2238 in vivo, una serie de estudios farmaco
dinamicos fueron desarrollados en ratones CB17-SCID usando prostata humana (CWR22). La respuesta
farmaco dinamica fue evaluada por medio de la medicién de (a) el grado de inhibicién de proteasoma
208 vy (b) los niveles de expresion de la proteina GADD34.

La inhibicién de la proteasoma 20S en sangre y tumores fue generada por MLN2238 y bortezomib desde
ambos CWR22 y xeno implantes WSA-DLCL2 (Fig.2) la AUE fue calculada desde O hasta 24 horas
(AUE,,4) tanto para sangre como para tumor (Tabla 1) estas AUEs representa la suma del efecto
farmaco dindmico sobre un periodo definido de tiempo en un compartimiento de tejido particular.
Calculando la tasa AUE de tumor y sangre proporcionando una reflexién funcional de la distribucion y
del efecto farmaco dinamico perdurable del medicamento en diferentes compartimientos de tejido. El
nivel maximo de inhibicién de proteasoma en sangre (Emax) seguido de una dosis aguda intravenosa bien



sea de MLN2238 (83.1%) o bortezomib (88.3%) fue cercanamente idéntica (Tablal) Sin embargo, la
duracién del efecto difiere entre la dos moléculas, teniendo con bortezomib una respuesta mas sostenida
y, por lo tanto, un AUE mayor en sangre que MLN2238 (Fig. 2B y D) en contraste con la sangre,
MLN2238 mostré una tanto una mayor y méaxima y sostenida inhibicion de proteasoma de tumor
comparada con bortezomib en ambos modelos de xenoimplante (Tabla 1; Fig 2° y C) la tasa de sangre y
tumor para MLN2238 en CWR22s y WSU-DLCL2s fue 1.56 y 2.03, respectivamente, comparada con
0.69 y 0.29 para bortexomib (Tabla I). Consistente con los perfiles farmacocinéticos descritos para estas
dos moléculas (es decir, MLN2238 tiene un mayor Vd p), estos resultados mostraron que MLN2238
tuvo un mayor efecto farmacodinamico en tumor comparado con sangre, mientras que lo contrario fue
cierto para bortezomib. Consistente con el tumor mejorado Enm.x en ratones tratados MLN2238, estos
datos confirman que MLN2238 tuvo un mayor efecto farmacodindmico general que el bortezomib tal y
como fue evaluado por la inhibicién de 20S.
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Figura 2. Inhibicion de la proteasoma versus perfil de tiempo dc MLN2238 (14 mg/kg; A y C) y bortezomib (0.8 mg/kg; B y D) siguiendo una
administracién aguda por via intravenosa en CWR22 ( A y B)( y WSU-DLCL2 (C y D) ratones que llevan tumores. La respuesta formaco
dinamica en sangre y tumores fue determinada por medio de [a medicion de la inhibicién de 1a enzima $5 de la proteasoma “0S en sangre y
tumores en diferentes puntos de tiempo.

Fueron evaluados marcadores adicionales de framacodinamica para estudiar el efecto descendiente de la
inhibicién de la proteasoma. Una de las consecuencias de la inhibicion de la proteasoma es la
acumulacién de las proteinas asociadas con el estrés de la via de tension de reticulum endoplasmico (ER)
y de la via de respuesta de proteinas desdobladas (UPR) (11, 45-50). Una de estas proteinas es GADD34,
un gen de tension inducible que también es sobre regulado en respuesta a dafios en el ADN, hipoxia, y
agotamiento de energia (51). Los analisis de Western blot fueron realizados en tumores aislados a partir
de ratones CWR22 y WSU-DLCL2que llevaban xenoimplantes tanto con MLN2238 como con
bortezomib (Fig 3). El incremento de la expresién de GADD34 fue visto en tumoreé CWR22 xeno
implantados siguiente tratamiento de MLN2238 o bortezomib, mientras que una respuesté aun mayor fue
vista siguiendo el tratamiento MLN2238 (Fig 3A). De manera similar, el tratamiento con bortezomib solo
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gura 3. La rumt farmaco dinamica en tumores fue determinada por medio de 1a medida de los niveles deﬁll: proteina GADD34 en diferentes
puntos de tiempo por medio de western bolt y cuantificada con un Sistema de imagenes Infrarojo Odyssey. A y B, respuesta normalizada de
GADD34 versus perfil de tiempo se muestran como factor de cambio del vehiculo de control siguiendo una administracién aguda por via
intravenosa de MLN2238 a 10 mg/kg y bortezomib a 0.8 mg/kg en ratones que Hevan tumores CWR22 (A) y WSU ~ DLCL2 (B). Las columnas,
media de tres umores por grupo, excepto el grupo de vehiculo CWR22 con cuatro tumores y ¢l grupo de vehiculo WSU — CLDL2 con 5 tumores;
las barras, SD. La coloracion inmunohistogimica (C y D) para GADD34 en tumores xenoimplantados CWR22 8h siguiendo una dosis aguda
intravenosa de cualquicra de los vehiculos (C) o MLN2238 a 14 mg/kg (D).

llevé a un menor incremento en los niveles de GADD34 en tumores xeno implantados WSU.DLCL2, en
donde MLN238 induce fuertemente si expresién (Fig 3B). Para confirmar estos resultados y para tener un
mejor entendimiento de la magnitud de la respuesta a través de células individuales dentro del tumor, se
desarroll6 una coloracién inmunohistoquimica usando en anticuerpo anti-GADD34 (Proteintech). Una
coloracién fuerte GADD34, reflejando un incremento en los niveles de proteina GADD34, fue vista a
través de la mayoria de las células del tumor en xenoimplantes CRW22 8 horas después de una dosis
intravenonsa anica de MLN2238 a 14mg/kg (Fig. 3D) comparada con una muy baja coloracién en los
xenoimplantes CRW22 tratados con vehiculos (Fig. 3C). Aproximadamente un incremento de 5 veces el
nimero total de células positivas de GADD34 fueron vistas 8 y 24 horas después del tratamiento con
MLN2238 en comparacién con el vehiculo de los tumores de control tratados (Fig. suplementaria S1). En
los tumores xenoimplantados WSU-DLCL2, el tratamiento con bortezomib lleva solo a un menor
incremento en los niveles de GADD34 medidos por western blot, en donde MLN2238 induce fuertemente
su expresion (Fig. 3B). De manera adicional, examinando los niveles de ATF3, otro gen sobre regulado
durante la tension ER y la activaciéon UPR (48, 52, 53) reveld un patrén similar, con un mayor niimero de
celular con coloracién positivamente para ATF3 siguiendo un tratamiento de tumores xenoimplantados
WSU.DLCL2 con MEN2238 en comparacién con bortezomib (Fig. suplementaria S2). Estos resultados
confirman que la mejor exposicion de los tumores vista con MLN2238 trasladada dentro de una
farmacodinamica mejorada del tumor responde tanto al nivel como de manera descendiente desde la
proteasoma.
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Figura 4. Actividad anti tumor de MLN2238 y bortezomib en ratones que Hlevan tumores CWR22 (n =10). A. los animales fueron dosificados por
via intravenosa dos veces a la semana (BIW) con un vehiculo (5% HPBCD) bortezomib (0.4 y 00.8 mg/kg en salina 0.9%), y MLN2238 (7 y i4
mg/kg en 5% HPPCD). B. los animales fueron dosificados por via intravenosa dos veces a la semana con un vehiculo, dos veces a al semana por
via intravenosa con MLN2238 (14 mg/kg), o por via oral dos veces a la semana con MLN2238 (11 mg/kg). Los puntos, volumen promedio del
tumor en cada grupo de tratamiento; barras, SE. Valores T/C y P fueron calculados tal y como se describe en Materiales y Métodos. Un valor P

<0.05 fue considerado como significativo.

MLN2238 muestra una actividad anti tumor en el modelo de xenoimplante CWR22.

Para confirmar que la respuesta firmaco dindmica vista en los xenoimplantes CWR22 se podria trasladar
dentro de la actividad anti tumor, una serie de experimentos de eficacia fueron llevados a cabo
comparando MLLN2238 con bortezomib.

Los efectos antitumor de MLN2238 dosificado a 14mg/kg de manera intravenosa o 7 mg/kg de manera
intravenosa fueron comparados con bortezomib dosificado a 0.8 mg/kg de manera intravenoso o 0.4
mg/kg de manera intravenosa en un régimen de dos veces a la semana (Fig 4A). La dosis més alta tanto
para MLN2238 como para bortezomib mostraron una actividad anti tumor similar en este modelo (T/C =
0.36 y 0.44 respectivamente). Sin embargo, MLN2238 (7 mg/kg) mostré mayor eficacia a una dosis de
0.5 MTD en comparacién con una dosis de 0.5 MTD de bortezomib (0.4 mgkg: T/C = 04 en
comparacién con T/C = 0.79 respectivamente; Fig. 4A).

MLN2238 tiene una biodisponibilidad moderada (Tabla 1) en la Fig 4B, nosotros mostramos que la dosis

oral de MLN2238 result6 en una actividad anti tumor en el modelo xenoimplante CWR22 (T/C = 0.37) .

Tomado en conjunto, estos resultados muestran que el modelo de préstata humana es sensible a la

inhibicién de proteasoma. Adicionalmente, una comparacion directa entre MLN2238 y bortezomib revel6

una actividad anti tumor similar cuando es dosificada a sus respectivos MTD; sin embargo, cuando ambos

compuestos fueron dosificados a sus respectivos 0.5 MTD, MLN2238 mostré una actividad mejorada por
’ sobre bortezomib (Fig 4A).
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como regimenes de dosificacién continuo de MLN2238 mostraron una fuerte actividad anti tumor (T/C =
0.44 y 0.29 for 14 mg/kg por via intravenosa y mg/kg por via subcuténea, respectivamente) y generaron
una respuesta apopoptica mayor en tejidos de tumor tal y como fue medido por los niveles de caspasa-3

escindidos (Fig. suplementaria S3).

Figura 5. La actividad anti tumor de MLN2238 y bortezomib en dos modelos de linfoma xenoimplantado. Cada grupo de tratamiento consistié en
10 ratones. A. la actividad anti tumor en xenoimplantes WSU ~ DLCD2. Los animales fueron dosificados con un vehiculo (5% HPBCD por via
intravenosa dos veces a la semana) bortezomib (0.8 mg/kg dos veces a la semana o 0.4 mg7kg por via subcutanea QD) 0 MLN2238 (14 mg/kg
por via intravenosa dos veces a la semana o 4 mg/kg por via subcutinea QD) por tres semanas consecutivas. B, la actividad anti tumor en el
modelos de linfoma diseminado OCI-Ly7-Luc. Los animales fueron dosificados con un vehiculo (0.5% Sotutol + 1% DMSO por via subcutanea
QD) bortezomib (0.4 mg/kg en salina 0.9% por via subcutinea QD), bortezomib (1.0 mg/kg en salina 0.9% por via intravenosa QW) o MLN2238
(4 mg7kg en 0.5 Solutol + 1% DMSO via subcutanea QD) por 3 [, ivas Los Puntos, volumen promedio de los tumores; barras, SE
La valores T/C y P fueron calculados tal y como fue descrito en Materiales y Métodos. Un valor P de <0.05 fue considerado como significativo.
C, perfil de supervivencia Kaplan-Meier.

La actividad anti tumor de MLN2238 y bortezomib fue evaluada en un modelo diseminado de linfoma.
La capacidad de los dos medicamentos para reducir la carga tumoral y mejorar la supervivencia general
fue evaluada en este modelo de linfoma sistémico. Ratones NOD-SCID fueron inoculados con células
OCI-Ly7-Luc expresando un gen de reporte de luciferasa. Escaneos bioluminiscentes, obtenidos por
medio de formacién de imagenes cuantitativas Xenogen, permitié el seguimiento del crecimiento del
tumor en animales vivos a través del tiempo. La mas fuerte respuesta anti tumor fue vista siguiendo el
tratamiento con MLN2238 a 4.0 mg/kg por via subcutanea QD (T/C = 0.20; Fig 5B). Este régimen de
dosificacién también prolongdé de manera significativa la supervivencia general en este modelo en
comparacién con los vehiculos de control tratados (la supervivencia media fue de 54 dias versus 33 dias,
P = 0.05; Fig. 5C). Una respuesta anti tumor mucho mas débil fue vista siguiendo el tratamiento con
bortezomib a 0.4 mg/kg por via subcutinea QD o 1.0 mg/kg por via intravenosa una vez a la semana
(T/C = 0.86 y 0.76 respectivamente). Este régimen de dosificacion de bortezomib tampoco prolongé de
manera significativa la supervivencia (la supervivencia media fue de 33 y 43 dias respectivamente; P >
0.99 para ambos; Fig. 5C).

En resumen, hemos identificado una segunda generacion de pequefias moléculas inhibidores de la
proteasoma. Estas tienen unas propiedades fisico quimicas diferentes en comparacion con el bortezomib,
incluyendo una disociacién mas corta de la proteasoma t;p, la cual nosotros creemos que juega un rol
critico en la capacidad de esta molécula para distribuir dentro de los tejidos. Una farmacocinética y
tolerabilidad mejoradas permiten que esta molécula sea administrada en dosis més altas, resultando en
una mayor exposicién de la sangre y el plasma. De manera consistente con estos hallazgos, hemos
encontrado una mayor respuesta firmaco dinamica en multiples modelos de xenoimplantes tratados con
MLN2238 n comparacién con bortezomib, particularmente en tumores, soportando nuestra hipétesis de
que MLN2238 tiene unas caracteristicas de distribucién mejoradas. La biodisponibilidad superior también
permite a esta molécula ser dosificada por via oral, en donde bortezxomib esté restringido regimenes de
dosificacién intravenoso y subcutdneo para alcanzar niveles de exposicion aceptables. Los datos
generados tanto de los estudios de eficacia subcutdnea como de xenoimplantes diseminados muestran que
MLN2238 tiene una mayor actividad anti tumor cuando es administrado bien sea por regimenes de
dosificacién continuos o intermitentes y mejora la supervivencia general en comparacion con el
bortezomib. Tomados en conjunto, estos datos soportan el desarrollo clinico de MLN9708, tanto para
indicacién de tumores s6lidos como hematolégicos. :
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Correccién: Evaluacion del Inhibidor de la Proteasoma MLN9708 en modelos Preclinicos de cancer
humano

En este articulo (Cancer Res 2010;70:1970-80),, el cual fue publicado en la edicién del 1 de marzo de
2010 de Cancer Research (1), Paul Hales (Millennium Pharmaceuticals, Inc., Cambridge, Massachusetts)
debid haber sido incluido como el noveno autor. El articulo en linea ha sido cambiado para reflejar esta
correccién y va no coincide con la versidn impresa.
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Asunto: Radicacidn recurso de apelacién

Datos adjuntos: doc20130812170424.pdf; doc20130812170526.pdf

Estimados Sefiores:

Conforme a la Resolucidn 42847 del 18 de julio de 2012, me permito adjuntar recurso de reposicion en
forma oportuna, en contra de la Resolucion No. 37571 del 24 de junio de 2013, por medio de la cual se
negd la Solicitud de Patente de Invencion denominada: "COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS” a nombre de MILLENNIUM PHARMACEUTICALS,
INC. Solicito que los presentes documentos sean anexados al expediente 10.161.489.

Un cordial saludo.

Carolina Polanco
Asociada/Associate
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Direccion de Nuevas Creaciones

E. S. D.

REF. PCT- PATENTE DE INVENCION
Invencién: COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS
Expediente: 10.161.489
TITULAR: MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
Asunto: RECURSO DE REPOSICION

MAURICIO PATINO BONNET, mayor de edad, vecino de esta ciudad,
identificado como aparece al pie de mi firma, en mi calidad de.apoderado de la
sociedad MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC,, por medio del presente
memorial y dentro del término legai correspondiente, presento RECURSO DE
REPOSICION en contra de la Resolucién No. 37571 del 24 de junio de 2013,
por la cual se negd la patente de invencidon de la referencia, para que la
revoque y en su lugar se conceda el privilegio de patente solicitado.

Sirven de fundamento los siguientes hechos y argumentos:

HECHOS

- La sociedad MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC., mediante escrito
radicado el 23 de diciembre de 2010, con el nimero 10.161.489, solicitd la
entrada a fase nacional de la solicitud de patente de invencion titulada
“COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS
DE LOS MISMOS” que corresponde a la solicitud Internacional
PCT/US2009/003602 del 16 de junio de 2009.

2i31149_1.DOCX_71833
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- Realizado el examen de forma, se ordené publicar el extracto de la solicitud
en la Gaceta de la Propiedad Industrial No. 632, sin que se hubieran

presentado oposiciones por parte de terceros.

- Realizado el examen de fondo, se requirid al solicitante mediante Oficio No.
463, notificado el 22 de enero de 2013, para que se pronunciara sobre la
patentabilidad de la invencién en términos de claridad, excepciones de

patentabilidad, novedad y nivel inventivo.

- Ei solicitante respondié oportunamente los requerimientos realizados,
mediante escrito radicado el 07 de junio de 2013, y presenté un nuevo
capitulo reivindicatorio compuestos por diecisiete (17) reivindicaciones.

- Mediante Resolucion No. 37571 del 24 de junio de 2013, Ila
Superintendencia de Industria y Comercio, negd la patente de invencién

solicitada.

FUNDAMENTOS DE LA DIRECCION
La Direcci6n fundamenta la decisién sosteniendo lo siguiente:

Como se dijo anteriormente, el documento D1 es considerado el estado de la
técnica cercano a la invencién definida en la reivindicacién 1 porque divulga un
compuesto de formula (1) y composiciones que los contienen con actividad
inhibitoria de proteasoma (Pag. 1, Parr. [0011] a P3g. 2, Parr. (0020]).

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacién 1, y los
compuestos del documento D1 consiste en que este documento no divulga
especificamente el anillo 2,5-diclorofenilo unido a un sustituyente carbonilo
come grupo P y no divulga especificamente la estructura derivada de
dioxaborolano o djoxaborinano oxo sustituida comprendiendo los sustituyentes
derivados de acido carboxilico R®® y R*. En los efemplos del documento D1 se
puede observar que en'este documento ya se encuentra divulgado el grupo
isobutilo como sustituyente correspondiente al grupo R® del compuesto

reclamado.

~Y
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El efecto que logra el incluir el grupo 2,5-diciorofenilcarboxamida y los anillos
dioxaborolano y dioxaborinano oxosustituidos comprendiendo los sustituyentes
derivados de acido carboxilico RP?® y R™es que permite obtener compuestos

alternativos como inhibidores de proteasoma.

El problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢Cémo modificar los compuestos conocidos en D1 para
proporcionar compuestos alternativos como inhibidores de proteasoma?

Ahcra bien, teniendo en cuenta que el documento D1 da a conocer cornpuestos
de férmula (1) inhibidores de proteasoma que tienen un anillo aromético unido
a un grupo carboxamida y comprenden estructuras ciclicas como son los anillos
dioxaborolano y dioxaborinano;, se puede observar que el anillo 2,5-
diclorofenilo y los sustituyentes R® y R™ asi como el sustituyente oxo de los
anillos dioxaborolano y dioxaborinano son las diferencias estructurales entre
los compuestos reclamados y los compuestos conocidos segun el documento
D1. Pese a esta diferencia no se presenta evidencia de un efecto técnico
sorprendente otorgado al compuesto al seleccionar especificamente el anillo
2,5-diclorofenilo como anillo aromatico y al incluir sustituyentes oxo y —(CHs)p-
CO,H como sustituyentes de los anillos dioxaborolano y dioxaborinano. De esta
manera esta oficina concluye que una persona normalmente versada en la
materia seleccionaria el anillo de fenilo como arilo correspondiente al
sustituyente R’ divulgado en dicho documento y realizaria modificaciones
menores sobre este anillo de fenilo y sobre los anillos de dioxaborolano y
dioxaborinano para llegar al objeto de la reivindicacién 1, por lo cual y ante la
falta de evidencia de un efecto técnico sorprendente presentado por el

compuesto reclamado, dicha reivindicacion se considera obvia.

Lo anterior considerando que la actividad se debe al niicleo farmacoférico de la
molécula y la modificacién realizada en la estructura, que es una modificacion
menor, ho ocasiona una variacion importante en su actividad, lo cual es
considerado obvio y por lo tanto, sin altura inventiva.

Puesto que para los demas compuestos reclamados asi como para las formas
cristalinas y las composiciones reivindicadas en la solicitud, no se presenta
evidencia de un efecto técnico sorprendente; se considera que Jlas

reivindicaciones 2 a 17 tampoco tienen nivel inventivo.
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La solicitante afirma que el documento D1 especifica que el termino radical
derivado de aziicar se refiere a un radical formado por la remocién de dtomos
de hidrogeno desde dos grupos hidroxilo de cualquier radical de aztcar y que
ni el &cido pirtivico ni el acido citrico corresponden a dicho tipo de radical,
estableciendo ademas que la solicitud especifica que los radicales utilizados se
refieren a un grupo radical directamente conectado a un atomo de carbono en
una posicién alfa o beta relativa al grupo acido carboxilico y que por lo tanto
no hay ninguna ensefianza en D1 que pueda conducir a llegar a los
compuestos reivindicados de la férmula (II) sin un déscubrimiento inventivo.

Adicionalmente la solicitante manifiesta que "las nuevas reivindicaciones 6 a 14
relacionadas con nuevas formas cristalinas caracterizadas por patrones de
difraccion de polvo de rayos X con picos caracteristicos, muestran propiedades
distintivas en la unidad de empaque, termodinamica y temperatura de fusién”
argumentando que el documento D1 no proporciona ensefianzas o sugerencias

que guien a obtener dichas nuevas formas cristalinas.

Se aclara 3 la solicitante que el documento D1 sugiere todas las caracteristicas
técnicas del grupo farmacoférico principal incluyendo el anillo 2,5-diclorofenilo
el cual queda sugerido cuando en dicho documento se establece que el
sustituyente R’ corresponde a un arilo sustituido (Pg. 5, Pérr. [0081]). Si bien
el documento D1 no proporciona ensefianzas que permitan llegar a la
consecucion de los restos de acido pirdvico y citrico comprendiendo los
sustituyentes oxo y ~—(CH,)-CO,H como sustituyentes de los anillos
dioxaborolano y dioxaborinano, estos constituyen una modificacién menor
sobre el grupo farmacofdrico principal dentro de la experimentacién para
obtener compuestos alternativos como inhibidores de proteasoma y puesto que
la soficitante no presenta evidencia que bajo las mismas condiciones los
compuestos y las formas cristalinas de la presente invencién presenten un
efecto técnico sorprendente con respecto a los compuestos ya conocidos en el
estado de la técnica. De manera que el nivel de actividad de dichos
compuestos y formas cristalinas de Ia solicitud estudiada no es sorprendente
para la persona normalmente conocedora de la materia, a la luz de Io

ensefiado en el documento D1.
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ARGUMENTOS DEL RECURSO

En primer lugar deseo expresar mi total desacuerdo con las razones expuestas
por ese Despacho respecto a la falta de nivel inventivo de la presente
invencion. Cabe resaltar los siguientes puntos que claramente demuestran que
la presente invencidn cumple con el nivel inventivo necesario para que le sea
concedido el privilegio de patente de invencién. A saber:

Estabiece e! articulo 18:

“Art. 18

Se considerard que una invencion tiene nivel inventivo, si para una
persona del oficio normalmente versada en la materia técnica
correspondiente, esa invencién no hubiese resultado obvia ni se hubiese
derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

En este sentido es importante peoner de presente que el examen de nivel
inventivo estd dirigido a determinar si la invencion reivindicada habia sido
sugerida o ensefiada en el estado del arte, de acuerdo con el conocimiento de
un técnico medio en la materia. Para los anteriores efectos, el método
problema-solucién le indica al Examinador que al realizar el examen de nivel

inventivo debe:

"- Identificar el estado de la técnica cercano a la invencién reivindicada
El estado de la técnica cercano es un documento que se encuentra
en el mismo campo técnico que la invencién o trata de solucionar
el mismo problema o uno semejante. Suele ser el que tiene més
caracteristicas en comun con la invencién o presenta leves
modificaciones de estructura e indica la misma funcidn, propésito.
En caso de que haya varios documentos relacionados, el estado de
la técnica cercano es el documento que menciona una funcién,
propdsito, problema a resolver ¢ actividad semejante al de la
invencion.

-Determinar la diferencia entre la invencion y estado de la técnica

cercano.

- Definir el efecto técnico causado y atribuible al elemento diferencial.

- Deducir el problema técnico objetivo.
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- Evaluar si la invencién reivindicada, partiendo del estado de la técnica
cercano y del problema técnico objetivo, habria sido obvia para Ja
persona medianamente versada en Ja materia.” !

En este sentido, el instructivo para el Examen de Solicitudes de Patentes de
Invencion y Modelos de Utilidad de la Superintendencia de Industria y

Comercio, establece:

"Si un compuesto tiene estructura similar a un compuesto conocido y su

efecto es sorprendente, se considera inventivo -2,

El Despacho considera que la invencion de mi representada carece de nivel
inventivo a la luz de D1 (US2002188100) porque no se evidencia un efecto
técnico sorprendente al seleccionar especificamente el anillo 2,5-diclorofenilo
como anillo aromatico y al incluir sustituyentes oxo y —(CH,)y-CO;H como

sustituyentes de los anillos dioxaborolano y dioxaborinano.

En vista de lo anterior, presento junto con este escrito un articulo de Erik
Kupperman, et al., el cual fue publicado por la AACR - American Association
for Cancer Research, en la edicidon de! 1 de marzo de 2010 titulado “Evaluacion
del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de céncer
humano”. Dicho articulo compara la efectividad del compuesto MLN9708,
objeto de proteccién de la presente solicitud de patente, con el compuesto
bortezomib; compuesto revelado y ejemplificado en el Ejemplo 2, pédg. 10 de
D1, identificado por el examinador como el estado de la técnica mas cercano.

En este respecto, el articulo afirma:

“MLNS708 tiene una vida media de disociacion de proteasoma mdés corta, asi
como farmacocinética, farmacodindmica y actividad antitumoral mejorada en
comparacion con el bortezomib. MLN9S708 tiene una mayor distribucién de
volumen de sangre en estado estable, y los andlisis de la inhibicién de la
proteasoma 205, asi como los marcadores de la respuesta de proteina
desplegada  confirmaron que  MLN9708 tiene mayores efectos

! Superintendencia de Industria y Comercioc “Examen de Solicitudes de Patentes
de Invencion y Modelos de Utilidad”, Bogota D.C., Febrero 8, 2012, Pdg. 72 - 73.
2 Ibidem, Pag. 85.
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farmacodinédmicos en los tejidos a comparacion con el bortezomib” (Ver el

Resumen).

"MLN9708 tiene una vida media de disociacién de proteasoma mas corta que el
bortezomib, lo cual creemos que juega un rol importante en la mejoria en la
distribucion de tejidos. La comparacién directa con el bortezomib reveld que
MLNS708 tiene un perfil farmacocinético y farmacodinamico mejorado y
muestra una actividad antitumoral superior tanto en tumores sélidos como en
modelos de xenoinjertos hematolégicos, y muestra actividad antitumoral
cuando es administrado a través de miltiples rutas de dosificacién y
regimenes” (ver el final de la seccién de la Introduccién).

"Una superior biodisponibilidad igualmente permite que esta molécula sea
administrada de forma oral, mientras que el bortezomib se limita a regimenes
de administracion por via intravenosa y via subcutidnea actividad antitumoral”

(Ver el ditimo pérrafo).

Por consiguiente, toda vez que las diferencias estructurales de los compuestos
de la presente invencién: (i) no son sugeridas o reveladas en D1 vy (ii) dichas
diferencias SI permiten obtener un efecto técnico sorprendente,
evidenciado en una Dbiodisponibilidad superior, un perfil
farmacocinético y farmacodinamico mejorado, y una mejor actividad
antitumoral; se puede concluir, que D1 no anticipa la materia de la presente
invencion y por lo tanto los compuestos y las formas cristalinas aquf

reivindicados son inventivos a la luz de la anterioridad citada.

PETICION

Atentamente solicito a su Despacho se sirva revocar la Resolucién No. 37571
del 24 de junio de 2013, por la cual se negd la solicitud patente de la
referencia y en su lugar, se conceda el privilegio de patente a la invencién
“COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE
LOS MISMOS” a nombre de MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.,
contenida en el Expediente No. 10.161.489.
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PRUEBAS

Comedidamente solicito tener en cuenta como prueba de las argumentaciones
expuestas en el presente recurso, el material constitutivo del Expediente No.
10.161.489 referente a la patente en discusién.

NOTIFICACIONES

Recibiré notificaciones en la secretaria de su Despacho o en la Carrera 9 # 74-
08, Oficina 305, en la ciudad de Bogoté D.C. '

ANEXOS

i) Erik Kuppérman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, et al. “Evaluation of the
Proteasome Inhibitor MLNS708 in Preclinical Models of Human Cancer”.
Cancer Res 2010;70:1970-1980. February 16, 2010, junto con su
respectiva traduccién al espafiol.

Seifior Jefe de la Direccion de Nuevas Creaciones,
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Therapeutics, Targets, and Chemical Biology Cancer
Research

Evaluation of the Proteasome Inhibitor MLN9708 in Preclinical

Models of Human Cancer

Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao; Bret Bannerman, Michae! Fitzgerald, Allison Berger, Jie Yu; Yu Yang,

Paisl Hales, Fraik Bruzzese, Jane.Liu, Jonathan Blank, Khristofer Garcia, Christopher Tsu, Lany Dick,
Paul Fleming, i Yu, Mark Manfredi, Mark Rolfe, and Joe Bolen

Abstract

The proteasome was.validated as an oncology target following the clinical success of VELCADE (bortezo-
mib) for injection for the treatment of multiple myeloma and recurring mantle cell lymphoma. Consequently,
several groups are pursuing the-development of additional small-molecule proteasome inhibitors for both he-
matologic and solid-tumor indications. Here, we describe MLN9708, a selective, orally bioavailable, second-
generation proteasome inhibitor that is in phase I clinical development. MLN9708 has a shotter proteasome
dissociation half-life and improved pharmacokinetics, pharmacodynamics, and antitumor activity compared
with bortezomib. MLN9708 has a larger blood volume distribution at steady state; and analysis of 20§ protea-
some inhibition and markers of the unfolded protein response confirmed that MLN9708 has greater pharma-
codynamic effects in tissues than bortezomib, MLN9708 showed activity in both solid tumor and hematologic
preclinical xenograft models, and we found a correlation between greater pharmacodynamic responses and
improved antitumor activity. Moreover, antiturnor activity was shown via multiple dosing routes, including
oral gavage. Taken together, these data support the clinical development: of MLN9708 for both hematologic

and solid tumor indications. Carncer Res; 70{5): 1970-50. ©2010 AACR.

Introduction

The ubiquitin-proteasome systém processes the majority
of ceflular proteins and is the principal manner by which
cells regulate protein homeostasis. During normal protein
homeostasis, specific proteins are targeted for destruction
via the attachment of ubiguitin. These proteasome sub-
strates include misfolded proteins and highly regulated
members of critical signaling cascades, including proteins
involved in growth control. cell cycle regulation, and apo-
ptosis. Proteasome inhibition results in the stabilization
and accumulation of these substrates, leading to the activa-
tion of antiproliferative signals, cell cycle disruption, activa-
tion of apoptotic pathways, and, ultimately, cell death (1. 2).
Rapidly growing malignant cells, already deficient in normal
cell cycle checkpoint mechanisms, seem to be highly sus-
ceptible to proteasome inhibition (3-6). Therefore, the pro-
teasome emerged as an attractive target for anticancer
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therapeutics. The success of the. first-in-class small-mole-
cule proteasome inhibitor VELCADE {bortezomib) for injec-
tion (Millennium Pharmaceuticals, Inc.) validated the
proteasome as a therapeutic target for the treatment of hu-
man cancer (1, 7-12). VELCADE is approved for the treat-
ment ‘of patients with multiple myeloma and previously
treated mantle cell lymphoma (13-21). At present, there
are multiple groups in'the process of developing small-mo}-
ecule proteasome inhibitors for various oncology indica-
tions. These include both reversible .inhibitors, such as
CEP-18770. and irreversible inhibitors, such as carfilzomib
and NPI-0052. Both CEP-18770 and NPI-0052 are orally ac-
tive, and all three compounds have shown antitumor activ-
ity in Preclinical models and are currently in various stages
of clinical development (22-30).

The 265 proteasome consists of a 205 multicatalytic core
capped on either end with 195 regulatory subunits. The 208
proteasome is a chambered, barrel-like structure containing
two heptameric rings made from o subunits and two hepta-
meric rings made from B subunits. The a rings perform cap-
ping and gating functions, whereas three of the P subunits
(31, B2, and B5) contain the NH,-terminal threonines re-
sponsible for the different proteasome proteolytic activities.
The B1, B2, and B5 subunits are referred to as caspase-like,
trypsin-like, and chymotrypsin-like, respectively, because the
preferred cleavage site of each subunit is similar to those of
other well-known proteases (2, 31-34).

Bortezomib shows time-dependent inhibition of the 205
proteasome by binding to the NH.-ferminal threonine side
chain of the catalytic B subunits. Bortezomib: exhibits

Cancer Res; 70(5) March 1, 2010
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Prectinical Assessment of MLN9708

inhibitory activity -against all three  subunits but prefer-
entially binds to and irthibits the B5 site (35). Although
bortezomib has shown clinical efficacy in multiple myelo-
ma and mantle cell lymphoma, to date, it has yet to exhib-
it strong activity in solid tumor indications, perhaps die to
its inability to penetrate into tissues and achieve therapeu-
tically relevant concentrations at those target sites. There-
fore, there is a strong rationale for identifying proteasome
inhibitors that have different physicochemical or pharma-
cokinetic propeities. Here, we describe the biochemical
and preclinical pharmacology. data that support the devel-
opment of MLN9708. MLN9708 is a second-generation
small-molecule proteasome inhibitor being developed for
the treatment of a broad range of human malignanéies.
MLN9708 was selected from a large pool of boron-contain-
ing proteasonie inhibitors based on a physicochemical pro-
file that was distinct from bortezomib, MLN9708 has a
shorter 205 proteasome dissociation half-life than bortezo-
mib, which we believe plays an important role in its im-
proved tissue distribution. Direct comparison with
bortezomib revealed that MLN9708 has an improved phar-
macokinetic and pharmacodynamic profile and shows su-
perior antitumor activity in both solid tumor and
hematologic xenograft models, and shows antitumor activ-
ity when administered via muitiple dosing routes and regi-
mens. MLN9708 is currently being evaluated in multiple
phase I clinical studies for both solid- and hematologic-
based tumors.

Materials and Methods

Cell Culture

WSU-DLCLZ, OCI-Ly7, A375, H460, HCT-116, HT-29, MDA-
MB-231, HEK293, and Calu-6 cells were obtained from the
American Type Culture Collection and maintained as recom-
mended by the supplier.

In vitro Assays
Kinetic analysis of 208 proteasome inhibition. Kinetic
analysis of 208 proteasome inhibition was performed as pre-
viously described by Williamson and colleagues (36).
NF-rB-Luc and 4xUb-Luc cell-based reporter assays.
NF-xB-Luc and 4xUb-Luc cell-based reporter assays were
performed as previously described by Williamson and col-
leagues (36).

p Glo ICs, and inhibito hout cell-based
assays. Calu-6 cells were cultured in MEM containing 10%
fetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin and plat-
ed 1 d before the start of the experiment at 10,000, cells per
well in a 384-well plate. For 1Cso determinations, cells were
treated with varying concentrations of bortezomib or
MLN2238 in DMSO (0.5% final, v/v) for § h at 37°C. For re-
versibility experiments, cells were treated with either 1 pmol/L
bortezomib or MEN2238 for 30 min at 37°C and then washed
thrice in medium to remove the compounds. Cells were incu-
Dbated for an additional 4 h at 37°C, after which the medium
was removed and replaced with fresh medium. Proteasome
activity was assessed by monitoring hydrolysis of the chymo-

trypsin-like sub Suc-LLVY-aminoluciferin in the pres-
ence of luciferase using the Proteasome-Glo assay reagents
according to the manufacturer’s instructions (Promega
Corp.). Luminescence was measured using a LEADseeker
instrument (GE Healthears Life Sciences).

Pharmacokinetic Studies

Blood and tumor samples were collected before dose and
numerous time points after dosing, Each time point repre-
sents the average value of three dnimals. MLN2238 or borte-
zomib concentrations in biood and plasma samples were
determined using a non-good laboratory practice liquid
chromatograpliy-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS)-
based method. MLN2238 or bortezomib was isolated from
50 4L of plasma or blood using a liquid-liquid extraction pro-
cedure. Sample (50 L) was mixed with 50 L of internal
standard solution, 50 L of 0.5 mol/L HCI, and 500 yL of
methyl tertiary butyl ether. The supernatant (300 uL) was
then transferred to'a cléan 96-well plate; evaporated, recon-
stituted in 100 uL of acetonitrile/water (5:95) containing 0.1%
formic acid, and injected onto the LC/MS/MS system for
analysis. A reverse-phiase gradient method provided sample
stacking and separation. Pharmacokinetic analysis of the
blood and plasma concentration data was performed using
‘WinNonlin version 5.2 (Phatsight Corp.). Kinetic parameters
were estimated using a noncompartmental model using sparse
sampling mode (mmodel 201 for plisma and blood). Area
under the concentration versus time curve (AUC).and area un-
der the effect versus time curve (AUE) values were calculated
using the linear trapezoidal rule.

3 2 Qeanedi

Ph
Rhliand M

Approximately 200 sL 6f whole blood were collected from
each animal and processed for the 208 blood proteasome
inhibition assay. Subcutaneous tumors (approximately 600~
800 mm? in size) were harvested and divided into two or
three parts. One was processed for the 208 tissue proteasome
inhibition assay, one [or Western ‘blot analysis, and ene for
immunohistochemistry.

Tumor processing for 208 lissue proleasome assays.
Frozen samples were pulverized in-the Tissue CryoPrep
{Covaris) and transferred to glass tubes. After addition of
1 mL of cold tissue lysis buffer {50 mmol/L HEPES (pH
80), 1 mmol/L DTT), samples were placed on ice and ho-
mogenized s per the manufacturer's instructions using the
Covaris E200.

Tumor processing for Western blot assays. Tumors were
processed as described above in the Covaris E200. M-PER
lysis buffer (Pierce) was supplemiented with the following:
1x protease inhibitor cocktail set {Caibiochem), 2 mmol/L
sodium orthovanadate (Sigma). 25 mmol/L sodium fuoride,
and 25 mmol/L p-glycerophasphate. Cold lysis buffer {300~
800 pL) was added to the tumors just before sonication. After
sonication, supernatants were transferred to new tubes and
protein concentrations were determined.

Western blot analysis. Tumor lysate (50 pg) was loaded
onto 4% to 12% Bis-Tris gels (Invitrogen). Proteins were
transferred to PVDF-FL membranes (Millipore) using a
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semidry transfer apparatus. After transfer and blocking,
membranes were incubated with primary antibody over-
night at 4°C. Membranes were washed thrice with TBS-
Tween 20 {TBST) and incubated with Alexa Fluor 680-la-
beled goat anti-rabbit immunoglobulin G (Molecular
Probes) for 1 h. Membranes were washed five times with
TBST and once with TBS while protected from light. Mem-
branes were dried and scanned with the Odyssey Infrared
fmaging System (LI-COR Biosciences). The following prima-
ry antibodies wére used: anti-tubulin (rabbit polyclonal,
1:15,000 dilution; Abcam) and anti-growth arrest DNA dam-
age 34 (GADD34; Proteintech :Group, Inc.). Secondary anti-
body was -used 4t 1:20,000 for tubulin and 1:2,000 for
GADD34. Quantitation of Western blot signals was per-
formed with Odyséey software.

208 B5 proteaseme timor and blood assays. 208 p5 pro-
teasome tumor and blood assays were performed as previ-
ously described (36-38).

histochemical studies. Formalin-fixed, paraffin-
embedded CWR22 and WSU-DLCL2 xenograft tumor sec-
tions (5 pm) were stained with primary antibodies to
‘GADD34, activating transcription factor 3 (ATF3), and
cleaved caspase-3-(Proteintech Group, Santa Cruz' Biotech-
nology, and Cell Signaling Technology). The GADD34 and
ATF3 antibodies were detected with horseradish peroxi-
dase-labeled secondary. antibodies (UltraMap anti-rabbit,
Ventana Medical Systems) and incubated with the Chromo-
Map 3,3'-diaminobenzidine (DAB) kit (Ventana Medical Sys-
tems). The cledved caspase-3 antibody was detected with
Alexa Fluor 594-labeled secondary antibody (Invitrogen).
Slides were counterstained with hematoxylin for GADD34
and ATF3 assays -and 4'.6-diamidino-2-phenylindole for
cleaved caspase-3 assay. Images were captured using an
Eclipse E800 microscope {Nikon Instruments), 20% objective,
and Retiga EXi color digital camera (QImaging). Five fields
of view were captured per sample, and images were pro-
cessed using MetaMorph software (Molecular Devices).
Pharmacodynamic marker levels were measured by color
thresholding on the DAB or fluorescent signal and measur-
ing area of thresholded signal. Percent positive area was
calculated by normalizing with the total area of the field
of view.

Animal Care

CB17-severe combined immunodeficient (SCID) and non-
obese diabetic (NOD)-SCID mice were housed and main-
tained in a-controlled environment and received food and

water ad libitunt, Veterinary care for the animals was provid-

ed in accordance with Millennium Institutional Animal Care
and Use Committee.

Efficacy Studies

CWR22 xenografls. Male CB17-SCID mice (Charles River
Laboratories), approximately 8 to 11 wk of age, were inocu-
fated s.c. with freshly dissected CWR22 tumor fragments
(~20 mg) in the right-dorsal flank. Mean turnor volume
(MTV) was caiculated using the following formula: 0.5 x
(length x width®). When MTV reached approximately

150 to 200 mm®, animals were randomized into treatment
groups {2 = 10 per group) before dosing. Antitumor activity
was determined at the end of tfie study by calculating the
treatment over control {T/C) ratio of their MTVs at-the
end of the study.

WSU-DLCL2 xenografls. Female CB17-SCID mice, ~6 wk
of age, were inoculated s.c. with 4.x 10% WSU-DLCL2 tumor
cells suspended in 0.1 mL RPMI 1640 in the right dorsal flank.
Anirhals were randomized, and the MTV and T/C ratio were
calculated as described above.

OCI-Ly7-Luc disseminated xenografts: Female NOD-SCID
mice, ~9 wk of age, were inoculated i.v. via the tail vein with
1.0 x 10° OCI-Ly7-Luc tumor cells. Mice were randomized in-
to treatment groups (n = 10 per group) on day 7 after inoc-
ulation, For each imaging session, animals received 150 mg/
kg of luciferin-(Caliper Life Sciences) via.i.p. injection. Animal
dorsal and ventral views were-imaged to determine total
photon flux. Images were captured by the Xenogen TVIS im-
aging system (Xenogen Corp:), and data were collected with
Xenogen Living Image software (Living Image 3:0.2.2). Anti-
tumor activity was determined by calculating the T/C ratio.of
the mean photon flux measurements at the end of the study.
Survival curves were generated using.the Kaplan-Meier
method.

Statistical Analyses

Efficacy data were analyzed using a linear mixed-effect
regression model. Differences among mice were treated
as random effects, and a compound symmetry- covariance
structure was used to model the variability between re-
peated tumor mensurements for each mouse. Treatment
comparisons were performed by taking fitted curves from
the model to calculate AAUCs. The significancé of the
AAUC was assessed using permutation testing. P values
of <0.05 were considered significant: For the OCI-Ly7-Luc
study, differences in total photon flux among mice were
compared using one-way ANOVA and pairwise ‘compari-
sons were adjusted by the Tukey-Kramer method. Survival
curves generated using the Kaplan-Meier methods were
compared using the log-rank (Mantel-Cox) test and pair-
wise comparisons were adjusted with the Bonferroni
correction.

Results and Discussion

MLN2238 is a sclective, polent, and reversible inhibitor
of the proteasome. MLN9708 was identified in screens for
small-molecule proteasome inhibitors with an improved
pharmacologic profile compared with bortezomib (Fig. I).
In preclinical studies, MLN9708 immediately hydrolyzed to
MLN2238 (see Supplementary Data), the biologically active
form, on exposure to aqgueous solutions or plasma. In stud-
ies where a solution of MLN9708 was added directly into
rat, dog.-or human plasma-and immediately extracted and
analyzed by high-performance liquid chromatography, only
MLN2238 could be identified. MLN2238 is an N-capped di-
peptidyl leucine boronic acid and préferentially bound to
and inhibited the chymotrypsin-liké proteolytic (p5) site
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of the 208 proteasomé with an [Cq, value of 34 nmol/L (X;
of 0.93 nmol/L; Table 1). At higher concentrations; it also
inhibited the caspase-like (31) and trypsin-like ($2) pro-
teolytic sites. (ICs of 31 and 3,500 nmol/L, respectively).
Although the selectivity and potency of MLN2238 were
similar to that of bottezomib, the proteasome binding ki-
netics for these bwo molecules are different. Both MLN2238
and bortezomib showed time-dependent reversible protea-
some inhibition; however, the proteasome dissociation
halfife (£,2) for MLN2238 was determined to be ~6-fold
faster than that of bortezomib (4, of 18 and 110 minutes,
respectively).

MLN2238 is a potent inhibitor of the proteasome in
tumor cells. To build on the biochemistry results, a series
of celi-based experiments were performed to confirm po-
tent proteasome inhibition in cells. Proteasome inhibition
results in the stabilization and accnmulation ‘of ubiquiti-
nated proteins, which have been targeted for destruction.

“This Teads to cell cycle disruption, activation of apoptotic

pathways, and active cell death (39-43). Initial studies ex-
amined the effects of MLN2238 treatment on an.exogenous
proteasome substrate. MDA-MB-231 cells expressing a
4xUb-Luc reporter (36) were tréated with increasing con-
centrations of MLN2238 and bortezomib. Both compounds
strongly inhibited proteasome activity, resulting in accumu-
lation of the Juciferase reporter with similar ECgy values
{Table 1). The éffect of bortezomib and MLN2238 on tumor
necrosis factor-ce (TNF-a)-induced activation of the NF-«B
pathway was also examined (44). Proteasome inhibition
prevents the degradation of 1kBa, an inhibitor of NF-B, re-
sulting in a decrease in NF-xB-driven gene expfession.
HEK293 cells stably expressing a NF-xB-Luc reporter were
treated with increasing concentrations of MLN2238 and
bortezomib. Both compounds strongly inhibited TNF-e-in-
duced activation of the NF-xB pathway, resulting in similar
ECyq values {Table 1).
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Figure 1. Structure of MLNG708, A, blood and plasma concentration versus time profile of MLN2238 and bortezomib in CB17-SCID mice foflowing an acute
v, administration ($00.4L. per mouss) at 14 or 0:8 mg/kg, respectively. B, bicod and plasma concentration-versus time profile foliowlng an acute oral
administration of MLN2238 in CB17-SCID mice at 11 mg/kg (100 pL. per mouse). C, plasma concentration versus time profite followlrig an acute fv.
administration (200 b per rat) of MUN2238 and bartezomib in nude rats 2t 0.3, 0.2, and 0.2 mg/Kg, respectively. D, bars; SD. n =3 for alt time points, eXtept
0.5 h after dose in plasma for MLN2238 i.v.. 1 b after dose in plasma for bortezomib iv., and 0.5 and 8 h afler dose in biood for MLN2238 orally (PO),

wheren =2
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parameters

MLN2238

Table 1. Summary of MLN2238 and bortezomib enzymology, pharmacokinetic, and pharmacodynamic

Bortezomib

Biochemical assays
85 K, (nmol/L)
B5 ICs {nmolL)
B2 ICsp {nmolL)
B1 1Csp {nmoIAL)
85 dissociation half-life (min)
Cell-based assays
MDA-MB-231 4xUb-Luc ECsp (nmol/L)
Emax {fold stimulation)
HEK293 NF-xB-Luc ECgp {nmoliL)
Enmax (% maximum inhibition)
‘Calu-6 Prateasome-Glo ICsp {(hmol/l)
Calu-B Proteasorme-Glo (% activity),” t = 4 h, no washout
Calu-6 Proteasome-Glo (% Activity),* t = 4 h, washout

0.93-(0.64-1.4,n= 3)
34-26-4.1,n=9)
3,500
31
18 (6.8-30,n=3)

525 (330-840, 1 = 4)
265 (160370, n =)
55 (33-91,n = 7).
99.3 (99.0-09.6,n = 7)

0.55 (0.34-0:89, n1 = 3)
2.4:2.0-2.9, n = 45)
1,200
24 (14.5-40, n = 12)

110 {71150, n = 3)

310 {230-400, n = 29)

370 (330-410, n = 29)
33 (2740; n = 23)

99.6 (99.3-100, n = 23)

48 =12
3.45 (2.04.9,n = 5)
20 (18-23,n = 5)

87(=7)
7.1 (3.6-106,n = 5)
69(66-71,17=5)

A375 ATPlite LDsg (nmolfL} 20 85
H460 ATPiite LDsq (nmolL) 58 13
HCT-116 ATPlite LDsg {nmoifl) 19 4
HT-29 ATPlite LDsqo (nmol/L} 52 7
Phar kinetic par
Agent Dose and route Matrix Coax (ng/mL)  AUCp_o4, (hong/ml) vd (L/kg) F%
MLN2238 14 mg/kg iv. Plasma 17.000 8,030
14 mg/kg iv. Blood 10,500 9,660 20.2
11 mg/kg orally Plasma 1,630 1,810 278
11 mg/kg orally Blood 1,710 6,310 595
Bortezomib 0.8 mg/kg i.v. Plasma 321 485
0.8 mg/kg fv. Blood 548 4422 43
Phar dy ic p 1
Agent Dose and route Matrix Enox (1%} -AUEg _nan (%1+h) AUE ratio (tumor/blood)
MLN2238 14 mgfkg iv. Blood 831t 718*
14 mo/kg v, Tumor (CWR22) 69.1 1120 1.56
14 mg/kg iv. Tumor (WSU-DLCL2) 77.0 1460 2.03
Bortezomib 0.8 mg/kg iv. Blood 88.3* 1170*
0.8 mg/kg iv. Tumor (CWR22) 44.8 804 0.69
0.8 mg/kg lv. Tumor (WSU-DLCL2) 276 306 0.26

NOTE: Results are reported as mean (95% confidence interval, number of experiments). )
Abbreviations: K, inhibition dissociation constant; Ema., maximum effect; F%, oral bioavaitability; t = time; AUCq.04 n, AUC from 0
10 24 h; Ciry, maximiim concentration; Vd, volume of distribution; 1%, percentage of Infiibition.

“After exposure to 1 pmol/L MLN2238 ar 1 pmob/L bortezomib for 30:min.

TFor MLN2238, blood Emys = 81.3% to 85.0% (7 = 2) and AUEqg_24n = 554 t0 882 {n = 2).

*For bortezomib, bldod Ema, = 86.8% 10 89.8% {7 = 2) and AUEG 24, = 1,140 10 1,200 n=2).

The effect. of MLN2238 or bortezomib on 35 activity was
determined in situ using the Proteasome-Glo cell-based as-
say. The ICg valties determined by this assay following
1 hour of treatment with MLN2238 or bortezomib were
in the low nanomolar. range and comparable with those
caleulated with purified 20S proteasome: Recovery of pro-

teasome activity was determiried by performing wadshout
experirhents with MLN2238 or bortezomib. Cells were trea-
ted with the drug for 4 hours, after which the drug was
removed and proteasome activity was. assessed. Protea-
some activity in MLN2238-treated cells recovered to 69%
of :control cells, whereas activity in bortezomib-treated
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cells recovered to only 20% (Table 1). The difference in re-
covery of proteasome activity between MLN2238 and
bortezomib is consistent with the observed differences in
proteasome !j;; between the two molecules.

Cell viability studies were performed in a variety of
mammalian cell lines to compare the in vitro antiprolifera-
tive elfects of MLN2238 with bortezomib. Studies per-
formed with A375 (lung), H460 (lung), HCT-116 (colon),
and HT-29 (colon) cells revealed similar LDsp values for
the two compounds, which ranged from 4 to 58 nmol/L
(Table 1).

Taken together. these in vilro studies show that MLN2238
is u potent inhibitor of the A5 site of the 205 proteasome
and that MLN2238 dissociated more rapidly from the pro-
teasome than bortezomib, consistent with faster recovery of
protensome activity observed in the Proteasome-Glo assay.
Given the high concentrations of proteasome found in
RBCs, we hypothesized that RBC partitioning would serve

as a drug sink for bortezomib and limit its distribution out-
side of the blood tment; the shorter pr ti
of MLN2238 should allow improved drug distribution into
tissues. To address this issue directly, a series of pharmaco-
kinetic, pharmacodynamic, and efficacy studies with
MLN2238 and bortezomib were performed in different xe-
nograft models.

Pharmacokinetics of MLN2238 and bortezamib. To de-
termine the pharmacokinetic profile of MLIN2238 and bor-
tezomib, mice were administered a single dose of
MLN2238 at 14 mg/kg iv. and 11 mg/kg orally or bortezo-
mib at 0.8 mg/kg iv. These doses represent the maximum
tolerated dose (M1D) for each drug for the specified route
of administration. Exposures were determined by measur-
ing the blood and plasma drug concentrations at various
time points following the initinl dose (Table 1). The con-
centration-versus-time curve of iv. administered MLN2238
displayed a distinct biexponential profile with a steep ini-
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Figure 3, Pharmacodynamic respenses in tumor wera determined by measuring GADD34 protein levels at different time paints via Westem blot and
quantitated wilh the Odyssey Infrared Imaging System. A and B, normalized GADD34 respanse versus limoe prafile shown as fold change from vehicle
control following acute |v. administration of MLN2238 at 10 mg/kg and bortezomib at 0.8 mafkg in CWR22 {A) and W5U-DLCL2 (B) tumor-bearing mice.
Columns, mean of three tumors per group, except CWR22 vehicle group with four tumors and WSU-DLCL2 vehicle group with five lumors; bars, SD.
Immunchistechemical stalning (C and D) for GADD34 In CWA22 xenograft tumors B h following an acute Lv. dose of either vehicle (C) or MLN2228 at

14 ma/kg (D).

tial distribution phase and a long terminal £ (>24 hours; plasma volume distribution at steady state (Vd. ,).
Fig. 1B). Due to extensive RBC partitioning, whole-body tis- MLN2238 showed larger Vd,, y (20.2 L/kg) compared with
sue distribution is most accurately reflected in blood bortezomib (4.3 L/kg), providing supportive evidence that
volume distribution at steady state (Vd,, ) rather than MLN2238 more easily moves from the blood compartment
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Figure 4, Antitumor activity of MLN2238 and bortezomib In CWR22 lumor-bearing mice {n = 10). A, animals were dosed Ly, twica waekly (BIW) wilh
vehicln (5% HPRCD), bortazomib (0.4 and 0.8 mg/kg in 0.9% saline), and MLN2238 (7 and 14 mg/kg in 5% HPECD), B, animals were dosed Lv. lwice weekly
with vehicla, Ly, twico woekly with MLN2238 {14 mg/kg), or orally twico weakly with MLN2238 (11 mp/kg). Polnls, average tumor valume in each
treatmant group; bars, SE. T/C and P values were calculaled as described in Materials and Mathods. A P value of <0.05 was considered significant.
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Figure 5. Anilumor activity of MLN2238 and borlazomib In two
Iymphama xenograft models. Each treatment group consisted of 10
mice. A, antitumar activity in WSU-DLCL2 xenograhs. Animals were
dosed with vehicle (5% HPECD Lv. twice weekly), bortezomib

(0.8 mafkg Ly, twice weekdy or 0.4 mg/g s.c. OO), or MLN2238

(14 mg/kg Lv. twice weekly or 4 mg/kg 3.c. QO) for 3 consecutive
weeks. B, antitumor activity in the OCl-Ly7-Luc disseminated
lymphama model. Animals were dosed with vahicia (3.5% Solutol + 1%
DMS0 s.c. OD), bortezomib (0.4 mg/kg In 0.9% saline s.c. QO),
bortezomib (1,0 mgfkg In 0.9% saline Ly, OW), or MLN2238 {4 mg/kg In
0.5% Salutol + 1% DMS0 s.c. Q0) lor 3 consecutive weeks, Polnls,
average lumor valurne; bars, SE. T/C and P values were calculated

as described in Materials and Methods, A P value of <0.05 was
considersd significant. C, Kaplan-Malsr survival profile.

into the tissue compartment. MLN2238 also showed mod-
erate oral bipavailability (Table 1; Fig. 1C). To determine
the pharmacokinetic profile of MLN2238 and bortezomib
in a second species, Sprague-Dawley rats were adminis-
tered a single iv. dose of MLN2238 at either 0.3 or 0.2
mg/kg or bortezomib at 02 mg/kg. Both MLN2238 doses
provided a greater plasma exposure (AUCo._eh of 704 and
1,070 heng/mL for 0.2 and 0.3 myg/kg doses. respectively)
compared with bortezomib (AUCy_qp, of 206 h-ng/mL),
confirming that MLN2238 also has improved plasma expo-
sure compared with bor ib in rodents (Fig. 1D).

MIN2238 indnces a greater pharmacod) ic response
than bortezomib in xenograft tumors. To further evalunte
the activity of MLN2238 in vive, o series of pharmacodynamic
studies were performed in CB17-SCID mice bearing human
prostate (CWR22) or human lymphoma tumors {(WSsu-
DLCL2). Pharmacodynamic responses were assessed by mea-
suring {a) the degree of 208 proteasome inhibition and (&)
the expression levels of the GADD34 protein.

Blood and tumor 205 proteasome inhibition versus time
profiles were generated for MLN2238 and bortezomib from
both CWR22 and WSU-DLCL2 xenografts (Fig. 2). The AUE
was coleulated from 0 to 24 hours (AUEyp-aq,) for both
blood and tumor (Table 1). These AUEs represent the
summation of the pharmacodynamic effect over a defined
period of time in a particular tissue compartment. Caleu-
lating the tumor to blcod AUE ratio provided a functional
reflection of the distribution and durable pharmacodynam-
ic effect of the drug in different tissue compartments. The
maximum level of blood proteasome inhibition (£,.,) fol-
lowing an acute iv. dose of either MLN2238 (83.1%) or
bortezomib (88.3%) was nearly identical (Table 1). Howev-
er, the duration of the effect differed between the two mo-
lecules, with bortezomib having a more sustained response
and, therefore, a greater blood AUE than MLN2238 (Fig. 28
and D). In contrast to blood, MLN2238 showed both great-
er maximum and sustained tumor protensome inhibition
compared with bortezomib in both xenograft models (Ta-
ble 1; Fig. 2A and C). The tumor to blood AUE ratio for
MLN2238 in CWR22s and WSU-DLCL2s was 156 and 2.03,
respectively, compared with (.69 and 026 for bortezomib
(Table 1). Consistent with the pharmacokinetic profiles de-
seribed for these two molecules (Le. MLN2238 has a great-
er Vd,, ). these results showed that MLN2238 had a
greater pharmacodynamic effect in tumor compared with
blood, whereas the opposite was true for bortezomib. Con-
sistent with the improved tumor E,, in MLN2238-treated
mice, these data confirm thut MLN2238 had a greater
overall tumor pharmacodynamic effect than bortezomib
as assessed by 205 inhibition.

Additional pharmacodynamic markers were examined to
study the downstream effects of proteasome inhibition.
One of the ¢ ] of prt inhibition Is the ac-
cumulation of proteins associated with the endoplasmic re-
ticulum (ER) stress pathway and the unfolded protein
response (UPR) pathway (11, 45-50). One of these proteins
is GADD34, a stress-inducible gene that is also upregulated
in response to DNA damage, hypoxia, and energy depletion
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(51). Western blot analyses were performed on tumiors isolat-
ed from CWR22 and WSU-DLCL2 xenograft-bearing mice
treated with either MLN2238 or bortezomib (Fig. 3). In-
creased GADD34 expression was seen in CWR22 xenograft
tumors following MLN2238 or bortezomib treatment, where-
a§ an even greater response was seen following MLN2238
treatment (Fig. 3A). Similarly, bortezomib treatment -only
led to a minor increase in GADD34 levels in WSU-DLCL2 xe-
nograft tumors, whereas MLN2238 strongly itiduced its ex-
pression {Fig. 3B). To confirm these results, and to get a
better understanding of the magnitude of response actoss in-
dividual eells within the tumor, immunohistochemical stain-
ing was performed using the anti-GADD34 antibody
(Proteintech). Strong GADD34 staining, reflecting incfeases
in GADD34 protein levels, was seen across the majority of
tumor cells in CWR22 xenografts 8 hours after a single iv.
dose of MLN2238 at 14 mg/kg (Fig. 3D) compared with very
Jow stairiing in vehicle-treated CWR22 xenografts (Fig 3C).
Approximately a 5-fold increase in the total number of
GADD34-positive cells was seen at 8 and 24 hours following
MLN2238 treatment compared with vehicle controi-treated
tumors (Supplementary Fig. S1). In WSU-DLCL2 xenograft
tumors, bortezomib treatment led to only a minor increase
in GADD34 levels measured by Western blot, whereas
MLN2238 strongly induced its expression (Fig. 3B): In
addition, examining levels of ATF3, another gene upregulated
during ER stress and UPR activation (48, 52, 53), revealed 2
similar pattern, with a greater number of cells staining pos-
itively for ATF3 following treatment of WSU-DLCL2 xeno-
graft tumors with MLN2238 compared with bortezomib
(Supplementary Fig. S2). These results confirm that the im-
proved tumor exposure seen with MLN2238 translated into
an improved tumor. pharmacodynamic respense both at
the level of and downstream from the proteasome.

MLN2238 shows aritituriror activity in the CWR22 xeno-
graft modcl. To confirm that the pharmacodynamic re-
sponses seen in CWR22 xenografts wouild translate into
antitumor activity, a series of efficacy experiments were per-
formed comparing MLN2238 with bortezomib.

The antitumor effects of MLN2238 doséd at 14 mg/kg iv.
or 7 mg/kg i.v. were compared with bortezomib dosed at
0.8 ing/kg iv. or 0.4 mg/kg iv. on a twice weekly regimen
{Fig. 4A). The high dose for both MLN2238 and bortezomib
showed similar antitumor activity in this model (T/C = 0.36
and 0.44, respectively). However, MLN2238 (7 mg/kg) showed
greater efficacy at a 0.5 MTD dose compared with 2 05 MTD
dose of bortezomib (0.4 mg/kg: T/C = 049 compared with
T/C = 0.79, respectively; Fig. 4A).

MLN2238 has moderate orally bicavailability (Table 1). In
Fig. 4B, we show that oral dosing of MLN2238 resulted in
antitumoar activity in the CWR22 xenograft model (T/C =
0.37). Taken together, these results show that the human
prostate CWR22 model is responsive to proteasome inhibi-
tion. Furthermore, a direct comparison between MLN2238
and bortezomib revealed similar antitumor activity when
dosed at their respective MTDs; however, when bath’ com-
pounds were dosed at their respective 0.5 MTDs, MLN2238
showed.improved activity over bortezomib (Fig. 4A):

MLN2238 shows improved cfficacy compared with borte-
zomib in two models of lymphoma. MLN2238 showed great-
er tumor pharmacodynamic responses in WSU-DLCL2

xenografts compared with- bortezomib {Table 1: Figs. 2 and

3). To assess whether the more robust phiarmacodynamic re-
sponse translated to greater antitumor activity. an efficacy
study was performed in WSU-DLCL2 tiimor-bedring mice.
The antitumor effects-of MLN2238 [dosed at 14 mg/kg iv.
twice weekly.or 4 mg/kg s.c. once daily (QD)} were directly
compared with bortezomib (dosed at.0.8 mg/kg iv. twice
weekly or 0.4 mg/kg s.c. QD; Fig. 5A). In this experiment, nei-
ther of the bortezomib doses showed strong antitumor activ-
ity {T/C = 0.79 and 0.9 for 0.8 mg/kg i.v. and 04 mg/kg s.c.
respectively). In contrast, both intermittent and continuous
MLN2238 dosing regimens showed strong antiturnor activity
(T/C = 044 and 0.29 for 14, mg/kg i.v. and 4 mg/kg s.c. respec-
tively) and generated a greater-apoptotic response in tumor
tissue as measured by levels of cleaved caspase-3 (Suppl

tary Fig. §3).

The antitumor activity of MLN2238 and bortezomib:was
evaluated in a disserninated model of lymphoma. The ebility
of both drugs to reduce tumor burden and improve overall sur-
vival was assessed in this systemic lymphoma model. NOD-
SCID mice were inoculated with OCI-Ly?7-Luic cells expressing
a luciferase reporter gene. Bioluminescent scans, obtained via
quantitative Xenogen imaging, allowed tumor growth to be
tracked over tirhe in live animals. The strongest antitumor
response was seen following treatment with MLN2238 at
4,0 mgfke s.c. QD (T/C = 0.20; Fig. 5B). This dosing regimen alsé
significantly prolonged overall survival in this model compared
with vehicle-treated controls (median survival was 54 versus
33 days, P = 005; Fig. 5C). Much weaker antitumor responses
were seen following bortezomibitreatment at 0.4 mg/kg s.c. QD
‘or 1.0 mg/kgi.v. once weekly (T/C = 0.86 and 0.76, respectively).
These bortezomib dosing regimens also did not significantly
prolong survival (median survival was 33 and 43 days, respec-
tively; P > 0.99 for both; Fig, 5C).

In summary, we have identified a second-generation
small-molecule inhibitor: of the proteasome. It has different
physicochemical properties' compared with bortezomib, in-
cluding a shorter proteasome dissociation 4/, which we
believe plays a critical role in the ability of this molecule
to distribute into tissues.. Improved pharmacokinetic and
tolerability allow this molecule to be administered at high-
er doses, resulting in -greater blood and plasma exposures.
Consistent with these findings, we found 2 greater pharma-
codynamic response in multiple xenograft models treated
with MLN2238 compared with bortezomib, particularly in
tumor, supporting ‘our. hypothesis that MLN2238 has im-
proved distribution characteristics. Superior bicavailability
also allows this molecule to be dosed orally. whereas bor-
tezomib is restricted to iv. and s.c. dosing regimens to
achieve acceptable exposure levels. Data generated from
both s.c. and disseminated xenogruft efficacy studies show
that MLN2238 has greater antitumor activity when admin-
istered by either intermittent or continuous dosing regi-
mens and improves overall survival compared with
bortezomib, Taken together, these data support the clinical
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development of MLN9708 for both hematologic. and solid
tumor indications.
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Correction: Evaluation of the Proteasome
Inhibitor MLN9708 in Preclinical Models of
Human Cancer

In this article (Cancer Res 2010:70:1970-80), which was publishied in the March 1,
3010 issue of Cancer Research.(1), Paul Hales (Millennium Pharmaceuticals, Inc.,
Cambridge, Massachusetts) should have been included as the ninth author. The oxline
article has been ¢hanged to reflect this correction and no longer matches the pririt.
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Terapéutica, metas y biologia quimica.
Evaluacidn del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de cancer humano

Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, Bret Bannerman, Michael Fitzgerald, Allison Berger, Jie
Yu, Yu Yang, Paul Hales, Frank Bruzzese, Jane Liu, Jonathan Blank, Khristofer Garcia, Christopher Tsu,
Larry.Dick, Paul Fleming, Li Yu, Mark Manfredi, Mark Rolfe, y Joe Bolen.

Resumen

La proteasoma fue validada como un blanco de la oncologia lugo de! éxito clinico de VELCADE
{bortezomib) para inyeccién para el tratamiento de mieloma muitiple y linofomia de células de manto
recurrente. En consecuencia, diversos grupos estan detrés del desarrollo de inhibidores de proteasoma
de moléculas pequefias adicionales tanto para indicaciones hematoldgicas como de tumores sélidos. En
el presente articulo describimos el MLN9708, un inhibidor de proteasoma selectivo, biodisponible
oralmente, de segunda generacidn que se encuentra en [a fase | de desarrollo clinico. MLN9708 tiene
una vida media de disociacion de proteasoma mas corta, asi como farmacocinética, farmacodinamica y
actividad antitumor mejorada en comparacién con el bortezomib. MLN9708 tiene una mayor
distribucion de voluimen de sangre en estado estable, y los andlisis de la inhibicién de la proteasoma
208, asi como los marcadores de la respuesta de proteina desplegada confirmaron que MLN9708 tiene
mayores efectos farmacodindmicos en los tejidos a comparacion con el borteazomib. MLN9708 mostré
actividad tanto en tumores sélidos como en modelos de xenoinjertos hematoldgicos, y encontramos una
correlacién entre mayores respuestas farmacodindmicas y actividad antitumor mejorada. Por otro lado,
la actividad antitumor fue evidenciada a través de mydltiples rutas de dosificacion, incluyendo sonda oral.
En conjunto, esta informacion soporta el desarrollo clinico de MLN9708 tanto para indicaciones
hematoldgicas y de tumores s6lidos. Cancer Res; 70(5); 1970-80, ©2010 AACR,
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Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yusying Cag, Bret Bannerman, Michael Fitzgeraid, Allisors Berger, Jie Yu, Yu Yang,

Paill Hales, Frafik BruzZese, Jane. Liu, Jonathan Blank, Khristofer Garcia, Christopher Tsu, Lany Dick,
Paul Fleming, Li Yu, Mark Manfredi, Mark Roife, and Joe Bolen

Abstract

The proteasome was validated as an oncology target following the clinical success of VELCADE {bortezo-
mib) for injection for the treatment of multiple myeloma and recurring mantle cell lymphoma: Consequently,
several groups are pursuing the development of additional small-molecule proteasome inhibitors for both he-
matologic and solid. tumor indications. Here, we describe MLN9708, a selective, orally bicavailable; second-
generation proteasome inhibitor that is in phase I.clinical development. MLN9708 has a shorter proteasome
dissociation halflife and improved pharmacokinetics, pharmacodynamics, and antitumor activity compared
with bortezomib. MLN9708 has a larger bloed volume distribution at steady state, dnd analysis of 208 protea-
some inhibition and markers of the unfolded protein response confirmed that MLN9708 has grediter pharma-
codynamic effects in tissues than bortezomib. MLN9708 showed activity in both solid tumor and hematologic
preclinical xenograft models, and we found a correlation between greater pharmacodynamic responses and

.improved antitumor activity. Moreover, antitumor activity was shown via multiple dosing routes, including
-oral gavage. Taken together, these data support the clinical development of MLN9708 for both hematologic

and solid tumor indications. Caucer Res; 70(5); 1970-80. ©2010 AACR.

tntroduction

The ubiquitin-proteasome system processes the majority
of cellular proteins and is the principal manner by which
cells regulate protein homeostasis. During normat protein
homeostasis, specific proteins are targeted for destruction
via the attachment of ubiquitin. These proteasome sub-
strates include misfolded proteins and highly regulated

k of critical signaling ‘cascades, including proteins
involved in growth control, cell cycle regulation, and apo-
ptosis. Proteasome inhibition results in the stabilization
and accumulation of these substrates, leading to the activa-
tion of antiproliferative signals, cell cycle disruption, activa-
tion of apoptotic pathways, and, ultimately, cell death (1. 2).
Rapidly growing malignant cells, already deficient in normal
cell cycle checkpoint mechanisms, seem to be highly sus-
ceptible to proteasome inhibition (3-6). Therefore, the pro-
teasome emerged as an attractive target for anticancer
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‘therapeutics. The success of the first-in-class sinali-mole-
‘cule proteasome inhibitor VELCADE (bortezomib) for injec:
tion (Millennium Pharmaceuticals, Inc.) validated the
proteasome as a therapeutic target for. the tréatment of hu-
man cancer (1, 7-12). VELCADE is approved for the treat-
ment of patients with multiple myeloma and previously
treated mantle cell lymphoma (13-21). At present, there
are multiple groups in the process of developing small-mol-
ecule proteasome inhibitors for various oncology indica-
tions. These include both reversible inhibitors, such as
CEP-18770. and irreversible ‘inhibitors, such ds carfilzomib
and NPI-0052: Both CEP-18770 and NPI1-0052 are orally ac-
tive, and all three compounds have shown antitumor activ-
ity in precliniéil thodels dnd are currently in various stages
of clinical development (22-30).

The 265 proteasome consists of a 205 multicatalytic core
capped on either'end with 195 regulatory subunits. The 208
proteasome is a chambered, barrel-like structure containing
two heptameric rings made from a subunits and two hepta-
meric rings rnade from B subunits. The & rings perform cap-
ping and gating functions, whereas three of the B subunits
(81, B2, and B5) contain the NHs-terminal threonines re-
sponsible for the different proteisome proteolytic activities.
The 1, B2, and 35 subunits-are referred to as caspase-like,
trypsin-like, and chymotrypsin-like, respectively, because the
preferred cledvage site of each subunit is similar to those of
other well-known proteases (2, 31-34).

Bortezomib shows time-dependent inhibition of the 20S
proteasome by binding fo'the NH,-terminal threonine side
chain of the catalytic B subunits. Bortezomiby exhibits
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inhibitory activity against all three § subunits but prefer-
entially binds to and inhibits the g5 site (35). Although
bortezomib has shown clinical efficacy in multiple myelo-
ma and mantle cell lymphoma, to date, it has yet to exhib-
it strong activity in solid tumor indications, perhaps due to
its inability to penetrate into tissues and achieve therapeu-
tically relevant concentrations at those target sites. There-
fore, there is a strong. rationale for identifying, proteasome
inhibitors that have. different physicochemical or pharma-
cokineti¢ properties. Here; we describe the biochemical
and preclinical pharmacology data that support the devel-
opment of MLN9708. MLN9708 is a second-generation
small-molécule proteasome inhibitor being developed for
the treatment of a. broad range of human malignancies.
MLN9708 was selected from a large pool of boron-contain-
ing proteasome inhibitors based on a physicochemical pro-
file that was distinct from bortezomib. MLN9708 has a
shorter 205 proteasome dissociation half-life than bortezo-
mib, which we believe: plays an important role in its im-
proved tissue distribution. Direct comparison with
bortezomib revealed that MLN9708 has an improved phar-
macokinetic and pharmacodynamic profile and shows su-
perior antitumor activity in both solid tumor and
hematologic xenograft models, and shows antitumor activ-
ity when administered via muiltiple dosing routes and regi-
mens. MLN9708 is currently being evaluated in multiple
phase 1 clinical studies for both solid- and hemutologic-
based tumors.

Materials and Methods

Cell Culture

WSU-DLCL2. OCI-Ly7, A375, H460. HCT-116, HT-29, MDA-
MB-231, HEK293, and Calu-6 cells were obtained from the
American Type Culture Collection and maintained as recom-
mended by the ‘supplier.

In vitro Assays

Kinetic lysis of 208 pr inhibition. Kinetic
analysis of 208 proteasome inhibition was performed as pre-
viously described by Williamson and colleagues (36).

NF-xB-Luc and 4xUb-Luc cell-based reporter assays.
NF-xB-Luc and 4xUb-Luc cell-based reporter assays were
performed as previously described by Williamson and col-
leagues (36).

Pr Glo ICso and inhibi hout cell-based
assays. Calu-G:cells were cultured in MEM. containing 10%
fetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin and plat-
ed 1 d before the stdrt of the éxperiment at 10,000 cells per
well in a 384-well plate. For ICso determinations, cells were
treated with varying concentrations of bartezomib or
MLN2238 in DMSO (0.5% final. v/v) for | h at 37°C. For re-
versibility experiments, cells were treated with either 1 pmol/L
bortezomib or MLN2238 for 30 min at 37°C and then washed
thrice in medium to remoye the compounds. Cells were incu-
bated for an additional 4 h at 37°C, after which the medium
was removed and replaced with fresh medium. Proteasome
activity was assessed by monitoring hydrolysis of the chymo-

trypsin-like substrate Suc-LLVY-aminoluciferin in the prés-
ence ‘of luciferase using the Proteasomie-Glo assay r

according to the manufacturer’s -instructions (Promega

Corp.). Luminescence was measured unsing a LEADseeker
instrument (GE Healthcare Life Sciences).

Pharmacokinetic Studies

Blood and tumior samples were collected before dose and
numerous time peints dfter dosing. Each time point repre-
sents the average value of three dnirals. MLN2238 or borte-
26mib concentrations in blood and plasma samples were
determined using a non-good laboratory practice liquid
chromatograpliy-tandem mass spectrométry (LC/MS/MS)-
based method. MLN2238 or bortezomib was isolated from
50 pL of plasma or blood using a liquid-liquid extraction pro-
cedure. Sample (50 uL) was mixed with 50 ulL of internal
standard solution, 50 pL of 0.5 mel/L HC, and 500 pL of
methyl tertiary butyl ether. The supernatant (300 uL) was
then transferred to a clean 96-well plate, évaporated, recon-
stituted in 100 L of acetonitrile/water (5:95) containing 0.1%
formic acid, and injected onto the LC/MS/MS system for
analysis. A revérse-phase gradient method provided sample
stacking and separation. Pharmacokinetic analysis of the

blood and plasma concentration data was performed using.

WinNonlin version 5.2 (Phatsight Corp.). Kinetic parameters
were estimated using a noncompartmental model using sparse
sampling mode (model 201 for plasma and blood). Area
under the concentration versus time curve (AUC) and area un-
der the effect versus time curve (AUE) values. were calcufated
using the linear trapezoidal rule.

' s Qivrli

Phar

Approxxmately 200 jiL of whole blood were collected from
each animal and processed for the 208 blood proteasome
mhlbmon assay. Subcutaneous tumors (approximately 600-
800 mm® in size) were harvested and divided into two or
three parts. One wus processed for the 208 tissue proteasome

inhibition assay, one for Westemn blot analysis, and one for

immunohistochemistry.

Twmor processing for 208 lissite prolensome assays.
Frozen samples were pulverized in the Tissue CryoPrep
(Covaris) and transferred to glass tubes. After addition of
1 mL of cold tissue lysis buffer (50 mmol/L HEPES (pH
8.0), 1 mmol/L DTT}, samples were placed on ice and ho-
mogenized as per thé manufacturer's instructions using the
Covaris E200.

Tumor processing for Western blot assays. Tumors were
processed as described above in the Covaris E200. M-PER
lysis buffer (Pierce) was supplemented with the following:
1x protease inhibitor cocktail set (Calbiochem), 2 mmol/L
sodium orthovanadate (Sigma), 25 mmol/L sodium fluoride,
and 25 mmol/L B-glycerophosphate. Cold lysis buffer (300~
800 pL) was added to the tumors just before sonication. After
sonication, supernatants weré transferred to new tubes and
protein concentrations were determined.

Western blot analysis. Tumor lysate (50 pg), was loaded
onto 4% to 12% Bis-Tris gels (Invitrogen). Proteins were
transferred to PVDF-FL membranes (Millipore) using a
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sernidry transfer apparatus. After transfer and blocking,
membranes were incubated with primary antibody ‘over-
night at 4°C. Membranes were washed thrice with TBS-
Tween 20 (TBST) and incubated with Alexa Fluor 680-la-
beled goat anti-rabbit immunogiobulin G (Molecular
Probes) for 1 h. Membranes were washed five times with
TBST and once. with TBS while protected from light. Mem-
branes were dried and scanned with the Odyssey. Infrared
Imaging System (LI-COR Biosciences). The following prima-
ry antibodies were used: anti-tubulin (rabbit polyclonal,
1:15,000 dilution; Abcam) and anti-growth arrest DNA dam-
age 34 (GADD34; Proteintech Group, Inc)). Sécondary anti-
body was ‘used at 1:26,000 for tubulin and 1:2,000 for
GADD34. Quantitation of Western blot signals was'per-
formed with Odyssey software,

208 B5 proteasome tiuinor and blood assays. 208 B5 pro-
teasome tumor and blood assays were performed as previ-
ously described (36-38).

dies. Formalin-fixed, paraffin-
embedded CWR22 and WSU-DLCL2 xencgraft tumor sec-
tions (5 pm) weré stained with primary antibodies to
‘GADD34, activating transcription factor 3 (ATF3), and
cleaved caspase-3 (Proteintech Group, Santa Cruz Biotech-
nology, and Cell Signaling Technolagy). The GADD34 and
ATF3 antibodies were detected with horseradish peroxi-
dase-labeled secondary antibodies (UltraMap anti-rabbit,
‘Ventana Medical Systems) and incubated with the Chrombo-
Map 3.3'-diwninobenzidine (DAB) kit (Ventana Medical Sys-
tems). The cleaved caspase-3 antibody was detected with
Alexa Fluor 594-labeled secondary antibody (Invitrogen).
Slides were counterstained with hematoxylin for GADD34
and ATF3 assays and 4'.6-diamidino-2-phenylindole for
cleaved caspase-3 assay. Images were captured using an
Eclipse ES00 microscope (Nikon Instruments), 20x objective,
and Retiga EXi color digital camera (QImaging). Five fields
of view were captured per sample, and images were pro-
cessed using MetaMorph software (Molecular Devices).
Pharmacodynarnic marker levels were mensured by color
thresholding on the DAB or fluorescent signal and measur-
ing area of thresholded signal. Percent positivé area was
calculated by normalizing with the total area of the field
of view.

Animal Care

CB17-severe combined immunodeficient {SCID) and non-
obese diabetic (NQD)-SCID mice were housed and main-
tained in a controlled environment and received food and
water ad libitum. Veterinary care for the animals was provid-
ed in accordance with Millennium Institutional Animal Care
and Use Committee.

Efficacy Studies

‘CWR22 xenografls. Male CB17-SCID mice (Charles River
Laboratories), approximately 8to 11 wk of age, were inocu-
tated s.c. with freshly dissected CWR22 tumor fragments
(~20 mg) in the right dorsal flank. Mean tumor volume
{MTV) was calculated using the following formula: 0.5 x
{length x width®). When MTV reached approximately

150 to 200 mm®, animals were randomized into treatment
groups (n = 10 per group) before dosing. Antitumor activity
was determined at the end of the study by calculating the
treatment over- control (T/C) ratio of their MTVs at the
end of the study.

WSU-DLCLZ xénografls. Female CB17-SCID mice, ~6 wk
of age, were inoculated s.c. with 4 x 10° WSU-DLCL2 tumor
cells suspended in'0.1 mL RPMI 1640 in the right dorsal flank.
Animals were randomized, and the MTV and T/C ratio were
calculated as described above.

OCI-Ly7-Luc disseminated xenografts; Female NOD-SCID
mice, ~9 wk of age; were inoculated i.v. via the tail vein with
1.0 x 10° OCI-Ly7-Luc tumor cells. Mice were randomized in-
to treatment groups (n = 10 per group) on day 7 after inoc-
ulation. For each imaging session, animals r d 150 mg/
kg of luciferin (Caliper Life Sciences) via i.p. injection. Animal
dorsal and ventral views were imaged to determine total
photon flux. Images were captured by the Xenogen VIS im-
aging system (Xenogen Corp.), and data were collected with
Xenogen Living Image software (Living Image 3.0.2.2). Anti-
tumor activity was determined by calculating the T/C ratio of
the mean photon flux measurements 4t the end of the study.
Survival curves were generated using the Kaplan-Meier
method. )

Statistical Analyses

Efficacy data were analyzed using a linear mixed-effect
regréssion model. Differences among mice were treated
as random effects, and a compound symmetry covariance
structure was used to model the variability between re-
peated tumor measurements for each miouse. Treatment
comparisons wete performed by taking fitted curves from
the model to calculate AAUCs. The significance of the
AAUC was assessed using permutation testing. P values
of <005 were considered significant. For the OCI-Ly7-Luc
study, differences in total photon flux among mice were
compared using one-way ANOVA and pairwise compari-
sons were adjusted by the Tukey-Kramer method. Survival
curves generated using the Kaplan-Meier methods were
compared using the log-rank (Mantel-Cox) test and pair-
wise comparisons were adjusted with the Bonferroni
correction.

Results and Discussion

MLN2238 is a selective, potent, and reversible inhibitor
of the proteasome. MLN9708 was identified 'in screens for
small-molecule proteaspme inhibitors with an improved
pharmacologic profile compared with bortezomib (Fig. I).
In preclinical studies, MLN9708 immediately hydrolyzed to
MLN2238 (see Supplementary Data), the biologically active
form, on exposure to aqueous solutions or plasma. In stud-
ies where a solution of MLN9708 ‘was added directly into
rat, dog, or human plasma and immediately extracted and
analyzed by high-performance liguid chromatography, only
MLN2238 could be identified. MLN2238 is an N-capped di-
peptidyl leucine boronic acid and preferentially bound ‘to
and inhibited the chymotrypsin-like proteolytic (B5) site

Cancer Res; 70{5) March 1, 2010
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of thé'208 proteasome with an ICs, value of 3.4 nmol/L 14
of 093 nmol/L; Table 1), At higher concentrations, it also
inhibited the caspase-like (B1) and trypsin-like (82} pro-
teolytic sites (ICso of 31 and 8,500 nmol/L, respectively).
Although the selectivity and potency of MLN2238 were
similar to that of bortezomib, the proteasome binding ki-
netics for these two molecules are different. Both MLN2238
and bortezomib showed time-dependent. reversible protea-
some inhibition; however, the proteasome dissociation
half-life (ty2) for MLN2238 was determined to be ~6-fold
faster than that of bortezomib (f,, of 18 and 110 minutes,
respectively).

MLN2238 is a polent inhibitor of the prol in
tumor célls. 'To build on the biochemistry results, a seties
of celi-based experiments were- performed to confirm po-
tent proteasome inhibition in cells. Proteasome inhibition
results in the stabilization and accumulation of ubiqguiti-
nated proteins, which have been targeted for destruction.

This leads to cell cycle disruption, activation of apoptotic

pathways, and active cell death (39-43). Initial studies ex-
amined the effects of MLN2238 treatment on an. exogénous
proteasome substrate. MDA-MB-231 cells; expressing a
4xUb-Luc reporter (36) were treated with increasing con-
centrations of MLN2238 and bortezomib. Both compounds
strongly inhibited proteasome. activity, resulting in accumu-
lation of the luciferase: reporter with similar ECgg values
(Table 1). The effect of bortezomib and MLN2238 on tumor.
necrosis factor-ce {TNF-a)~induced activation of the NF-xB
pathway was also ined (44). Prot inhibition
prevents the degradation of 1kBa, an inhibitor.of NF-kB, re-
sulting in a decrease in NF-xkB~driven gene expression.
HEK293 cells stably expressing a NF-kB-Luc reporter were
treated with increasing concentrations of MLN2238 and
bortezomib. Both compounds strongly inhibited TNF-a-in-
duced activation of the NF-kB pathway, resulting in similar
ECg values (Table 1).
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Figure 1. Structure of MLN9708. A, blood and plasma concentration versus time profile of MLN2238 and bortezomib in CB17-SCID mice following an acute
I.v. administration (100 pL per mouse) at 14 or 0.8 mg/kg, respectively. B, blood and plasma cencentration versus.time profita following an acute orat
administration of MLIN2238 In CB17-SCID mice at 11 mg/kg (100 pL per mouse). C, plasma concentration versus time profile following an acute iv.
administration (200 L. per rat) of MLN2238 and bortezomib in nude rats at 0.3, 0.2, and 0.2 mg/kg, respectively. D, bars, SD. i = 3 for all time points, except
0.5 h after dosa in plasma for MLN2238 Lv.. 1 b after dose in plasma for bortezomib iv., and 0.5 and 8 h after dose in blood for MLIN2238 orally (PO),

wheren =2,
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parameters

i

MLN2238

Table 1. Summary of MLN2238 and bbrtezomib enzymology, pharmacokinetic, and pharmacodynamic

Bortezomib

Biochemical assays

85 K; {(nmol/L)

BS ICso (nmoliL)

B2 ICsp (nmolL)

B1 ICsp {(nmolA)

85 dissociation half-life {min)
Cell-based assays

MDA-MB-231 4xUb-Luc ECgp

Emax (fold stimulation)

Epmax {96 maximum inhibition)

{nmol)

HEK293 NF-kB-Luc ECgq (nmoliL)

0.93-(0.64-1.4, i = 3)
3.4 (28-4.1,n=3)
3,500°
31
18 (6:8-30, 1 = 3)

525.(330-840, 1 =4)

265 (160-370, n = 4)
55 (33-91,n=7)

99.3 (99.0-98.6,n = 7)

0.55 (0.34-0.88, n = 3)
2.42.0-29,n = 45)
1,200
24 (14.5-40, n = 12)

110 (71-150, n = 3)

310{230-400, 1 = 29)

370 (330410, n = 29)
33 (2740, n = 23)

99,6 {99.3-100, n = 23)

‘Calu-6 Proteasome-Glo ICsq (nmolL) 9.7 (n=7) ! 48 =12)
Calu-6 Proteasorne-Glo (% activity),” t = 4'h, no washout 7.1 (3.6~10:6, n = 5) 3.45{2.0-4.9,n = 5)
Calu-6 Proteasomne-Glo (% Activity),” t = 4 h, washout 63 (66-71,n=5) ' 20 (18-23,n = 5)
A375 ATPiite LDso (nmol} 20 8.5
1460 ATPIite LDgy (nmol/L) 58 13
HCT-116 ATPlite LDso {nmiol/L} 18 4
HT-29 ATPlite LDsq (nmol/L} 52 7
Pharmacokinetic parameters
Agent Dose and route Matrix Cenox {ng/mL)  AUC,.p4p, (h-ng/ml.) vd {Uka) F%
MLN2238 14 mg/kg iv. Plasma 17,000 8,090
14 mg/kg Lv. Blood 10,500 9,660 20.2
11 mg/kg crally Plasma 1,630 1,810 27.8
11 mg/kg orally Blood 1,710 6,310 59.5
Bortezomib 0.8 mg/kg iv. Plasma 321 485
0.8 mg/kg Lv. Blood 548 4422 4.3
Pharmacodynamic parameters !
Agent Dose and route Matrix - Enax (1%) AUEG o4, (%1-h) AUE ratio {tumor/blood}
MLN2238 14 mg/kg iv. Bload 8347 718*
14 mg/kg Lv. Tumor (CWR22) £9.1 1120 1.56
14 mg/kg fv. Tumor (WSU-DLCL2) 77.0 1460 2.03
Bortezomib 0.8 mg/kg iv. Blocd 88.3% 1170¢
0.8 mg/kg iv. Tumor (CWR22) 44.8° 804 0.69
0.8 mg/kg iv. Tumor (WSU-DLCL2) 276 306 0.26

NOTE: Results are reported as mean {95% confidence interval, number of experiments).
Abbreviations: K;, inhibition dissociation constant; Emax, maximum effect; F%, oral bidavailability; t = time; AUCo.24 n, AUC from 0
to0 24 h; Crmaxs Maximum concentration; Vd, volume of distribution; 1%, percentage of inhibitian.
“After exposure to 1 pmol/L MLN2238 or 1 pmol/L bortezomib for 30 min. '
TFor MLN2238, blood Emyy = 81.3% to 85.0% {n = 2) and AUEq-24n = 554 to 882 {n = 2).

*For bortezomib, blood Exnax = 86.8% to 89.8% {n = 2) and AUEg-24n = 1,140 t0 1,200 (n = 2),

The effect of MLN2238 or bortezomib on @35 activity was
determined in situ using the Proteasome-Glo cell-based as-
say. The ICg values determined by this assay following
1 hour of treatment with MLN2238 or bortezomib were
in the low nanomolar range and comparable with those
calciifated with purified 20S proteasome. Recovery of pro-

teasome activity was determined by performing washout

experiments with MLN2238 or bortezomib. Cells were trea-

ted with the drug for 4 hours, after which the drug was

removed and proteasome activity was assessed. Protea-

some activity in MLN2238-treated cells recovered to 69%

of control cells, whereas activity in bortezomib-treated
'
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cells recovered 'to only 20% (Table 1). The difference in re-
covery of proteasome activity between MLN2238 and
bortezomib is consistent with. the observed differences in
proteasome: ¢, between the two molecules.

Cell ‘viability studies were perforined in a vaviety. of
mammalian cell lines to compare the in vitro antiprolifera-
tive effects of MLN2238 with bortezomib. Studies per-
formed with A375 (lung). H460 (lung), HCT-116 (colon),
and HT-29 (colon) cells revealed similar LDgy, values for
the two compounds, which ranged from 4 to 58 nmol/L
(Table 1).

Taken together, these in vitro studies show-that MLN2238
is & potent inhibitor of the B5 site of the 20§ proteasoriie
and that MLN2238 dissociated more rapidly from the pro-
teasome than bortezomib, consistent with faster recovery of
proteasome activity observed in the Proteasome-Glo assay.
Given the high concentrations of proteasome found in
RBCs. we hypothesized that RBC partitioning would serve

as a drug.sink for bortezomib and limit its distribution ont-
side of the blood compartment; the shorter proteasome 472
of MLN2238 should allow improved drug distribution int¢
tissues. To address this issue directly, a series of pharmaco-
kinetic, pharmacodynamic, and efficacy studies with
MIN2238 and bortezomib were performed in different xe-
nograft models.

Pharmiacokinetics of MLN2238 and bortezomib. To de-
termine the pharmacokinetic profile of MLN2238 and bor-
tezomib, mice were adininistéred a single dose of
MLN2238 at 14 mg/kg iv. and 11 mg/kg orally or bortezo-
‘mib at 0.8 mg/kg iv. These doses represent the maximum
tolerated dose (MTD) for each:drug for the specified route
of administration. Exposures were determined by measur-
ing the blood and plasiha drug concentrations at various
time points following the initial dose (Table 1). The con-
centration-versus-time curve of iv. administered MLIN2238
displayed ‘a distinct biexporiential profile with a steep ini-
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Figure 2 Blood and tumor protéasome inhibition versus time profile of MLN2238 (14 mg/kg; A and C) and bortezomib (0.8 mg/kg; B and D) following
acute i.v. administration in CWR22 (A and B) and WSU-DLCL2 (G and D) tumor-bearing mice. Pharmacodynamic responses in blood and tumor were

by ing 20S p

B5 enzyme inhibition in blood and tumor at different time’ points.
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Figure 5. Antitumor activity of MLN2238 and borlezomib In two
lymphama xenografl models. Each treatment group consisted of 10
mice. A, antilumer activity in WSU-DLGL2 xenogralts. Animals were
dosed with vehicle (5% HPACD Lv. twice weekly), bortezemib
(0.8 mofig Ly, twica weekly or 0.4 ma/kg s.c. QD), or MLNZ238
{14 mg/kg Lv. twice weekly or 4 mg/kg s.c. QD) for 3 consecutive
weeks, B, antitumor activity in the OCI-Ly7-Luc disseminated
lymphama model. Animals were dosed with vehicle (3.5% Solutol + 1%
CMSO s.c. QD), bertezomib (0.4 mgfkg in 0.9% saline s.c. CD).
bortezomib {1.0 mgig in 0.8% saling Ly, QW), or MLN2238 (4 mo/kg in
0.5% Solutcl + 1% DMSO s.c. QD) for 3 cansecutive weeks. Polnls,
average lumar volume; bars, SE. T/AC and P values were calculated
a5 described in Materials and Methads, A P value of 50.05 was

idered significant, G, Kaplan-} survival profile.

into the tissue compartment. MLN2238 also showed maod-
erate oral bioavailability (Table 1; Fig. 1C). To determine
the pharmacokinetic profile of MLN2238 and bortezomib
in a second species, Sprague-Dawley rats were adminis-
tered a single Lv, dose of MLN2238 at either 0.3 or 0.2
mg/kg or bortezomib at 0.2 mgfkg Both MLN2238 doses
provided a greater plasma exposure (AUCy_q of 704 and
1,070 h-ng/mlL for 0.2 and 0.3 mg/kg doses. respectively)
compared with bortezomib (AUCp_g, of 206 h-ng/mL),
confirming that MLN2238 also has improved plasma expo-
sure compared with bortezomib in rodents (Fig. 1D).

MLN2238 indnces a greater pharmacodynamic response
than bortezomib in xenografl tumors. To further evaluate
the activity of MLN2238 in wivo, a series of pharmacodynamic
studies were performed in CB17-SCID mice bearing human
prostate {CWR22) or human lymphoma tumors {WsU-
DLCL2). Pharmacodynamic responses were assessed by mea-
suring (a) the degree of 205 proteasome inhibition and (&)
the expression levels of the GADD34 protein.

Blood and tumor 208 proteasome inhibition versus time
profiles were generated for MLN2238 and bortezomib from
both CWR22 and WSU-DLCL2 xenografts (Fig. 2). The AUE
was calculated from O to 24 hours {AUEg.ny) for both
blood and tumor (Table 1). These AUEs represent the
summation of the pharmacodynamic effect over a defined
perind of time in a particolar tissue compartment. Caleu-
lating the tumeor to bleod AUE ratio provided a functional
reflection of the distribution and durable pharmacodynam-
ic effect of the drug in different tissue compartments. The
maximum level of blood proteasome inhibition (£y,.) fol-
lowing an acute iv. dose of either MLN2238 (83.1%) or
bortezomib (88.3%) was nearly identical (Table 1). Howev-
er, the duration of the effect differed between the two mo-
lecules, with bortezomib having a more sustained response
and, therefore, a greater blood AUE than MLN2Z238 (Fig. 2B
and D). In contrast to blood, MLN2238 showed both great-
er maximum and sustained tumor proteasome inhibition
compared with bortezomib in both xenograft models (Ta-
Lle 1; Fig. 2A and C). The tumor to blood AUE ratio for
MLN2238 in CWR22s and WSU-DLCL2s was L56 and 2.03,
respectively, compared with 0.69 and 026 for bortezomib
{Table 1). Consistent with the pharmacokinetic profiles de-
seribed for these two molecules (ic., MLN2238 has a great-
er Vd,, ). these results showed that MLN2238 had a
greater pharmacodynamic effect in tumor compared with
bload, whereas the opposite was true for bortezomib. Con-
sistent with the improved tumor £p,,, in MLN2238-treated
mice, these data confirm that MLN2238 had o greater
overall tumor pharmacodynamic effect than bortezomib
us assessed by 208 inhibition,

Additional pharmacedynamic markers were examined to
study the downstream effects of proteasome inhibition,
One of the consequences of proteasome inhibition is the ac-
cumulation of proteins associated with the endoplasmic re-
ticulum (ER) stress pathway and the unfolded protein
response (UPR) pathway (11, 45-50). One of these proteins
is GADD34, a stress-inducible gene that is also upregulated
in response to DNA damuge, hypoxia, and energy depletion
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(51). Western blot analyses were performed on tumors isolat-
ed from CWR22 and WSU-DLCL2 xenagraft-bearing mice
treated with either MLN2238 or bortezomib (Fig. 3). In-
creased GADD34 expression was séen in CWR22 xenograft
tumors fotlowing MLN2238 or bortezomib treatment, where-
as an even greater response was seen following MLN2238
treatrent (Fig. 3A). Similarly, bortezomib treatment only
led to a minor increase’in GADD34 levels in WSU-DLCL2 xe-
nograft tumors, whereas MLN2238 strongly induced its ex-
pression (Fig. 3B). To confirm these results, and to get a
better understanding of the magnitude of réspénse actoss in-
dividual cells within the tumor, immunohistochemical stain-
ing was performed using the anti-GADD34 antibody
{(Proteintech). Strong GADD34 staining, reflecting increases
in GADD34 protein levels, was seen across the majority of
titmor cells in CWR22 xenografts 8 hours after a single iv.
dose of MLN2238 at 14 mg/kg (Fig. 3D) compared with very
low staining in vehiclestreated CWR22 xenografts (Fig. 3C).
Approximately a 5-fold increase in the total number of
GADD34-positive cells was seen at 8 and 24 hours following
MLN2238 treatment compared with vehicle control~treated
tumors (Supplementary Fig. §1). In WSU-DLCL2 xenograft
tumors, bortezomib treatment led to only a minor increase
in GADD34 levels measured by Western blot, whereas
MLN2238 strongly induced its expression (Fig. 3B}. In
addition, examining levels of ATF3, another gene upregulated
during ER stress and UPR activation (48, 52, 53), revealed 2
similar pattern, with a greater number of cells staining pos-
itively for ATF3 following treatment of WSU-DLCL2 xeno-

graft tumirs with MLN2238 compared with bortezomib

(Supplementary Fig. S2). These results confirm that the im-
proved tumor exposure seen with MLN2238 transiated into
an improved tumor pharmacodynamic response both at
the level of and downstream from the proteasome.

MLN2238 shows antitumor activity in the CIVR22 xeno-
graft model. To confirm that the pharmacodynamic re-
sponses seen in CWR22 xenografts woilld translate into
antitumor activity, a series of efficacy experiments were per-
formed comparing MLN2238 with bortezomib.

The antitumor effects of MLN2238 dosed at 14 mg/kg iv.
or 7 mg/kg iv. ivere compared with bortezomib dosed at
0.8 mg/kg iv. or 0.4 mg/kg i.v. on a twice weekly regimen
(Fig. 4A). The high dose for both MLN2238 and bortezomib
showed similar-antitumior activity in this model (T/C = 036
and 0.44, respectively). However, MLN2238 (7 mg/kg) shoved
greater efficacy at a 0.5 MTD dose compared with a 0.5 MTD
dose of bortezomib (0.4 mg/kg: T/C = 049 compared with
T/C = 079, respectively; Fig. 4A).

MLN2238 has moderate orally bicavailability (Table:1). In
Fig. 4B, we show that oral dosing of MLN2238 resulted in
antitumar activity in the CWR22 xenograft model (T/C =
0.37). ‘Faken. together, these results show that the human
prostate CWR22 model is responsive to proteasome inhibi-
tion. Furthermore, & direct comparison between MLN2233
and bortezomib revealed similar antitumor activity when
dosed at their respective MTDs: however, when both com-
pounds were dosed at their respective 0.5 MTDs. MLN2238
showed improved activity over bortezomib (Fig. 4A):

MLN2238 shows improved efficacy compared with borte-
zontib in two models of lymphoma. MLN2238 showed great-
er tumor pharmacodynamic responses in WSU-DLCL2
xenografts compared with-bortezomib (Table 1; Figs. 2 and

3). T'o assess whethier the more robust pharmacodynarmic re-

sponse translated to greater antitumor activity: an efficacy
study was performed in WSU-DLCL2 tiimor-bearing mice.
The antitumor effects-of MLN2238 [dosed at 14 mg/kg iv.
twice weekly-or 4 mg/kg s.c. once daily-{QD)] were directly
compared with bortezomib (dosed at 0.8 mg/kg i.v. twice
weekly or 0.4 mg/kg s.c. QD: Fig. 5A). In this experiment, nei-
ther of the bortezomib doses showed strong antitumor activ-
ity (T/C = 0.79 and 0.9 for 0.8 mg/kg iv. and 0.4 mg/kg s.c.
respectively). In coritrast, both intermittent and continuous
MLN2238 dosing regimens showed strong antitumor activity
(T/C = 0.4 and 0.29 for 14 mg/kg i.v. and 4 mg/kg s.c., respec-
tively) and generated a greater apoptotic response in tumor
tissue as measured by levels of cleaved caspase-3 (Supplemen-
tary Fig $3).

‘The antitumor activity of MLN2238 and bortezomib.was
evaluated in a disseminated model of lymphoma. The ability
of both drugs to reduce tumor burden and improve averall sur-
vival was assessed in this systemic lymphoma model. NOD-
SCID mice were inoculated with OCI-Ly?-Luic cells expressing
a luciferase reporter gene. Bioluminescent scans, obtained via
quantitative Xenogen imaging, allowed tumor growth to be
tracked over time in live animals. The strongest antitumor
response was 'seen following treatment with MLN2238 at
4.0 mgfkgs.c. QD (1/C = 0.20; Fig, 58), This dosing regimen aiso
significantly prolonged overall survival in this model compared
with vehicle-treated controls {median survival was 59 versus
33 days, P.= 0.05; Fig. 5C). Much weaker antitumor responses
were seen following bortezomib treatment at 0.4 mg/kg s.c. QD
or L0mg/kgi.v. once weekly (T/C = 0.86 and 0.76, respectively).
These bortezomib- dosing regimens also did not significantly
prolong survival (median survival was 33 and 43 days, respec-
tively; P > 0.99 for both; Fig. 5C).

In summary, we have identified a second-generation
small-molecule inhibitor of the proteasome.-It has different
physicochemical properties-compared with bortezomib, in-
cluding a shorter proteasonie dissociation. £,/ which we
believe plays a critical role in the ability of this molecule
to distribute into tissues. Improved pharmacokinetic and
tolerability allow this molecule to be administered at high-
er doses, resulting in greater blood and plasma exposures.
Consistent with these findings, we found a greater pharma-
codynamic response in multiple xenograt models treated
with MLN2238 .compared with bortezomib, particularly in
tumor, supporting our. hypathesis that MLN2238 has im-
proved distribution characteristics. Superior bioavailability
also allows this molecule to be dosed -orally. whereas bor-
tezomib is restricted to iv. and s.c. dosing regimens to

-achieve acceptable exposure levels. Data generated from

both s.c. and disseminated xenogruft efficacy -studies show
that MLN2238 has greater antitumor activity when admin-
istered by either intermittent or continuous dosing regi-
mens and improves overall survival compared with
bortezomib. ‘Taken together. these data support the clinical
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development of MLNJ708 for both hematologic and’ solid
tumor indications.
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Correction

Correction: Evaluation of the Proteasome
Inhibitor MLN9708 in Preclinical Models of
Human Cancer

In this article (Cancer Res 2010:70:1970-80), which was publishe‘d in the March 1,
2010 issue of Cancer Research. (1), Paul Hales (Millennium Pharmaceuticals, Inc:,
Cambridge, Massachusetts) should have been included as the ninth author. The online
article has been changed to reflect this correction and no longer matches the print.
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Terapéutica, metas y biologia quimica.
Evaluacion del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de cancer humano

Erik Kupperman, Edmund €. Lee, Yueying Cao, Bret Bannerman, Michael Fitzgerald, Allison Berger, Jie
Yu, Yu Yang, Paul Hales, Frank Bruzzese, Jane Liu, Jonathan Blank, Khristofer Garcia, Christopher Tsu,
Larry Dick, Paul Fleming, Li Yu, Mark Manfredi, Mark Rolfe, y Joe Bolen.

Resumen

La proteasoma fue validada como un blanco de la onhcologia lugo del éxito clinico de VELCADE
{bortezomib) para inyeccién para el tratamiento-de mieloma mdltiple y linofomia de células de manto
recurrente. En consecuencia, diversos grupos estén detrs.del desarrollo de inhibidores de proteasoma
de moléculas pequefias adicionales tanto para indicaciones hematoldgicas como de tumores sélidos. En
el presente articulo describimos el MLN9708, un inhibidor de proteasoma selectivo, biodisponible
oralmente, de segunda generacién que se encuentra en la fase | de desarrollo clinico. MLN3708 tiene
una vida media de disociacién de proteasoma mas corta, asi como farmacocinética, farmacodindmica y
actividad antitumor mejorada en comparacidon con el bortezomib: MLNS708 tiene urna mayor
distribucién de voluirien de sangre en estado estable, y los analisis de la inhibicién de la proteasoma
208, asi como los marcadores de fa respuesta de proteina desplegada confirmaron que MLN9708 tiene
mayores efectas farmacodinamicos en los tejidos a comparacién con el borteozomib. MLN9708 mostré
actividad tanto en tumores sélidos como en modelos de xenoinjertos hematoldgicos, y encontramos una
correlacién entre mayores respuestas farmacodinamicas y actividad antitumor mejorada. Por otro lado,
la actividad antitumor fue evidenciada a través de maltiples rutas de dosificacidn, incluyendo-sonda oral.
En conjunto, esta informacién soporta el desarrolio clinico de MLN9708 tanto para indicaciones
hematoldgicas y de tumores s6lidos. cancer Res; 70{5); 1970-80, ©2010 AACR.




