—— - p— —

———

PETITORIO =

SUPEETMRSYRIR ¥ fm‘.‘""'-'ﬂé .
Yadicociem @ CRLIEARNE Hﬂtﬂ:‘ efioer T
Corbs "NiDY: FRRR110E 1N
Tearity @ P11 WT-ATEHT 77 e Y 1] DRREr
Pesendesniz: 303 HMVISTAR °F R [ORATIDNT

-

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
D Patente de Invencién [[] Patente de Modelo de Utllidad
[0 capituiol. B4 capitulo 1.
@ IDENTIFICACION
Nombre: PHARMACIA ITALIA 8.p.A.
ce. [] ow []
soucr:'ANTE cce. [ nNm []
L) Direccién: Via Robert Koch, 1.2,
1-20152 Milan (IT).
Naclonalided o Domicillo: Milan , Italia
Cual
Lugar de Constitucién: Italla
Teléfono: 3284270 Fax: 8089701 Nimero
E-mall: jlicco@lloredacamacho.com
O Nombre: JOSE ANTONIO LLOREDA | CC. X Nt [
REPRESENTANTE Direccién: Calle 72 No. 5-83 Plso 50] C.E. ] oo [
O APODERADO Cual

Teléfono: 3264270 Fax: 6089701 Namero 17.159.681 TP10.764
E-mall: ]lloooﬂlomdmmamo.oom

@ Nombre: GERONI, Maria, Cristina, Rosa; COZZ1, Pacolo; BERIA, Halo.
Direccién: Via Comegglo, 48, 1-20149 Miano (IT); Via Zanella, 48/5, 1-20133
INVENTOR(ES) Milano (IT); Via S. Anna 186, 1-20014 Nerviano (IT).
(72) Naclonalidad o Domicllio:  ITALIA
@ PCT (88)
Solicitud intemacional No. PCT/EP01/04470 Fecha: Abrl 19, 2001
Publicacion Interacional No. WO 01/85144 A3 Fecha: Noviembre 15, 2001

THulo (54) "USO DE DERIVADOS DE ACRILOILO DISTAMICINA SUSTITUIDA EN EL TRATAMIENTO
DE TUMORES ASOCIADOS CON ELEVADOS NIVELES DE GLUTATION ®

Clasificacion Internaclonal (51) A81K 31/4025

RIEEE

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud

sifno [] | aB | Mayo 08, 2000 00110593

@ Comprobante de Pago No. 02-65,906 Fecha: OQctubre 03, 2002




( ! ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la sollcltud.
EI Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el aolicitante sea persona jurldica.
[x] pocumento de Representacion Legal. No Protocolizado.

D Documento de ceslon del inventor al solicitante o a su causantse.
{] Declaraciones

|:| Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, relvindicacliones, dibujos)
E Traducclén de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

E Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

IE' Traducclén del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

I:I De ser el caso, documento que acredite Ia licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades Indigenas.

[x] Arte Final 12X12.

D De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtanidos en el exiranjero po_:._- i
mismo fitular o su causante, relaclonados parclal o totalmente con la invencién de esta solicitud. b N

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicltud interacional.

Ofros Informe de Blsqueda Preliminar y su traduccién, Publicacién con su traduccién, Notificacién
-de cambio de Nombre provenriente de 1la OMPI.

@ FIGURA CARACTERISTICA:

¥ ’.li‘
1’*’&'-:“

@ Soliclio la concesion de Ia patents,

NOMBRE: JOSE ANTONIC

_ FIRMA:
C Lty C.C. 17.150.68

Bta} T.P.10.784
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El documento que acredita la calidlad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotda de los doctores JOSE ANTONIO
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o ANGELA MARIA
RESTREPO y/o ALICIA LLOREDA RICAURTE para TODOS
LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD
INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que faculta a cada
uno de dichos abogados para actuar individualmente, se esta
presentando con esta solicitud. En consecuencia, ruego a
usted reconocer la personeria de cada uno de dichos
Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir

en cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

Cédigo 231
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TRADUCCION OFICIAL DE UN DOCUMENTO ESCRf
. (traduccidn de selios) /g

(Apostille n. 2055)

Dra. GRAZIA SCARPONI
NOTARIO
20123 MILAN - Via Stampa, n. 15.
Codigo Fiscal : SCB GRZ 38R47 H301V

AUTENTICACION DE FIRMA

== Cortifico yo suscrita Dra. GRAZIA SCARPONI, Notarlo en Milan e inscrita al
Coleglo Notarial de Milan, verdadera y auténtica la firma puesta al respaldo y
en mi presencla, previa renuncia con mi consentimiento a la asistencla de
testigos, de la Sefiora VERONELLI PAOLA, nacida en Milan el 17 de diciembre
de 19435 y domiciliada al efecto en la sede social, empleada, en su calidad de
apoderado de la Sociedad “PHARMACIA ITALIA S.p.A.” con sede en Milan, Via
Robert Koch n. 1.2, investida de los necesarios poderes.

De su identidad personal, calidad y poderes yo Notario estoy segura.

Declaro, ademas, yo Notario, de conocer el idioma inglés y que el texto en
ltaliano comresponde al texto en inglés,

== Milan, 13 de marzo de 2002.

(fdo.) Grazia Scarponi, Notario (hay sello)

1. Pals: ITALIA
el presente acto publico

2. ha sido flmado por Grazia Scarponi,
3. Agente en calidad de Notario en Milan,
4. gsta’ refrendado con el sello notarial,

certificado

5. 0N MHBN...cccccemrcnessrccsones - 6. El 18 de marzo de 2
7. por la oficina del Ministerio Publico,

8. bajo el nimero 2055 AP,

9. y esta’ refrendado con el eelio de Estado.

avargvsy
ot ?ﬁnsnsnl !
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ITALIA
e xhelo fimados, PHARMACIAS.P A unt socledad

organizada y existente de conformidad con las leyes de
Jtalia,

con domicllio en

Hil‘n Via Robert 'Koch. 1.2, » Itnlul

nombramos por el presente a JOSE ANTONIO LLOREDA
ylo GUSTAVO TAMAYO ylo ANGELA MARIA
RESTREPO yfo ALICIA LLOREDA, domiclllados en
Bogotéd, Colombla, con oficinas sn dicha cludad, Calle 72
No. 5-83, piso 8°, nuestros representantes lagales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados Judiclales o
axtrajudiclales, con el fin de dar cumplimlento al pardgrafo
V0. del articulo 543 del decreto 410 de 1971.

Los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA y/o
GUSTAVOQ. TAMAYO y/o ANGELA MARIA RESTREPO
y/o ALICIA LLOREDA, o los apoderados que cualqulera
do ellos designe, quedan especiaimente facultados para
reprasentarnos ants las autoridedes colomblanas,
edministrativas, Judiclales o de policfa, en todos los
trdmites relativos a la propledad Industrial, a cuyo efecto
les facultamnos para dar ante dichas autoridades todos los
pasos necesarios al objeto [ndicado; elevar “solicudes,
declareclones, reclemos y recursos; formular
descripciones, enmlendas, oposicicnss y apelaciones;
Instaurar cancelaciones y amparos administrativos;
abonar todos ios Impuestos .y cuotas y efectuar todo otro
pago detarminado por la ley; reclbir todos los decumentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesqulera ofros requisitos y tomar, en fln, todas las
medidas que creyaren conducentes al resguardo de
nuesatros Intersses; y en caso de producirse oposicién,
pasando los antecedentes e los tribunales, quedan
facultades para tomar intervencién como demandantes o
demandados ante .los Jueces que sean competentes,
pudlendo transar, Someter a drbitros, desistir, percibir y
apelar, con todas las deméds facultades que resulten
necesarias, y por el presents declaramos desde ehora
vélido y bueno cuanto dichos representantes y/o los
apoderades que cualqulera de ellos nombre hicleren en
nuestro beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores JOSE
ANTONIO LLOREDA y/o QGUSTAVO TAMAYO yi/o
ANGELA MARIA RESTREPO y/o ALICIA LLOREDA, para
solictar en la Oflcina de Propiedad Industrial Ia
protocollzacién de este documento y de cualquler poder
qua cualqulera de ellos otorgue & nombre nuestro.

Dado y firmado Milan, Marze 13 de 2002

SMRE LivkkA CANACRO & oe,

The undersigned, PHARMACIA ITALIAS.P.A., a
corporation organized and existing under the lews of

Italy

of

Milen, Via Robert Koch, 1.2
Italy,

hersby appoint, JOSE ANTONIO LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or ANGELA MARIA RESTREPO
and/or ALICIA LLOREDA, of Bogota, Colombla, with
offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Shdh Floor, our
true and legal representatives In Bogobd, with power to
recelve notifications and to appolnt judicial or extrajudicial
agents, so as to comply with paragraph 1o. of article 543
of decree 410 of 1971.

Doctors JOSE ANTONIO LLOREDA andler
GUSTAVO TAMAYO and/or ANGELA MARIA RESTREPO
and/or ALICIA 'LLOREDA, or the agents by any one of
them appolniad, are especially empowered to represent us
before the administrative, judiclal or police authorities of
Colombla, In all proceedings .pertaining to Industrial
property, for which purpose we authorize them to take
before the sald avthorities-all the necessary steps for the
said end; to flle petitions,’ declarations, claims, recourses,
cancellations and admin|striative Injunction proceedinge; to
drew up specifications; ‘to file amendments, oppositions
and appeals, to pay all Installments and effect all other
payments prescribed by Iaw\tg recalve proper recelpts, to
comply with all other requirements and, in short, to take all
those measures which they may deem fit for the protection
of our Interests; and In case of opposition, where the
procesdings be passed over to the courts, we authorize
said agents to act on our behalf, as complainants as well
as defendants, before the competent judges, with full
powers to make amangements, to submit to arbltrltnrs to
desist, to collect, to 8PP0 ;?"F-'v“.. i y

further powers as mey b e avachs
from now on as - -
r T!": A i

representatives and/or 3

We also gath
LLOREDA andfor SUSFAVMONEEL
MARIA RESTREP® an

gftomey by any offe of { conferred In our name, before
the Office of Indugtrial Pigparty.

Given and signed this  TUILAN, NALCH 13 44 , 2002

PHARMACIA ITALIA S.p.A.

Qo 2™ .

Pocta Vo= Al
Eaomive OFar

\)
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Dott. GRAZIA SCARPONI : ' *
NOTAIO Wt
20128 MILANO - Via Btampa, 18
Cod. F S8CH QRZ 3R47 HEOIY
>
AUTENTICA DI FIRMA
Certifico 1o sottoscritta Dott.GRAZIA SCARPONI, Notaio in Mi-
lano ed iscritta presso i1 Collegio Notarile di Milano, vera ¥ i
ed autentica la firma retro apposta in mia presenza, previa ' .

rinunzia con 11 mio consenso all'assistenza del testimoni,
dalla Signora VERONELLI PAOLA, nata a Milano i1 17 dicembre
1945 e domiciliata per la carica presso la sede sociale, im-
plegata, nella sua qualitd di procuratore della Societd "PHAR-
MACIA ITALIA S.p.A." con sede in Milano-Via Robert Koch 1.2,
munita degli occorrenti poteri.

Della sua identitd personale, qualifica e poteril io Notalo so-
no certa.

Dichiaro, Inoltre, 1o Notaio di conoscere la lingua inglese e - "
che 11 testo in italiano corrisponde al testo in inglese.

Milano, 1i '13 MAR m
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)
{ss

Alos dias del mes de de 20
comparsclé personalmente ante mi, Notario Piblico
en y por el condado antes cltado,

a quien doy fe de cohocer ¥y me consta que
es/son la persona descrita y firmante del documento que
precede, declarando ante ml que atorga el mismo para los
fines y propdsitos que en 4l se expresan.

Notary Public (Notario Piblico).
CERTIFICADO NOTARIAL {INDIVIDUO}

{ss

Alos dias del mes de de 20
comparecid personaimente ante mi,
Notarlo Pdblico en y por el condado antes citado,

a qulen doy fe ae conocer ¥y me consta que

on la persone descrita y firmante del documento que
precede, declarando ante ml que otorga el mlemo para loa
fines y propésitos que en él sa expresan,

Notary Public (Notario Pablico).

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

{ss

Hoy 1 F 4 de 20 02 comparecis
1?1013 %MI a quien conozco y
de quien me consta que firmd el anterior documento y
ulen dablda fnte jurementado declaré TKL io que é
clonerie 3, PHARMACIA I s p A,

la compafila nombrada en el documento que anteceds,
una socliedad debidemente organlzade y existente
conforme a las leyes da Italia | domiciliada en la
ciudad de Milan Iegalmante constitulda pare
un perfodo de duraclén qua ain no ha terminado, que
o]eme legalmente su objeto conforme a las leyes de
; que el declarante estd autorizado por dicha Compafila
para conferir este poder; que el sello estampado por &l al
pia de tal poder, en nombre y en representacién de la
expresada Compefia, es el sello oficlai de ella; y que el
objeto para el cual se confiere este Instrumento esta
comprendido dentro del de |a socledad.

El suscrito Notario ha visto los Estatutos de incorporacién
firmados en Milan

, con facha , Y certifica
que de conformidad con Ia legislacién de dicho Estado la
anterior declaraclén juramentada es prueba suficlente de
que los hechos sobre que ella versa son clertos o
verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Pdblico).

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)
{ss

Onthis dayof .20 , personally
appsared befora me, a Notary Public, In and for the above
mentioned county,

Pacla VERONELL!
to me known to ba the person described in and
who executed the foregoing document, and who duly
acknowledged to me that exacuted same for the
uses and purposes therein exprassed.

NOTARIAL CERTIFICATE {INDIVIDUAL)

{ss

On this day of .20 , personally
eppearsd before me, a Notary Public, In and for the abova
mentioned county,

PACLA VEROVELL!

to me known to be the person described In and who
exacuted the foregoing document, and who duly
acknowledged to me that executed same for the
uses and purposes therein npmud,,,

H
.

Lot
v

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION)

-
1

CI ,
Onthis 13 dayof March - " 2002
personally

came PASLA VElonaLLt

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me duly
sworn did depose and say that he Is the ITALIA
EXECUTIE oF Ficel of PHARMACIA S.P.A., the
compeny named within, @ Corporation organixred and
existing under the laws of |1-ADI , domiclled at
tha Cly of MNILAN I x
a period of tenure nUEduN wempined!
corporate  purposesfl SECEAN I g
; that the deponent DTt
confer this power o

.l.u -.;_’_1.[:

L ERTER ‘n.\.ms
NOTARIO{FY H

s mhii-rmnuha‘imciﬂ

, Under date of
, and hereby

R B e
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitd Internacional No.
PCT/EP 01/04470

A. CLASIFICACION DE MATERIA

IPC7 A61K31/4025 A61K31/4155 AS1K3I1/4178

B. CAMPOS BUSCADOS

AGIPAS0  AGIK45N6
Seggdn Ia Clasificacidn de Patentes Internacional (CPD) o segiin In clusilicacidn nacional y la CPI

IPC7 A6IK

Documentacién minima buscada (sisterna de clasificacidn seguido de simbolos de chasificacidn)

Documentacidn buscada fucra de documentacion finime hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos clectrénica conpuliade dursnte In bitsqueds internacional (nombre de 1a base de datos y, donde ses priciico, buscer términos usados)
EPO-Internal, WPI Datn, PAJ, CHEM ABS Dam, BIOSIS, MEDLINE, SCISEARCH, CANCERLIT EMBASE

€. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoris ®

Citacidn de documento, con indicacidn, donde sea apropindo, de los textos relevantes

Relevanie a Ia reivindicacidn No.

X D'ALESSIO, ROBERTO Y COL:
A: Sintesis y actividad antitumoral”

1467-72,
XP000671766
todo el documetnto

XP001039733
todo el documento
parfigrafo’001!

—t

"Relacién estructura-actividad de nuevos derivados de distamicina

BIOORG. MED. CHEM. LETT. (1994), 4(12),

X COLELLA, G. Y COL: "La deficiencia en reparacién
desproporcionada estd asociada con la resistencia a agentcs a 11
lquilantes de las ranuras menores del DNA"
BR. J. CANCER (1999), 80(3/4), 338-343

1,3-8,10

1-8,10,

E En ¢l recuadro C s enumeran mis documentos.

E En ¢] anexo se enumersn miembros de Is famnilia de patentes.

* Categorias especiales de documentos citados:

'A’ documento que define el estado general de Ia técnica el cusl no se
considera de relevancia particuler .

'E' documento anterior pero publicado en o después de s fecha de
presentacin internacional

'L’ documento que puede armojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para estblecer Ia fecha de publicacién de otra
citacidn u otra razdn especial {segin se especifica)

0" documento que s¢ refiere a una revelacion oral, uso, exhibicidn u
otros medios

‘P documento publicado antes de la fecha de presantacidn internacional
| pero después de 1a fecha de prioridad reivindicada

T documento posterior publicado despuds de la fechs de presentacidn
internasional o fecha do pricridad y que no estl en conflicto con la
solicitud pero citado pars entender el principio o teoria que sustenta
In invencidn

'X' documento de relevancia particular; ks invencién reivindicada no
puede considerarse nueva o no puads considerarse que comprende
un paso inventivo cuando ¢l documento se toma solo

"Y' documento de relevancia particular; In invencidn reivindicada no
pueda considerarse que comprende un paso inventivo cusndo cf
documento se combina con uno o mis docwmentos, giendo dicha
combinacidn obvia para una persona experia en I téenica

‘&' documento micmbro de la misma familia de patentes

Fecha de Is termimacién real de 1a Inisqueds intemacional

Marzo 13, 2002

Fecha de envio por cameo del reporta de bisqueda intemacional
19/03/2002

Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax No. _ (+31-70) 340-3016

Nomibre y directite de cormeo de ISA Funclonario mutorizdo
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Cielen, E

Fornm PCT ISA 210 (segunda hojs) (Julio 1958)

oKL
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 01/04470

C. (Contimmcidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ®

Ciuddndedncumb,emﬁﬂmiﬁudmtnmqﬁdn.hlummnlﬂmlﬂ

“Relovante & In reivindicagitm No.

X

WO 98 04524 A (CALDARELLI MARINA ; BERIA ITALO (IT);
COZZI PAOLO (IT); CAPOLONGOL)
Febrero 5, 1998 (1998-02-05)

citado en el resurnen de 1a solicitud
pégina 2, linea 11 -pégina 3, linea 2
pégina 3, linea 25 -pégina 4, linea 5
pigina 5, linea 28 -linea 31

pégina 6, linca 19 - linca 22

pégina 16, linea 1 - linea 12

pgina 19, linea 31 -pagina 20, linea 29
Reivindicaciones 1,3,6,8,10

GIUSTI ANNA MARIA Y COL: "Induccién en vivo de spoptosis
con PNU-166196 en xenotrasplantes de carcinoma de ovario
humano"

PROCEDIMIENTOS ANUALES DE LA ASOCIACION
AMERICANA PARA LA INVESTIGACION DEL CANCER,
no. 41, Marzo 2000 (2000-03), pégina 825

XP001039865

91°. Encuentro Anual de la Asociacién Américana para la
Investigacién del Cancer.; San Francisco, California, USA; Abril

1-05, 2000, Marzo, 2000
ISSN: 0197-016X
todo el documento

GERONI CRISTINA Y COL: "Actividad Antitumoral de PNU-
166196, un nuevo ligando para ranuras menores de DNA
seleccionado para desarrollo clinico”

PROCEDIMIENTOS ANUALES DE LA ASOCIACION
AMERICANA PARA LA INVESTIGACION DEL CANCER,
no. 41, Marzo 2000 (2000-03), péginas

425-426, XP001039861

91°. Encuentro Anual de la Asociacién Américana para la
investigacién del cancer.; San Francisco, California, USA; Abril 1-
05, 2000, Marzo, 2000

ISSN: 0197-016X

todo ¢l documento

WO 90 11277 A (ERBA CARLO SPA)
Octubre 4, 1990 (1990-10-04)

citado en ¢l resumen de la solicitud

pégina 1, paréigrafo 3, -pdgina 3, pardgrafo 4

pigina 4, linea 10 - linea 12

pégina 8, lineca 1 -linca 9

pigina 8, linea 20 - linea 24
Reivindicaciones 1,2,6-9

1,2,5-11

34

1,2,5-11

1,2,5-11

1,2,5-8,
10-11

Foram FCTABA/210 (aomtimmcive de I bage stgumis (ulls 1997)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Salicitud Internacional No.
PCT/EP 01/04470

C. (Contimmeidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Chategoria ©

Citacidn de documents, con indicacién, donde sea aprogiado, de los textos relevantes

Relcvante a b reivindicacion No.

X

BARALD], PIER GIOVANNI Y COL: "Sintesis y actividad

antitumoral de novedades derivados de distamicina"
BIOORG, MED. CHEM. LETT. (1996}, 6(11),
1241-1246,
XP004134862
pdgina 1241, parigrafo 2
ejemplo ESQUEMA |
pégina 1244, pariigrafo 1
tabla 1
pégina 1244, parégrafo 4 - phgina 1245,
parigrafo 1

WO 99 50265 A (BARALDI PIER GIOVANNI;
CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT);
C) Octubre 7, 1999 (1999-10-07)
citados en !a solicitud
resumen
pigina 1, linca 28 -pdgina 2, linca 22
péigina 3, linea 30 -pégina 4, linea 9
ejemplo CMPD22
pégina 18, linea 31, - pégina 19, linea 5
pégina 20, linea 26 - linea 30
Reivindicaciones 1,9-11

WO 96 05196 A (FHARMACIA SPA ; BERIA ITALO
(IT); PESENTI ENRICO (IT); CAPOLONGO LA)
Febrero 22, 1996 (1996-02-22)

resumen

pégina 1, linea 5 - linea 8

plgina 2, l{nea 5 - pgina 4, linca 19

pigina 5, linea 14 - pigina 6, linca 20

ejemplos

CMPDS17-20, 22, 23, 26-28, 45, 50-60, 69-72
pégina 31, linea 10 - linea 19

Reivindicaciones 1,6-9

WO 99 50266 A (BARALDI PIER GIOVANNI;
CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT);
C) Octubre 7, 1999 (1999-10-07)

citado en la solicitud

resumen

pégina 1, linea 4 - linca 7

pégina 1, linea 23 -pdgina 3, linca 2

pégina 4, linea 5 —pdgina 7, linea 14

pégina 16, linea 15, - linea 25

pigina 19, linea 8 — linea 30

Reivindicaciones 1-3, 6-9

1,5-8,10

1,2,5-8
10,11

1,2,5,6,
10-11

llzlsl
10-11

3,4

Fams FCT/SAZT0 (contiameton do In s sagoada) (Jeio 1992)
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Solicitud Internacional No.

PCT/EP 01704470

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoris *

Gmﬁhdedummhﬁmihduﬂeum#hmmw

Relevants a la reivindicacion No.

X

P,X

WO 98 21202 A (BARALDI PIER GIOVANNI,
CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT);
C) Mayo 22, 1998 (1998-05-22)

citado en la solicitud

resumen

péigina 2, linea 7 —pégina 3, linea 4

péigina 4, linea 6 —lineca 17

ejemplos CMPDS9-19

pégina 16, linea 26 - pdgina 17, linea §

pégina 20, linea 31 — pdgina 21, linea 22
Reivindicaciones 1-36, 8, 10

STEWART D ] Y COL: "AGENTES NO-
QUIMIOTERAPEUTICOS QUE POTENCIAN LA EFICIENCIA
DE LA QUIMIOTERAPIA"

ARTICULOS PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER,

vol. 16, no. 1, 1989, péginas 140,

XP001039737

ISSN: 0305-7372

F‘Biﬂl 18, m'fo 3 'p‘gln.' 19, P'ﬂgl"fo 1

TSUCHIDA S Y COL: "ELEVACION DE LA FORMA GST-PI
DE LA GLUTATIONA-S-TRANSFERASA PLACENTAL EN
TEJIDOS TUMORALES Y LOS NIVELES EN SUERO DE
PACIENTES CON CANCER"

INVESTIGACION DEL CANCER,

vol. 49, no. 18, 1989, péginas 5225-5229,

XP001039783

ISSN: 0008-5472

resumen

péigina 5225, columna 1, panigrafo 1

pégina 5228, columna 1, pardgrafo 1

pégina 5228, columna 2, parigrafo 2

COZZI P: "Una nueva clase de ligandos citotéxicos de las ranuras
menores de ADN: derivados alfa-halogenoacrilicos de oligomeros
pirrolcarbamoil®.
FARMACO, (2001 ENE-FEB) 56 (1-2) 57-65. ,
XP001039805
resumen
pégina 58, columna 2, pardgrafo 4
pégina 59, colummna 1, parigrafo 1
figura 5
pégina 60, columna 1, parégrafo 2 -pdgina 61,
columna 1, parigrafo 4
tablas 2, 3
pégina 62, columna 2, panigrafo 3
figuras 9, 10
tabla 5
pégina 63, columna 1, panigrafo 1 -columna 2,

pardgrafo 2

12,5,
10-11

34

14,10,
11

14,10,

1-11

Forma PCTARA/II0 (contkemciin de B Bajs scgams) (lo 1993)
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Solicitud Internacional No.

PCT/EP 01/04470

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorha *

Citacién de documento, con indicacidn, donds sea apropiado, de los textos relevantes

Relevanic b reivindicacitn No.

PX

P, X

P,X

GERONI C ET Y COL: “PNU-166196: Un nuevo agente

antitumoral cuya citotoxicidad es mejorada en células tumorales

con altos niveles de glutationa”

TUMOR]I,

Vol. 86, no. 4 Supl. 1,

Julio 2000 (2000-07), péginas 41-42,
XP001039871

XV Congreso de 1a Sociedad Italiana del Céncer,
Turin, Italia; Octubre 05-07, 2000

ISSN: 0300-8916

Todo ¢l documento

COZZI, PAOLO Y COL:

“Derivados alfa-bromoacrilicos citotdxicos de andlogos de
distamicina modificados en la mitad amidino”
BIOORG, MED. CHEM. LETT. (2000), 10(11),
1273-1276,

Junio 2000 (2000-06), XP004200573

Resumen

pégina 1273, columna 1, parégrafo 3 — columna
2, parigrafo 1

tabla 1

péigina 1274, columna 2, parigrafo 3 -

parégrafo 4
pigina 1275, columna 1, perdgrafo 3 —columna

2, parigrafo 2

BARALD], PIER GIOVANNI Y COL: "Sintesis y Actividad
Antitumoral de Nuevos Derivados de Benzoheterocidicos de
Distamicina A"

J. MED. CHEM. (2000), 43(14), 2675-2684,

Julio 13, 2000 (2000-07-13), XP001039581
resumen

pégina 2676, columna 1; tablas

pégina 2676, columma 1, pardgrafo 1

tablas 1, 2
pigina 2678, columna 2, parigrafo 5 -pégina

2679, columna 1, parégrafo 1
pigina 2680, columna 2, parigrafo 3
WO 01 40181 A (BARALDI PIER GIOVANNI;
CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT);
C) Junio 7, 2001 (2001-06-07)
resumen
pigina 1, linea 36 -pégina 2, linea 22
pégina 3, linea 36 -pégina 4, linea 12
pégina 7, linca 15 - linca 19
pégina 14, linea 29, - pégina 15, linea 1
pégina 16, linca 23 - linea 26

Reivindicaciones 1,4,8-10

1-11

1-11

1,3-8,10

1,258,
10, 11

Forrms PCTTISA/ZI0 (cantiamaciin de i hoja scgonds) (o 1992)
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Solicitud Internacional No. PCT/EP 01/04470

INFORMACION ADICIONAL CONTINUA DE PCT/ISA/ 210

Continuacién de la casilla 1.2

Las presentes reivindicaciones 1-5. 10-11 relacionsn un mimero extremadememte grande de posibles
compuestos. El soporte dentro del significado del Articulo 6 PCT y lo revelado dentro del significado del
articulo 5 PCT es para ser encontrado, sin embargo, Gnicamente para una muy pequefla proporcidén de los
compuestos reivindicados. En el presente caso, las reivindicaciones asi carecen de soporte, y Ia solicitud
carece de revelacidn, por lo que una bisqueda significativa sobre la totalidad del alcance reivindicado es
imposgible.

Mds ain, les presentes reivindicaciones 1, 3, 5-10 relacionan una aplicacién terapéutica la cual actualmente no
cstd bien definida. El uso de la definicién “tumores que se sobre expresan en el sistema GSH/GST™ en ¢l
contexto presente ¢ considera que conduce a Ia falta de claridad demtro del significado del Articulo 6 PCT.
La carencia de cloaridad ¢s ta! que rendir una hisqueda completa significativa es imposible.
Consecuentemente, la tnisqueda ha sido llevada a cabo para aquellas partes de las reivindicaciones que
parecen estar soportadas y reveladas, cspecialmente aquellas partes relacionadas a los compuestos
reivindicados en las reivindicaciones 6 y 7 y en particular en las reivindicaciones 8 y 9, y los tumores
especificamente mencionados en las reivindicaciones 2 y 11, y los tumorcs resistentes al agente citotdxico
citados en la reivindicaciém 4.

Se dirige Is atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones, o partes de las reivindicaciones,
relacionadas con invenciones respecto de las cuales no haya sido establecido el reporte de biisqueda
internacional no necesita ser objeto de un examen preliminar intemacional (Regla66.1 (e) PCT). Sc avisa al
solicitante que la politica de 1a EPO cuando actlia como una Autoridad de Examen Preliminar Internacional
normalmente e no realizar un examen preliminar sobre Ia materia que no ha sido buscada. Este es ¢l caso
independiente de si 1as reivindicaciones son modificadas o no siguiendo recibo del reporte de bidsqueda o
durante cualquier procedimiento del Capitulo II,

\5
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP 01/04470
Documento de
patente citado en el Fecha de publicacién Hlenb::ll) :: l:um l‘ol Ioln| “I N
reporte de bidsgueda paten 4
WO 9804524 A 05-02-1998 AT 205476 T 15-09-2001
AU 724511 B2 21-09-2000
AU 4009897 A 20-02-1998
BR 9710717 A 17-08-1999
CA 2260060 Al 05-02-1998
CN 1226232 A 18-08-1999
DE 69706690 Dl 18-10-2001
DK 915845 T3 07-01-2002
wO 9804524 Al 05-02-1998
EP 0915845 Al 19-05-1999
ES 2164366 T3 16-02-2002
JP 2000515164 T 14-11-2000
NO 990246 A 20-01-1999
NZ 334082 A 30-08-1999
PL 331344 Al 05-07-1999
ZA 9706549 A 03-02-1998
WO 9011277 A 04-10-1990 AT 98634 T 15-01-1994
AU 635733 B2 01-04-1993
AU 5276190 A 22-10-1990
CA 2030519 Al 24-09-1990
DE 69005164 D1 27-01-1994
DE 69005164 T2 31-03-1994
DK 388948 T3 24-01-1994
WO 9011277 Al 04-10-1990
EP 0388948 Al 26-09-1990
EP 0416075 Al 13-03-1991
ES 2062143 T3 16-12-1994
F1 95463 B 31-10-1995
HK 1006456 Al 26-02-1999
HU 54981 A2 29-04-1991
IE 64654 Bl 23-08-1995
JP 2986208 B2 06-12-1999
JP 3504863 T 24-10-1991
KR 170767 Bl 01-02-1999
NZ 233015 A 25-09-1991
PT 93552 AB 07-11-1990
RU 2094430 Cl 27-10-1997
uUs 5175182 A 29-12-1992
ZA 9002221 A 28-12-1990
WO 9950265 A 07-10-1999 AU 3415499 A 18-10-1999
wo 9950265 Al 07-10-1999
EP 1064280 Al 03-01-2001
WO 9605196 A 22-02-1996 AU 689623 B2 02-04-1998
AU 3113695 A 07-03-1996
CA 2172629 Al 22-02-1996
CN 1131946 A 25-09-1996
WO 9605196 Al 22-02-1996
EP 0722446 Al 24-07-1996
FI 961506 A 05-06-1996
HU 76267 A2 28-07-1997
JP 9504039 T 22-04-1997
NO 961377 A 30-05-1996
NZ 290404 A 24-04-1997
PL 313821 Al 22-07-1996
uUs 5753629 A 19-05-1998
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP 01/04470
Doocumento de
Miembro(s) de In familia Fecha de
patente oitado en el Fecha de publicacién
reporte de biisqueda de patentes publicaciéN
WO 9605196 A ZA 9506590 A 18-03-1996
WO 9950266 A 07-10-1999 AU 3415599 A 18-10-1999
woO 9950266 Al 07-10-1999
EP 1064281 Al 03-01-2001
WO 9821202 A 22-05-1998 AU 5121698 A 03-06-1998
wOo 9821202 Al 22-05-1998
EP 0937070 Al 25-08-1999
JP 2001504109 T 27-03-2001
us 6153642 A 28-11-2000
ZA 9709997 A 25-05-1998
WO 0140181 A 07-06-2001 AU 2837001 A 12-06-2001
WO Al 07-06-2001

0140181
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€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory * | Chiaton of documant. with indicslion, wheve spproprisia, of the misvant pazsages

Relavam to ciaim No.

X D’ALESSIO, ROBERTO ET AL:
“Structure-activity relationship of novel
distamycin A derivatives: Synthesis and
antitumor activity"
BIOORG. MED. CHEM. LETT. (1994), 4(12),
1467-72 ,

XP000671766
the whole document

deficiency 1s associated with resistance 11
to DNA minor groove alkylating agents"
BR.- J. CANCER (1999), 80(3/4), 338-343 ,
XP001039733
the whole document
paragraph ‘0001!

—/—

1,3-8,10

X COLELLA, 6. ET AL: “Mismatch repair 1-8,10,

[:] Further documents are liskad in the continuation of box C. [:] ‘Patont Inmily members avo Sstsd In annex.

“E" sarfier documan! bul publishad on or after the international

"' documani which may throw doubts on priodly claimis) or
mumnmnwmmum
citalion or othér special reaton (as spaciiled)
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Y' documem of

' "y : i -:'mmmmnmmh q&-‘-‘
Ly mw:nmmdh &t which is not citad 19 underatand the prncipie or theory undariying The

fling dete . rmmdmmnmlnnc—-mdiwlh?.
Invoive an Nventive stap when tha documant is laken aone

eannot be conslasned 1o Involve an bnveniive sisp whan the
documend Is combined with one or mara other such docu—

menia. such combination baing obvious to a pereon skillad

(nlor than the priority daie

T'mulumulhnwnurbllhumlinﬂlh'dunhn hthe mt,

"5" documani mamber of the same paterd lamily

Dats of the actisi compistion of 1he inlemationsl sserch

Date of maliing of tha itarnational ssarch repor

13 March 2002 19/03/2002
Nams and maling adcdress of the 1BA Autherizmd ofticer
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C{Contimmtion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Calsgory © | Chation of docmant, with indicalion, wihane appropraia, of the releveni passages Relevant 1 ciaim No,

X WO 98 04524 A (CALDARELLI MARINA ;BERIA 1,2,5-11
ITALO (IT); COZZI PAOLO (IT); CAPOLONGO L)

-5 February 1998 (1998-02-05) '
cited 1n the application

A abstract 3,4
page 2, 1ine 11 -page 3, 1ine 2

page 3, 1ine 25 -page 4, 1ine 5

page 5, line 28 - 1ine 31

page 6, 1ine 19 - Tine 22

page 16, 1ine 1 - 1ine 12

page 19, 1ine 31 -page 20, 1ine 29
claims 1,3,6,8,10

X GIUSTI ANNA MARIA ET AL: "In vivo ' 1,2,5~11
induction of apoptosis with PNU-166196 1in

human ovarian carcinoma xenografts."

PROCEEDINGS OF THE AMERICAN ASSOCIATION

FOR CANCER RESEARCH ANNUAL,

no. 41, March 2000 (2000~03), page 825

XP001039865

91st Annual Meeting of the American

Association for Cancer Research.:San

Francisco, California, USA; April 01-05,

2000, March, 2000

ISSN: 0197-016X

the whole document

X GERONI CRISTINA ET AL: “Antitumor 1,2,5-11
activity of PNU-166196, a novel DNA minor
groove binder selected for clinical
development.”

PROCEEDINGS OF THE AMERICAN ASSOCIATION
FOR CANCER RESEARCH ANNUAL,

no. 41, March 2000 (2000-03), pages
425-426, XP001039861

91st Annual Meeting of the American
Association for Cancer Research.;San
Francisco, California, USA; April 01-05,
2000, March, 2000

ISSN: 0197-016X

the whole document

X WO 90 11277 A (ERBA CARLO SPA) 1

,2.5-8’
4 October 1990 (1990-10-04) . 10,11
cited in the appliication B
abstract

page 1, paragraph 3 -page 3, paragraph 4
page 4, line 10 - 1ine 12
page 8, 1ine 1 - 1ine 9
page 8, 1ine 20 - 11ne 24
claims 1,2,6-9

Fawm PCTABA210 {sentmustian of ssngevd shaes) (uly 1882)
55 page 2 of 5
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C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categary *

Clstion of docunent, with indicalion. whers approgriis, of tha relsvast passages

Relevant 1o claim No.

X

BARALDI, PIER GIOVANNI ET AL: ™Synthesis
and antitumor activity of novel distamycin
derivatives"
BIOORG. MED. CHEM. LETT. (1996), 6(11),
1241-1246 ,
XP004134862

page 1241, paragraph 2

example SCHEME1
page 1244, paragraph 1

table 1
page 1244, paragraph 4 -page 1245,
paragraph 1
WO 99 50265 A (BARALDI PIER GIOVANNI
;CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT):
€) 7 October 1999 (1999-10-07)
cited 1n the appiication

abstract
page 1, 1ine 28 -page 2, line 22
page 3, 1ine 30 -page 4, 1ine 9

example CMPD22
page 18, 1ine 31 -page 19, 1ine &
page 20, 11ne 26 - 1ine 30

claims 1,9-11

WO 96 05196 A (PHARMACIA SPA ;BERIA ITALO
(IT); PESENTI ENRICO (IT); CAPOLONGO LA)
22 February 1996 (1996-02-22)
abstract
page 1, 1ine 5 ~ 11ne 8
page 2, line 5 ~page 4, line 19
page 5, 1ine 14 -page 6, 1ine 20
_examples
CMPDS17-20,22,23,26-28,45,50-60,69-72
page 31, line 10 - 1ine 19

claims 1,6-9
WO 99 50266 A (BARALDI PIER GIOVANNI
;CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT):
C) 7 October 1999 (1999-10-07)
cited in the application

abstract
page 1, line 4 - 1ine 7
page 1, 1ine 23 ~page 3, 1ine 2
page 4, 1ine 5 -page 7, 1ine 14
page 16, 1ine 15 - 1ine 25
page 19, line 8 - 11ne 30

claims 1-3,6-9

1,5~8,10

1,2,5,6,

Form PETASAI0 (ectmuste of esoond shem) Lluly 1062)
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C{Continustion) DOCUNENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categoey ¢

Chation of documant, wilh indication, where spproprate, of the relovems PASSAQES

Ralevant to cisim No.

P,X

2

WO 98 21202 A (BARALDI PIER GIOVANNI
;CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT);
C) 22 May 1998 (1998-05-22)

cfted 1n the application

abstract

page 2, 1ine 7 -page 3, 1ine 4

page 4, 1ine 6 - 1ine 17

examples CMPDS9-19

page 16, 11ine 26 -page 17, 1ine 5
page 20, 1ine 31 -page 21, line 22
claims 1-36,8,10

STEWART D J ET AL: "“NON-CHEMOTHERAPEUTIC
AGENTS THAT POTENTIATE CHEMOTHERAPY
EFFICACY"

CANCER TREATMENT REVIEWS,

vol. 16, no. 1, 1989, pages 1-40,
XP001039737

ISSN: 0305-7372

page 18, paragraph 3 -page 19, paragraph 1

TSUCHIDA S ET AL: "ELEVATION OF THE
PLACENTAL GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE FORM
€ST-PI IN TUMOR TISSUES AND THE LEVELS IN

-'SERA OF PATIENTS WITH CANCER"

CANCER RESEARCH,

vol. 49, no. 18, 1989, pages 5225-5229,
XP001039783

ISSN: 0008-5472

abstract

page 5225, column 1, paragraph 1

page 5228, column 1, paragraph 1

page 5228, column 2, paragraph 2

COZZI P: ™A new class of cytotoxic DNA
minor groove binders:
alpha-halogenoacrylic derivatives of
pyrrolecarbamoy! oligomers."”

FARMACO, (2001 JAN-FEB) 56 (1-2) 57-65. ,

XP001039805

abstract

page 58, column 2, paragraph 4

page 59, column 1, paragraph 1

figure 5 .
page 60, column 1, paragraph’ 2 -page 61,
column 1, paragraph 4

tables 2,3

page 62, column 2, paragraph 3

figures 9,10

table 5

page 63, column 1, paragraph 1 -column 2,
paragraph 2

-/—

1-4,10,
11

1-4,10,
11

1-11

q Faen PCTASA21S {oontinuation of waaond shaer) (uly 1008)

L
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C{Continuation) DOCUMENTE CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagary® | Castion of documsnt, with Indicalion whens spproprete, of the risvant passeges

Ralwvant 10 cialm No.

P.X GERONI C ET AL: "PNU-166196: A novel
antitumor agent whose cytotoxicity is
enhanced in tumor cells with high levels
of glutathione.”

TUMORI,

vol. 86, no. 4 Suppl. 1,

July 2000 (2000-07), pages 41-42,
XP001039871

XV Congress of the Italian Cancer
Society;Turin, Italy; October 05-07, 2000
ISSN: 0300-8916

the whole document

P,X COZZI, PAOLO ET AL:
“Cytotoxic.alpha.-bromoacrylic derivatives
of distamycin analogs modified at the
amidino moiety" )

BIOORG. MED. CHEM. LETT. (2000), 10(11),
1273-1276 ,

June 2000 (2000-06), XP004200573
abstract
page 1273, column 1, paragraph 3 —column
2, paragraph 1

table 1

page 1274, column 2, paragraph 3 -
paragraph 4

page 1275, column 1, paragraph 3 -column
2, paragraph 2

P.X BARALDI, PIER GIOVANNI ET AL: "Synthesis
and Antitumor Activity of New
Benzoheterocyclic Derivatives of
Distamycin A"
J. MED. CHEM. (2000), 43(14), 2675-2684 ,
13 July 2000 (2000-07-13), XP001039581
abstract
page 2676, column 1; tables
page 2676, column 1, paragraph 1
tables 1,2
page 2678, column 2, paragraph 5 -page
2679, column 1, paragraph 1
page 2680, column 2, paragraph 3

E WO 01 40181 A {BARALDI PIER GIOVANNI

C) 7 June 2001 (2001-06-07)
abstract

page 1, 1ine 36 -page 2, line 22
page 3, Tine 36 ~page 4, 1ine 12

page 7, 1ine 15 - 11ne 19

page 14, 1ine 29 -page 15, 1ine 1

page 16, 11ne 23 - 1ine 26
claims 1,4,8-10

;CALDARELLI MARINA (IT); BERIA ITALO (IT);

1-11

1-11

1,3-8,10

Fomm PCTABA210 footwuusiein of sscond sheet) Ly 1967)
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imsmational Appication No. PCTEP 01 04470

FUATHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

Continuation of Box 1.2

Present claims 1-5, 10, 11 relate to an extremely large number of
possible compounds. Support within the meaning of Article 6 PCT and/or
disclosure within the meaning of Articie 5 PCT 1s to be found, however,
for only a very small proportion of the compounds claimed. In the present
case, the claims so lack support, and the application so lacks
disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed scope
is impossible.

Moreover, present claims 1, 3, 5-10 relate to a therapeutic application
which actually 1s not well-defined. The use of the definition “tumors
overexpressing &SH/GSTs system”™ in the present context 1s considered to
lead to a Tack of clarity-within the meaning. of Article 6 PCT. The lack
of clarity 1s such as to render a meaningful ‘complete search impossibile.
Consequently, the search has been carried out for those parts of the
claims which appear to be supported and disclosed, namely those parts
relating to the compounds claimed in claims 6 and 7 and 1n particular in
claims B8 and 9, and the tumors specifically mentioned in ¢laim 2 and 11,
and the tumors resistant to a cytotoxic agent cited 1n claim 4.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case 1rrespective of whather or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL  Solicitud internacional No.
PCT/EP 01/04470

1. Bases del Reporte
La base de este examen preliminar internacional es la solicitud como se presentd originalmente,

III No establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

La cuestin de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, envolver nivel inventive, o ser
industrialmente aplicable no ha sido la materia del examen preliminar internacional con respecto a las
reivindicaciones que no han sido buscadas (Articulo 17(2){a) 6 (3) y Regla 66.1(e) PCT); ver también
reporte de bisqueda internacional).

V. Afirmacién razonada bajo la Regla 66.2(a)(11) respecto a In novedad, nivel inventivo o Ia
aplicacién industrial.
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reporte de basqueda internacional, en particular los documentos citados X y/o Y y laa
correspondientes referencias a la reivindicacion)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application NoPCT/EP 01/ 04470

* EXAMINATION REPORT

I. Basls of the report
The basis of this intemational preliminary examination is the application as originally filed.

. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicabliity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an
. inventive step, or to be industrially applicable has not been the subject'of the
international preliminary examination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2)(a) or {3) and Rule 86.1(e) PCT); see also intemational search report).

V. Reasoned statement under Rule 68.2(a)(ll) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicabllity

To the extent that the intemational preliminary examination has been carried out (see item
Il above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the intamational search report, it is considered
that the Invention as defined in at least some of the claims, which have been the
subject of an intemational search report, does not appear to meet the criteria
mentioned in Article 33(1) PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve
an inventive step (see international search report, in particular the documents cited
X and/or Y and corresponding claim references).
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USO DE DERIVADOS DE ACRILOILO DISTAMICINA
SUSTITUIDA EN EL TRATAMIENTO DE TUMORES ASOCIADOS
CON ELEVADOS NIVELES DE GLUTATION

RESUMEN- OBJETO Y FINALIDAD

Los compuestos gque son derivados de a-acriloilo
distamicina de f6rmula (1) donde R; es un &tomo de bromo o
cloro; R; es una distamicina o wuna estructura tipo
distamicina segfin lo establecido en la especificacifn; o una
sal de la misma farmacéuticamente aceptable; son agentes
citotédxicos particularmente efectivos en el tratamiento de
tumores que sobre-expresan un sistema GSH/GSTs y que
responden deficientemente o s8son incluso resistentes a

terapias antitumorales convencionales.
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La presente invencidén se refiere al uso de derivados de
acriloilo distamicina sustituida, en particular al uso de
derivados de a-bromo- y a-clorocacriloilo distamicina, en el
tratamiento de tumores asociados con elevados niveles de
familia de transferasas de glutatién y/o glutatién-S.

Mas especificamente, la presente invencién concierne al
tratamiento de un ser humano diagnosticado con un tumor que
sobre-expresa familias de tranferasas de glutatién/glutatién-
S, de aqui en adelante Unicamente denominadas GSH/GSTs, con
los derivados de acriloilo distamicina anteriormente
mencionadoes.

El GSH juega un rol de proteccibédn crucial en contra del
daflo celular producido por un nimero de insultos téxicos.
Los estudios pre-clinicos y clinicos han establecido una
correlacién entre la sobre expresliétn de GSH/GSTs y el cancer
o la proporcién de respuesta de cancer a quimioterapia. Las
alteraciones del sistema de desintoxicacién basadas en GSH
(que consiste de GSH y enzimas relacionadas con GSH, GSTs)
han sido asociadas con capacidades de respuesta variantes a
distintos agentes antineoplasicos.

Tanto la GSH como la GST se encuentran materialmente
presentes en varios tejidos humanos tales como por ejemplo,
tejidos (de tumor) patoldgico, células sanguineas, plasma,
suero y blastos en circulacién.

Ver, para referencia general a GSH y GSTs, Cancer Res.
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54: 4313-4320 (1994); Brit. J. Cancer 72(2): 324-326 (1995);
DDT 3:113-121 (1998).

La GSTs, y mas prominentemente GST-1, estan presentes
en altos niveles en una preponderancia de tipos de tumor. la
actividad incrementada de GSH/GSTs en comparacién con tejidos
normales, se ha encontrado en varios tejidos de tumores que
conprenden, por ejemplo, tumores gastrointestinales
(incluyendo esofagico, gastrico, de colon, hepatocelular y
pancreatico), canceres uterinos y ovaricos, céncer de cabeza
y cuello, pulmén y carcinomas NSCL, como asi también tumores
de higado metastasicos que se originan en el colon, estdémago
y vejiga [Cancer Res. 49:5225-5229 (1989); Clinical Reviews
in Biochemistry and Molecular Biology 27(4.5):337-386
(1992)1].

Para establecer el rol de GSH/GSTs hacia la inactividad
y/o resistencia de células de tumores a drogas citotéxicas,
se han seguido dos enfoques principales experimentales.

El primero de ellos estudia en qué elevados niveles o
expresidén y actividad de GSH/GSTs fueron correlacionados con
niveles incrementados de resistencia a la droga. Este
enfoque también incluye modulacién de actividad de GSH/GSTs
mediante inhibidores de GSH tales como BSO (butionina
sulfoximina), con el fin de evitar o invertir la resistencia
a la droga.

El segundo enfoque, utilizado en estudios de
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transfeccién, proporciond evidencia funcional directa de que
la GSH/GSTs causaba resistencia a la droga.

Existe la evidencia de que la GSH/GSTs juega un rol
principal en la resistencia a agentes alquilantes (p. ej.,
mostazas de ifosfamida, melfalan, clorambucil,
ciclofosfamida, BCNU) y complejos de platino tales como
cisplatino, carboplatino y oxaliplatinc [Biochem. Pharmacol
35: 3405-3409 (1986)]. Recientemente, el rol de la GSH en la
resistencia a la droga ha sido asociado a la regulacién de la
actividad de las proteinas asociadas a la resistencia de la
multidroga (MRP), que confiere resistencia a diferentes
citotdxicos incluyendo antraciclinas (p. ej., doxorrubicina,
idarrubicina, epirrubicina y derivados de las mismas),
epidofilotoxinas (p. ej., etopdsido y tenipésido), wvinca
alcaloides (p. ej. vinblastina y vincristina) y taxanos (p.
ej., paclitaxel y docetaxel) [Eur. J. Cancer 32:945-957
(1996); Seminars in Oncol. 24(5):580-591, (1997)1}.

Se ha descubierto ahora que, a diferencla de otros
conocidos derivados de distamicina citotéxica, aquellos que
llevan una parte de a-bromo- © «-cloroacriloilo, segin lo
expuesto a continuacién al objeto de la presente invencién,
son sorprendentemente efectivos en el tratamiento de tumores
que sobre-expresan sistemas GSH/GSTs, por lo tanto conocidos
por responder deficientemente a terapias antitumorales

convencionales y/o causar resistencia a agentes citotdxicos
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terapéuticos, una vez que son administrados.

La distamicina A y andlogos de la misma, en adelante
denominados distamicina y derivados del tipo distamicina, se
conocen en el arte como agentes citotdxicos titiles en terapia
antitumoral.

La distamicina A es una sustancia antibiética con
actividad antiviral y antiprotozoaria, gque posee una
estructura polipirrol [Nature 203: 1064 (1964); J. Med. Chen.
32:774-778 (1989)].

Las solicitudes de patente internacional WO 90/11277, WO
98/04524, WO 98/21202, WO 99/50265, WO 99/50266 como asi
también la solicitud de patente Internacional atdn no
publicada también en tramite N° PCT/EP00/11714 (presentada el
23.11.2000 y reivindicando prioridad a partir de la solicitud
de patente britanica 9928703,9), todas en el nombre de la
solicitante propiamente dicha e incorporada a la presente por
referencia, revela derivados de acriloilo distamicina donde
la parte de amidino de distamicina es opcionalmente
reemplazada por grupos terminales que contienen nitrégeno,
tales como por ejemplo, cianamidino, N-metilamidino,
guanidino, carbamoilo, amidoxima, ciano y similares, y/o
donde la estructura de polipirrol de distamicina, o parte de
ésta, es reemplazada por partes carbociclicas o
heterociclicas variables.

En consecuencia, un primer objeto de la presente
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invenciétn es el uso de un derivado de a-halégeno acriloilo

distamicina de férmula (I)

R,

H,C ] )
=‘S,N R,

o)

donde:

R: es un atomo de bromo o cloro;

R: es una distamicina o estructura del tipo distamicina;

o una sal de las mismas farmacéuticamente aceptable;

en la manufactura de un medicamento para el tratamiento
de tumores que sobre-expresan sistemas GSH/GSTs.

De acuerdo con una forma de realizacibn preferida de la
invencién, los compuestos mencionados de la férmula (I) son
Gtiles para tratar tumores que scbre-expresan el sistema
GSH/GSTs y comprenden tumores gastrointestinales, incluyendc
tumores esofigicos, géstricos, de colon, hepatocelulares y
pancreidticos, cénceres uterinos y ovaricos, céancer de cabeza
y cuello, pulmén y carcinomas NSCL, como asi también tumores
de higado metastédsicos que se originan a partir de canceres
gastrointestinales, uterinos, ovaricos y de pulmén.

Una forma de realizacidn adicional de la presente
invencién, es el uso de compuestos de fébrmula (I) en el
tratamliento de tumores que sobre-expresan sistemas GSH/GSTs
como resultado de tratamientos previos de quimioterapia, por

ejemplo un tratamiento de quimioterapia de primera linea con

<y,
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agentes alguilantes, derivados de platino o antraciclinas.

Mas especificamente, el tratamiento de quimioterapia
previo puede comprender agentes alquilantes, por ejemplo
mostazas de ifosfamida, melfalén, clorambucil,
ciclofosfamida, y BCNU; complejos de platino, por ejemplo,
cisplatino, carboplatinc y oxaliplatino; antraciclinas, por
ejemplo doxorrubicina, idarrubicina, epirrubicina y derivados
de las mismas, epidofilotoxinas, por ejemplo etopdsido y
tenipésido; vinca alcaloides, por ejemplo vinblastina y
vincristina; taxanos, por ejemplo paclitaxel y docetaxel.

La presente invencién incluye dentro de su alcance, el
uso de todos los 1isdmeros posibles cubiertos por 1los
compuestos de férmula (I), considerados separadamente o en
mezcla, como asi también los metabolitos y 1los bio-
precursores farmacéuticamente aceptables (también conocidos
como pro-drogas) de los compuestos de férmula (I).

Dentro de los compuestos de f6érmula (I), a menos dque se
especifique lo contrario, con el término distamicina o
estructura del tipo distamicina Ri:, tenemos como objeto
cualquier parte estructural e intimamente relacionada con la
distamicina propiamente dicha, por ejemplo reemplazando la
parte de amidino final de distamicina y/o su estructura de
polipirrol, o parte de ésta.

Una forma de realizacién preferida de la invencién,

proporciona el uso de compuestos de férmula (I), segin lo
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indicado anteriormente, donde R: Pposee los significados
informados anteriormente y R: es un grupo de la siguiente

férmula (II):

G NH
Y an
‘ Y M o«
0o \ N
Wﬁ)\( -
cH, © .

donde

m es un enterc entre 0 y 2;

n es un entero entre 2 y 5;

res 0o 1;

X e Y son, las mismas o diferentes e independientemente
para cada cadena cerrada heterociclica, un dtomo de nitrdgeno
o un grupo CH;

G es fenilenc, una cadena cerrada heterocliclica saturada
o insaturada de 5 o é miembros, con entre 1 y 3 heterodtomos
seleccionados de entre N, O o S, o es un grupo de 1la

siguiente f6rmula (III):

donde Q es un Atomo de nitrégeno ¢ un grupo CH y W es un
4tomo de oxigeno o azufre o es un grupo NR. donde R, es

hidrbgeno o alquilo C:-C.;

N
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B se selecciona de entre el grupo que consiste de

NH, NRGR, NRR,

B SR SN W

N § N
<3, <. <)

—CN . —NRJR, . —CONRgR, —NHCONRR,

donde R« es ciano, amina, hidroxi o alcoxi C:-C.«; Rs,

y R:, los mismos o diferentes , son hidrégeno o alquilo

CI-CA .

En la presente descripcién, a menos que se especifique

lo contrario, con el término grupc alquilo C:-C.« o alcoxi,

tenemos como objeto un grupo recto o ramificado seleccionado

de entre metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,

isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, metoxi, epoxi, n-propoxi,

isopropoxi, n-butoxi, isobutoxi, sec-butoxi o tert-butoxi.

Una forma de realizacién de la invenciédn que se prefiere

aun mas, proporciona el uso de los compuestos de férmula (I)

mencionados anteriormente, donde R: es bromo o cloro; R: es

el grupo mencionado de férmula (II) donde r es O, mes O o0 1,

n es 4 y B posee los significados expuestos anteriormente.

Se prefiere aun mas, el uso de compuestos de férmula (I)

donde R: es bromo o cloro; R: es el grupo mencionado de
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férmula (II) donde r es 0, mes 0 o 1, n es 4, X e ¥ son

ambos grupos CH y B se selecciona de entre:

NH, NRR, NRR,

/kNR‘, : /KNRS : \H’J\ms

—CN . —CONRGR, A —NHCONRGR,

donde en R« es ciano o hidroxi y Rs, R« y Rr, las
mismas o diferentes, son hidrégeno o alquilo C.-C..

Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de
férmula (I) son aquellas con dcidos inorgénicos u orgénicos
farmacéuticamente aceptables tales como por ejemplo, é&cido
clorhidrico, bromhidrico, sulfirico, nitrico, acético,
propibnico, succinico, malénico, citrico, tartérico,
metansulfénico, p-toluensulfdénico y similares.

Ejemplos de compuestos preferidos de férmula (I) en la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de tumores
que sobre-expresan el sistema GSH/GSTs, opcionalmente en la
forma de sales farmacéuticamente aceptables, preferentemente
con &cido clorhidrico, son:

1. N-(5-{[(5-{[(5-{[(2-{ {amino(imino)metil]amino}
etil)amino]carbonil}-l-metil-lH-pirrol-3-il)amino]lcarbonil}-
1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-l1-metil-1H-pirrol-3-

il)-4-{(2-bromocacriloil)amino]l-1-metil-1H-pirrol-2-
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carboxamida clorhidrato;

2, N-(5-{[(5-{[(5-{[(2-{ [amino (imino)metil]amino}
propil)amino)jcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-
il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)-4-[ (2-bromoacriloil)amino]~l-metil-1H-
pirrol-2-carboxamida clorhidrato;

3. N-(5-{[(5-{[(5-{[(3~-amino-3-iminopropil)
aminojcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-
4-1{ (2-bromoacriloil)amino]-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida
clorhidrato;

4. N-{(5-{[(5-{[(5-{[(3~amino-3-iminopropil)
amino]carbonil}-1l-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-~il)-
4—[(2-bromoacriloil)amino]—1—meti1—1H—imidazol-2—carboxamida
clorhidrato;

5. N-(5-{[(5-{[(5-{[(3-amino-3-iminopropil)
aminolcarbonil}-l1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1l-metil-1H-pirrol-3-il)-
3- [ (2-bromoacriloil) amino]-1-metil-1H-pirazol-5-carboxamida
clorhidrato;

6. N-(5-{[(5-{[(5-{[(3-amino~3-oxopropil)aminol}
carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-
pirrol-3-il)amino]carbonil}—1-meti1—1H-pirrol-3—il)-3—[(2—

bromoacriloil)amino]-1-metil-1H-pirazol-5-carboxamida;
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7. N-{5-{[(5=-{[(5-{{(2-{[amino (imino)metil]amino}
etil)amino]carbonil}-l-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-
1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1- metil-1H-pirrol-3-
il)-4-[(2-clorcacriloil)amino]-1-metil-1H-pirrol-2-
carboxamida clorhidrato;

8. N-{5-{[(5-{[(3-{[amino (imino)metil]amino}propil)
aminol}carbonil}-l1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)-4-[ (2-bromoacriloil)amino]-1-metil-1H-
pirrol-2-carboxamida clorhidrato;

9. N-({5-{[(5-{[ (3-amino~-3-iminopropil) amino}carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-
4-[ (2-bromoacrileoil)amino]-1l-metil-1H-pirrol-2-carboxamida
clorhidrato; ¥y

10, N-{5-[{{5-T({5-[({3~-[(aminocarbonil)amino]propil}
amino)carbonil]-1-metil-1H-pirrol-3-il}amino)carbonil]-1-
metil-1H-pirrol-3-il}amino)carbonil]-1-metil-1H-pirrol-3-il}
—4—[(2—bromoacriloil)amino]—1-ﬁeti1—lH-pirrol-z-carboxamida.

Los compuestos mencionados de férmula (I), ya sea
especificamente identificados como tales o mediante 1la
férmula general, se conocen o preparan facilmente de acuerdo
con métodos conocidos segin lo expuesto, por ejemplo, en las
solicitudes de patente internacional anteriormente
mencionadas WO 90/11277, WO 98/04524, WO 98/21202, WO
99/50265 y WO 99/50266 como asi también en la solicitud de
patente Internacional también en tramite N° PCT/EP00/11714.
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Farmacologisa

Los compuestos de férmula (I), de acuerdo con la
presente invencién, son altamente efectivos en el tratamiento
de tumores asociados con altos niveles de GSH/GSTs Yy
encuentran aplicacién en el tratamiento de varios tumores que
obtienen respuesta escasa o no son susceptibles a agentes
quimioterapéuticos convencionales.

El rol de la GSH en la actividad citotéxica de los
compuestos de férmula (I) ha sido investigado mediante prueba
de los compuestos en una sublinea celular de tumor resistente
a quimio, presentando niveles de GSH/GSTs superiores que
aquellos de linea celular parental. El modelo utilizado es
una leucemia murina (L1210/L-PAM) resistente a melfalan (L-
PAM), que presenta una cantidad aumentada de tres partes de
GSH (25,8 nmol/10¢ células) con respecto a la linea celular
normal L1210 (7,7 nmol/10¢) (Tabla I).

Los compuestos de férmula (I) testeados son:

N-(5-{[(5=-{[(5-{[(2-{[amino(imino)metil]amino}etil)
amino}carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il})-
4-[ (2-bromoacriloil)amino]-1l-metil-1H-pirrol-2-carboxamida
clorhidrato-c6digo interno PNU 166196; y

N-(5-{[(5-{[(5-{[(3-amino-3-iminopropil)amino]
carbonil}-l-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-

pirrol—3—il)amino]carbonil}—1—metil—1H-pirrol—3-il)—4—[(2—
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bromoacrileoil)amino]l-l-metil-1H-pirrol-2-carboxamida
clorhidrato-cédigo interno PNU 151807.

El derivado de distamicina 3-[1l-metil-4-[l-metil-4-[1-
metil-4-[1-metil-4-[N,N-bis(2-cloroetil)amino]
bencenocarboxamido]lpirrol-2-carboxamido]pirrol-2-
carboxamido]lpirrol-2-carboxamido] propionamidina, mas conocido
como talimustina, y L-PAM se probaron como controles en las

mismas condiciones experimentales.

Los datos, expuestos en la Tabla I, indican claramente
gue la citotoxicidad de los compuestos de férmula (I) se
increment® en células L1210/L-PAM por tres partes respecto de
células L1210 (PNU 166196 = IC=s 0,49 y 1,62 ng/ml,
respectivamente; PNU 151807 = IC» 0,26 y 0,86 ng/ml,
respectivamente) . La citotoxicidad de talimustina era
comparable en las dos lineas celulares; a la inversa, la
citotoxicidad de L-PAM era inferior en células L1210/L-PAM

que en células L1210.

Tabla 1
Linea Celular GSH Cltotoxicidad *
( nmol/10® ICx (ng/mi)
células) PNU 166196 PNU 151807 Talimustina L-PAM
L1210 117 1,62 0,86 25 1850
L1Z10A-PAM 258 0,49 0,26 27.4 8100

a) Las células incubadas con el compuesto durante 48 hs.
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La Inhibicién de Crecimiento determinada contando las
" células sobrevivientes.

Otra evidencia de la relevancia de los niveles de GSH
para la citotoxicidad de los compuestos de f6rmula (I), se ha
obtenido determinando la influencia del tratamiento anterior
con BSO (L-S,R butionina sulfoximina) en la susceptibilidad
de células ovaricas humanas A2780 a su efecto citotédxico y
apoptético.

El BSO es un inhibidor potente y especifico de vy-
glutamilcisteina sintetasa, la etapa limitante de proporcién
en biosintesis de GSH. La deplecién de GSH intracelular
mediante BSO aumenta significativamente la citotoxicidad de
muchas drogas antitumorales, principalmente agentes
alquilantes tales como melfalén y clorambicil y compuestos de
platino tales como cisplatino, carboplatino y oxaliplatino
[Chemico-Biological Interactions 111:239-254 (1998)].

Segqiin se muestra en la Tabla II, la citotoxicidad
(porcentaje de inhibicién de crecimiento) y el efecto
apoptdético (porcentaje de células con morfologia apoptética)
de PNU 166196, como un compuesto representativo de fbérmula
(I), disminuyeron significativamente en células A2780 pre-

tratadas con BSO, respecto de las no tratadas con BSO.
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Tabla II
Tratamiento ™ Dosls Inhiblclén de crecimletto Apoptosis
%
PNU 166196 300 {ng/mi) 43125 1751865
1000 {ngim) 64,5+ 145 495 1 155
3000 (ng/mi) 71565 745 1 155
PNU 165166 + 300 (ng/mi) 315125 1505
BSO 0,1 Mm 1000 (ng/mi) B 11 55125
3000 (ng/mi) B7 115255
pso® MM 25402 0

(a) Células incubadas con el compuesto durante 48 hs.
La inhibicién de crecimiento se determindé contando las
células sobrevivientes y la apoptosis se evalud mediante
examinacién morfoldgica.

(b) Las células expuestas a BSO durante 24 hs antes y
durante el tratamiento de PNU16€1S6.

El PNU 166196 mostrd una citotoxicidad disminuida en
células A2780 pre-tratadas con BSO respecto de células no
tratadas (38 y 77,5% inhibicién de crecimiento a 3000 ng/ml,
respectivamente). La potencia disminuida de PNU 166196 en
células de tumor pre-tratadas con BSO también se confirmd
probando el porcentaje de células con morfologia apoptética
+/- BSO (11,5 y 74,5% a 3000 ng/ml, respectivamente).

Los resultados expuestos anteriormente respaldan la
evidencia de que la actividad in_vitro de derivados de o-

bromo- y a-cloro-acriloilo distamicina de férmula (I) se

\%
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encuentran muy afectados por la presencia de altos niveles de
GSH y, consecuentemente, estos compuestos son particularmente
dtiles en el tratamiento de tumores que sobre-expresan
GSH/GSTs.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse
mediante las rutas usuales, por ejemplo, parentalmente, p.
ej. mediante inyeccién intravenosa o] infusién,
intramuscularmente, subcutineamente, tépicamente u oralmente.

La dosis depende de la edad, el peso y las condiciones
del paciente y de la ruta de administracién. Por ejemplo,
una dosis adecuada para administracié4n en humanos adultos
puede variar entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 100
mg pro dose entre 1 y 4 veces al dia.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener una
cantidad efectiva de un compuesto de férmula (I), como la
sustancia activa, en asociacién con uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables y usualmente sSe preparan
siguiendo métodos convencionales.

Por ejemplo, las soluciones para inyeccién intravenosa
o infusién pueden contener agua estéril como un vehiculo o,
preferentemente, pueden ser en la forma de soluciones salinas
isoténicas acuosas estériles.

Las suspensiones o soluciones para inyecciones
intramusculares pueden contener, junto con el compuesto

activo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable, p. ej. agua

XX
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estéril, aceite de oliva, etiloleato, glicoles, p. ej.
propilenglicol y, si se desea, una cantidad adecuada de
clorhidrato de lidocaina.

En la forma para aplicacién tépica, p. ej. cremas,
lociones o pastas para uso en tratamiento dermatolégico, el
ingrediente activo se puede mezclar con excipientes
oleaginosos o emulsionantes convencionales.

Las formas orales soéblidas, p. ej. comprimidos Yy
cadpsulas, pueden contener, juntc con el compuesto activo,
diluyentes, p. ej. lactosa, dextrosa, sacarosa, celulosa,
almidén de maiz y almidén de papa; lubricantes, p. ej.
silice, talco, &cido esteadrico, magnesio o estearato de
calcio, y/o polietilenglicoles; agentes aglutinantes, p. ej.
almidones, goma arabiga, gelatina, metilcelulosa,
carboximetil-celulosa, polivinilpirrolidona; agentes
disgregantes, p. ej. un almidén, &4cido alginico, alginatos,
glicolato de almidén de sodio; mixturas efervescentes;
colorantes; edulcorantes; agentes humectantes, por ejemplo,
lecitina, polisorbatos, laurilsulfatos; Yy, en general,
sustancias no toxicas y farmacoldgicamente inactivas
utilizadas en formulaciones farmacéuticas. Dichas
preparaciones farmacéuticas se pueden fabricar en un modo
conocido, por ejemplo mediante un procedimiento de mezcla,
granulante, de tableteado, de recubrimiento con azfcar, o de

recubrimiento con pelicula.
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Asimismo, de acuerdo con la presente invencién, se
provee un método de tratar tumores que sobre-expresan el
sistema GSH/GSTs, en un paciente con necesidad de esto, que
comprende administrar al mencionado paciente, una composicién
de la invencién.
Los siguientes ejemplos tienen como objeto ilustrar

mejor la presente invencién, sin plantear ninguna limitacién.

Ejemplo 1
Actividad citotéxica de los compuestos de férmula (I)
contra tumor relacionados n al nive H

Los compuestos N- (5=([(5-{[(5-{[(2-{[amino (imino)metil]
aminoletil)amino]carbonil}-l-metil-1H-pirrol-3-il)amino]
carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-l1-metil-1H-
pirrol-3-il)-4-[ (2-bromoacriloil)amino]-1-metil-1H-pirrol-2-
carboxamida clorhidrato(PNU 166196) y N-(5-{[(5-{[(5-{[(3-
amino-3-iminopropil)amino]lcarbonil}-1l-metil-1H-pirrol-3-
il)amino]lcarbonil}-l-metil-1E-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-lH—pirrol—3—i1)-4-[(2—bromoacriloi1samino]—l—metil-ln-
pirrol-2-carboxamida clorhidrato (PNU 151807),
respectivamente preparados segin se describe en la WO
98/04254 y la WO 90/11277, se disolvieron en agua estéril y
se utilizaron inmediatamente para los experimentos.

La actividad citotéxica se determiné en linea celular de
leucemia linfocitica murina L1210 y en la sub-linea celular

L1210/L-PAM resistente a L-PAM. Las células se hicieron
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crecer in vitro como cultivos de suspensién estabilizada.
Las células L1210 se mantuvieron en un medio RPMI 1640
conteniendo p-mercaptoetanol (10uM). Las células L1210/1-PAM
se mantuvieron en un medio RPMI 1640 conteniendo pB-
mercaptoetanol (50uM). Todos los medios de cultivo
(Biowhittaker, R.U.) se suplementaron con Suerc de Ternero
Fetal al 10% (Biological Industries, Israel) y 2 mM L-
glutamina (Biowhittaker, R.U.).

La actividad citotdxica se determindé en contra de las
células exponencialmente crecientes. Las células L1210 y
L1210/L-PAM se inocularon en placas de 24 cavidades a una
concentracién de 50.000 células/ml e inmediatamente se
trataron durante 48 hs con la droga.

La inhibicién del crecimiento celular se evalué contando
las células sobrevivientes con un Contador Coulter. La
actividad anti-proliferante de drogas, se calculd a partir de
curvas de respuesta a las dosis y se expresd como ICs
(concentracién que inhibe 50% del crecimiento celular en
cultivos tratados en comparaciédn con controles no tratados).
Todos los experimentocs se llevaron a cabo dos veces.

Los resultados se exhiben en la tabla I adjunta y en los
comentarios de la misma.

Ejemplo 2
Citotoxicidad v efecto apoptético de PNU 166196 en
lula 780 pre-tratad n B
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El compuesto PNU 166196 (ver ejemplo I anterior) se
disolvid en agua estéril e inmediatamente se utilizé para los
experimentos. El BSO se disolvié en agua estéril y se filtréd
con un filtro 0,2 p.

La actividad citotdéxica se determind en una linea
celular de carcinoma ovérico humanc A2780. Las células se
hicieron crecer in vitro, como cultivos de monocapa en un
medio RPMI 1640 (Biowhittaker, R.U.), provistos con Suero de
Ternero Fetal al 10% (Biological Industries, Israel) y 2 mM
L-glutamina (Biowhittaker, R. U.).

La actividad citotéxica se determind en contra de las
células exponenclalmente crecientes. Las células A2780 se
inocularon en placas de 6 cavidades a una concentracién de
100.000 células/ml para 2 ml y se incubaron durante 24 hs con
el BSO inhibidor de GSH exponiéndose finalmente a diferentes
concentraciones de PNU 166196 (las células no tratadas se
incubaron con el medio solamente).

Después de 24 hs del tratamiento con la droga, la
inhibicién del crecimiento de célula se evalud en las células
de monocapa, donde las células flotantes se utilizaron para
evaluacién de morfologia.

Se evalud la apoptosis mediante microscopia
fluorescente. Al final del tratamiento, las células
flotantes se recogieron, se lavaron en PBS, se fijaron en 70%

de etanol enfriado con hielo y se almacenaron a -20°C hasta
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su analisis (5 dias max.). Las células 1luego se
centrifugaron y los pellets se mancharon con 50 pg/ml
propidic yoduro, 0,001% de Nonidet P40 y 60 U/ml Rnase y se
almacenaron en la oscuridad durante 30 minutos a 37°C. Se
centrifugaron las células y se re-suspendieron los pellets en
50 um PBS. Por lo menos 600 células elegidas al azar de
entre 2 frotis independientemente preparados, se examinaron
para cambios de morfologia nuclear (condensacidn de cromatina
y fragmentaci6én de ADN) utilizando un microscopio
fluorescente [ver Int. J. Cancer 65:491-497 (1996)}. Todos
los experimentos se llevaron a cabo dos veces. Los
resultados se exhiben en la tabla II adjunta y en los

comentarios de la misma.
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REIVINDICACIONES
1. El uso de un derivado de o«a-haldégeno acrilecilo

distamicina de férmula (1)
R,
Hﬁ:%rn‘ M
R,
(8]

R; es un Atomo de bromo o cloro; ¥y

donde:

R: es una distamicina o wuna estructura del tipo
distamicina:

c una sal de las mismas farmacéuticamente aceptable;

en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de tumores que sobre-expresan el sistema GSH/GSTs.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el tumor que sobre-expresa el sistema
GSH/GSTs se selecciona de entre tumores gastrointestinales,
incluyendo tumor esofagico, gastrico, de colen, hepateocelular
y pancredtico, cénceres uterinos y ovaricos, céancer de cabeza
y cuello, pulmén y carcinomas NSCL y tumores de higado
metastdsicos provenientes de céanceres gastrointestinales,
uterinos, ovaricos y pulmonares.

3. E1l uso de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sobre expresién de sistema GSH/GSTs

es el resultado de tratamientos previos de quimioterapia de
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primera linea, con un agente citotdéxico.

4. El1 uso de acuerdo con la reivindicacién 3,
caracterizado porque el agente citotdéxico se selecciona de
entre agentes alquilantes, incluyendo mostazas de ifosfamida,
melfaldn, clorambucil, ciclofosfamida, y BCNU; compleijos de
platine, incluyendo cisplatino, carboplatino y oxaliplatino;
antraciclinas, incluyendo doxorrubicina, idarrubicina,
epirrubicina y derivados de las mismas, epidofilotoxinas,
incluyendo etopésido y tenipbsido; vinca alcaloides,
incluyendo vinblastina y vincristina; y taxancs, incluyendo
paclitaxel y docetaxel.

5. El1 uso de acuerdo con 1la reivindicacién 1,
caracterizado porque en el derivado de o-haldgeno acriloilo

distamicina de férmula (I), R: es un grupo de férmula (II):

Trig e

donde:

m es un entero entre 0 y 2;
n es un entero entre 2 y 5;

res 0ol;
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X e Y son, los mismos o diferentes e independientemente
para cada cadena cerrada heterociclica, un &tomo de nitrégeno
o un grupo CH;
G es fenileno, una cadena cerrada heterociclica saturada
o insaturada de 5 o 6 miembros con entre 1 y 3 heteroadtomos
seleccionados de entre N, 0 o S, o0 es un grupo de f&érmula

(III) a continuacién:

donde Q es un Atomo de nitrégeno o un grupo CH vy W es un
dtomo de oxigeno o de azufre o es un grupo NRs donde Ri: es
hidrbégeno o alquilo C:i-C«;

B se selecciona de entre el grupo que consiste de

NH, NR,R, NR,R,

/KNR‘, : /K NR, : \HJ%NRG

<. O

—CN . —NRJR, . —CONRGR, —NHCONRSR,

donde R« es ciano, amino, hidroxi o alcoxi C:-C«; Rs,
Re ¥ R7, los mismos o diferentes, son hidrdégeno o alquilo C,-

Ca.
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6. E1l uso de acuerdo con la reivindicacién 5,
caracterizado porque en el derivado de o-haldgenc acriloilo
distamicina de férmula (I), R! es bromo o cloro; y R: es un
grupo de férmula (IT) donde r es 0, mes 0 0 1], nes 4 y B es
segin se define en la reivindicacién 5.

7. El1 uso de acuerdo con 1la reivindicacién 6,
caracterizado porque en el derivado de a-haldgeno acriloilo
distamicina de férmula (I), R: es bromo o cloro; R: es un
grupo de férmula (ii) seguin se define en la reivindicaciétn 5
ydonde res 0, mes 0 o1, nes 4, X e Y son ambas grupos CH

y B se selecciona de entre:

NH, NR,R, NR,R,
/gNR‘. : /klma5 : \H’I\IRS

—CN . —CONRgR, = —NHCONRGR,

donde R« es ciano o hidroxi y Rs, Re Yy Rr, los mismos
0 diferentes, son hidrédgeno o alquilec C,-Ca.

8. E1l uso, de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el derivado de o-halogenocacriloilo
distamicina de férmula (I), opcionalmente en la forma de una
sal farmacéuticamente aceptable, se selecciona de entre:

1., N-(5-{[(5-{[(5-({[(2-{[amino (imino)metil]amino}etil)

amino]jcarbonil}-l-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
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metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-
4-[ (2-bromocacriloil) amino]-1-metil-1H-pirrol-2- carboxamida;

2. N-(5-{[(5-{[(5~{[(2-{ [amino (imino)metil] amino}propil)
amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino}carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)aminolcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-
4-[ (2-bromoacrileil)amino]-l1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida;

3.N-(5-{[(5-{[(5-{[{(3-amino-3-iminopropil)
amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-1il)-
4-[ (2-bromoacriloil}amino}-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida;

4. N-(5-{{(5-{[{5-{[(3-amino-3-iminopropil)amino]
carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-
pirrol-3-il) amino]carbonil}~l-metil-1H-pirrol-3-il)-4-[(2-
bromoacriloil)amino]-l-metil-1H-imidazol-2-carboxamida;

5. N-(5-{[(5-{[(5-{[ (3-amino-3-iminopropil) amino]
carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-
pirrol-3-il)amino]carbonil}-l1-metil-1H-pirrol-3-il)-3-[(2-
bromoacrileil)amino]-l1-metil-1H-pirazol-5-carboxamida;

6. N-(5={[(5-{[(5-{[(3-amino-3-oxopropil)amino]
carbonil}-l1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1K-
pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-3-[ (2~
bromoacriloil) aminol-l-metil~-l1H-pirazol-5-carboxamida;

7. N—(5-{[(5=-{[(5-{[(2-{ [amino (imino)metil] amino}etil)
aminolcarbonil}-l-metil-1E-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1~

metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-
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4-[ (2-cloroacriloil)aminc]-l-metil-1H-pirrol-2-carboxamida;

8. N-({5-{[(5-{[{(3—-{ [amino (imino)}metil] amino}propil)
amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrcl-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrel-3-il)—-4-[ (2-bromoacriloil)amino]-1-metil-1H-
pirrol-2-carboxamida;

9. N-(5-{ [ (5-{[(3-amino-3-iminopropil)amino] carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)aminc]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)~-
4-f (2-bromoacriloil)amino]-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida;
Y

10. N-{5-[({5-[({5-[({3-[ (aminocarbonil)amino]propil}
amino)carbonil]-1-metil-1H-pirrol-3-il}amino)carbonil]-1-
metil-l1H-pirrol-3-il}amino)carbonil]~-1-metil-1H-pirrol-3-il}-
4-[ (2-bromoacriloil)amino]-l1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida.

9. El1 uso de acuerdo con la reivindicacién 8,
caracterizado porque el derivado de oa-halégeno acriloilo
distamicina de fé6rmula (I) es

N=-(5-{[(5-{[(5-{[(2-{[amino(imino)metil]aminoletil)
amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil }-1-metil-1H-pirrol-3- il)
-4-[ (2~-bromoacriloil)aminol-l-metil-1H-pirrol-2-carboxamida
clorhidrato.

10. Un método para el tratamiento de tumores que sobre
expresan el sistema GSH/GSTs que comprende la administracién
de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, a un

paciente con necesidad del mismo.

N\
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11. Un método de acuerdo con la reivindicaciédn 10,
caracterizado porque el tumor que sobre-expresa el sistema
GSH/GSTs, comprende tumores gastrointestinales, incluyendo
tumor esofAgico, géstrico, de colon, hepatocelular y
pancredtico, cénceres uterino y ovarico, céncer de cabeza y
cuello, pulmonar y carcinomas NSCL y tumores de higado
metastidsicos provenientes de canceres gastrointestinales,

uterinos, ovaricos y pulmonares.
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