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1 SOLICITUD DE:
Patente de Invencion. | ] Patente de Modelo de Utiidad.
| | capituio1. Capitulo II.
IDENTIFICACION
Nombre: MAGNACHEM INTERNATIONAL
5 LABORATORIES, INC. ce [ NIT [
Direccidn: 621 NW 53rd Street, Suite 240, Boca
SOLICITANTE | Raton, FL 33487, Estados Unidos de América. | CE [ Oto []
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de |Cual
Ameérica. Numero
Lugar de Constitucion; Estados Unidos de
America. .
Teléfono: Fax:
E-mail
IDENTIFICACION
3 Nombre: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO 0
cec [X NIT
ETPRSS’S.L"}SSTE Direccion: Calle 70 A #4-41, Bogotd, Colombia.
ce. [ Otro [ ]
Teléfono; 744-2200 Fax: 742-2200
E-mail; Cual
Numero 80.410.337 TP 57492

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de
Propiedad Industrial, sirvase indicar el numero de radicacion (del poder).

4 Nombre: TERRERQO, David: GOMEZ, Federico, M.; GOMEZ GARCIA-GODQY,
C., Federico. l :
INVEN;EOR(ES) Direccion: Calle Bohechio #29, Ensanche Quisquella, Republica Dominican ;'1621
(72) NW 53rd Street, Suite 240, Boca Raton, FL, Estados Unidos de América; §Calle
Emilio Aparicio #24, Ensanche Julieta, Santo Domingo, Republica Dominicana;
respectivamente.
Nacionalidad o Domicilio: Republica Dominicana y Estados Unidos de Ameérica,
respectivamente
5 PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2009/062082 Fecha 26.10.2009
Publicacién Internacional No WO 2010/048616 A3 Fecha 29.04.2010

6 Titulo (54): METODO PARA CLASIFICAR COMPUESTOS QUE INTERACTUAN
SELECTIVAMENTE CON RAD9

7 Clasificacién Internacional {51):

8 Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud

Us 24.10.2008 61/108,224
sl NO []

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




10 ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud. $ 571.000

Documento que acredita la existencia y representacién legal de la persona juridica
peticionaria, en cuanto no esté inscrita en alguna Camara de Comercio Colombiana.

Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.

XOO OX

Traduccién de la solicitud internacional al esparol (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA).

Traduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser el caso, documento gue acredite |a licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

' De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12.
De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con fa
invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional bajo ef Art. 34.

X OO0 OOX X

D Otros; - Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de reivindicaciones adicionales
$ -— (—"$27.000).
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Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina.
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(54) Title: METHOD FOR SCREENING FOR COMPOUNDS SELECTIVELY INTERACTING WITH RAD9

(57) Abstract: Natural and synthetic compounds of Formulae Ia-le having a lactone structure, in patticular Securclide, have been
determined to be cffective antitumor compounds which target the hrad9 genc and/or protein encoded thereby or complex contain-
ing the protein and/or the p53 genc and/or protein. Securolide is eytoselective for mutams of hRad9 based on studics conducted in
Rad% mutant yeast strains. Securolide appears to interact with mutant hRad9 in cancer cells 10 produce DNA lesions which result
in apoptosis. Studies have demonstrated that Securolide is useful for treating proiiferation disorders such as melanoma, leukemia,
breast cancer, lung cancer, ovarian cancer, colon cancer, esophagus cancer, liver cancer, and lymphatic cancer, and to alleviate
pain associated with the cancer. Other compounds effective for the treatment of cancer and aptionally pain assogiated therewith
may also be identified using the same assays, for example, by screening for efficacy in assays using Rad9 and/or p53 defective
mutant yeasts,
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{54) Titulo: METODO PARA CLASIFICAR COMPUESTOQS QUE INTERACTUAN SELECTIVAMENTE CON RAD9

(57) Resumen: Compuestos naturales y sintéticos de las formulas la-le que tienen una estructura de lactona, en particular
Securolide, se han determinado que son compuestos anti-tumorales efectivos que se dirigen al gen hrad® y/o proteina
codificada por el mismo ¢ complgjo que contiene la proteina y/o el gen p53 yfo proteina. El Securolide es citoselectivo para
mutantes de hRad9 con base en estudios conducidos en cepas de levadura de mutante rad9. El Securolide parece que
interactda con e! mutante hRad9 en células cancerosas para producir lesiones de DNA las cuales dan por resultado la
apoptosis. Los estudios han demostrado que el Securolide es til para tratar desdrdenes de proliferacion tal como
melanoma, leucemia, cancer de seno, cancer de pulmdn, cancer de ovarios, cancer de colon, ¢cancer de esofago, cancer de
higado, y cancer linfatico, y para mitigar el dolor asociade con el cancer. Otros compuestos efectivos para el tratamiento de
cancer y opcionalmente dolor asociado con el mismo también se pueden identificar usando los mismos ensayos, por
ejemplo, mediante la clasificacién de eficacia en ensayos que usan levaduras de mutante defectuosas de Rad9 y/o p53.



METODO PARA CLASIFICAR COMPUESTOS QUE INTERACTUAN
SELECTIVAMENTE CON RAD9

Campo de la invencion
La presente invencion esta en general en el campo de objetivos para

compuestos anti-cancer y métodos de clasificacion de los mismos.

Referencia Cruzada a Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reclama la prioridad de U.S.S.N. 61/108,224 “Method
for Screening for Compounds Selectively Interacting with RAD9” por David Terrero,
presentada el 24 de Octubre de 2008.

Antecedentes de la Invencion

Muchos compuestos son conocidos para el tratamiento de cancer. La
mayoria actla por la via de la inhibicién de la replicacion de DNA o proliferacion
celular en general, y no son especificos para células transformadas. Aunque se ha
impartido especificidad a través del uso de ligandos objetivos, y el enlace a
receptores especificos en las células tumorales, en general la mayoria de
compuestos anti-tumorales son efectivos en virtud del exterminio de mas de las
celulas tumorales que proliferan mas rapidamente como son comparadas con las
células normales que se replican mas lentamente.

Seria altamente deseable tener compuestos mas selectivos, que
sean citotdxicos a las células tumorales pero no a las celulas normales.

Por lo tanto, es un objetivo de esta invencién proporcionar un método
para identificar compuestos que exhiban actividad anti-tumoral selectiva.

Aun es adicionalmente un objetivo de esta invencidn proporcionar
una nueva clase de compuestos que exhiban actividad anti-tumoral a través del

objetivo del gen hRad9 en humanos.

Breve Descripcion de la Invencidn

Compuestos naturales y sintéticos de las formulas la-le, o
metabolitos de los mismos, que tienen una estructura de lactona, en particular
Securolide, se han determinado que son compuestos anti-tumorales altamente
efectivos los cuales se dirigen al gen hrad9 y/o proteina codificada por el mismo ¢
complejo que contiene la proteina y/o el gen p53 y/o la proteina codificada por el

mismo. El Securolide es citoselectivo para mutantes de hRad9 con base en los



estudios conducidos en las cepas de levadura de mutante Rad9. El Securolide
parece que interactua con el mutante hRad9 en células cancerosas para producir
lesiones de DNA las cuales dan por resultado apoptosis. Los estudios han
demostrado que el Securolide es util para el tratamiento de desérdenes de
proliferacidén tal como melanoma, leucemia, cancer de seno, cancer de pulmodn,
céncer de ovarios, cancer de colon, cancer de esdéfago, cancer de higado, y
cancer linfatico, y para mitigar el dolor asociado con el cancer. También se pueden
identificar otros compuestos efectivos para el tratamiento de cancer vy
opcionalmente el dolor asociado con el mismo usando 10s mismos ensayos como
se usaron para demostrar el mecanismo de accion del Securolide, por ejempio,
mediante la clasificacion para la eficacia en ensayos que usan levaduras de

mutante defectuoso Rad9.

Descripcion Detallada de la Invencion

Definiciones

“Alquilo”, como se usa en la presente, se refiere al radical de grupos
alifaticos saturados o insaturados, incluyendo grupos alquilo, alquenilo o alquinilo
de cadena recta, grupos alquilo, alquenilo o alquinilo de cadena ramificada, grupos
cicloalquilo, cicloalguenilo, o cicloalquinilo (aliciclicos), grupos cicloalquilo,
cicloalguenilo, o cicloalquinilo sustituidos con alquilo, y grupos alquilo, alquenilo, o
alquinilo sustituidos con cicloalquilo. A menos que se indigue de otra manera, un
alquilo de cadena recta o cadena ramificada tiene 30 0 menos atomos de carbono
en su cadena principal (por ejemplo, C1- C30 para cadena recta, C3-C30 para
cadena ramificada), preferiblemente 20 o menos, preferiblemente 10 o menos,
mas preferiblemente 6 0 menos, mucho mas preferiblemente 5 o menos. Si el
alquilo esta insaturado, la cadena de alquilo tiene en general de 2-30 carbonos en
la cadena, preferiblemente de 2-20 carbonos en la cadena, preferiblemente de 2-
10 carbonos en la cadena, mas preferiblemente de 2-6 carbonos, mucho mas
preferiblemente de 2-5 carbonos. Del mismo modo, los cicloalquilos preferidos
tienen de 3-20 atomos de carbono en su estructura de anillo, preferiblemente de 3-
10 atomos de carbono en su estructura de anillo, mucho mas preferiblemente 5, 6
o 7 carbonos en la estructura de anillo. Los ejemplos de radicales de
hidrocarburos saturados incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo, (ciclohexii)metilo,
ciclopropilmetilo, y homdlogos e isomeros de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-

heptilo, n-octilo. Ejemplos de grupos alquilo insaturados incluyen, pero no se



limitan a, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2 4-
pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, y 3-butinilo.

El término “alquilo” incluye una o mas sustituciones en uno o0 mas
atomos de carbono del radical de hidrocarburo asi como también heteroalquilos.
Sustituyentes adecuados incluyen, pero no se limitan a, halégenos, tal como,
cloro, bromo, ¢ yodo; hidroxilo; -NR1R2, en donde Ry y R, son independientemente
hidrégeno, alquilo, o arilo, y en donde el atomo de nitrdgeno se cuaterniza
opcionalmente; -SR, en donde R es hidrégeno, alquilo, o arilo; -CN; - NO;; -
COOH; carboxilato; -COR, -COOR, o -CONR;3; en donde R es hidrégeno, alquilo, o
arilo; azida, aralquilo, alcoxilo, imino, fosfonato, fosfinato, sililo, éter, sulfonilo,
sulfonamido, heterociclilo, porciones aromaticas o heteroaromaticas, --CF3; -CN; -
NCOCOCH2CH;, -NCOCOCHCH; -NCS; y combinaciones de los mismos.

“Arilo”, como se usa en la presente, se refiere a sistemas de anillo
aromatico, heterociclico, aromatico fusionado, heterociclico fusionado, biaromatico
o bihetereociclico de Cs-C1p miembros. Ampliamente definido, “arilo”, como se usa
en la presente, incluye grupos aromaticos de anillo individual de 5-, 6-, 7-, 8-, 9-, y
10-miembros que pueden incluir de cero a cuatro heteroatomos, por ejemplo,
benceno, pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina,
pirazina, piridazina y pirimidina, y los similares. Esos grupos arilo que tienen
heteroatomos en la estructura de anillo también se pueden referir como “arilo
heterociclos” “heteroaromaticos”. El anillo aromatico se puede sustituir en una o
mas posiciones de anillo con uno o mas sustituyentes incluyendo, pero no
limitados a, haldgeno, azida, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
hidroxilo, alcoxilo, amino (0 amino cuaternizado), nitro, sulfhidrilo, imino, amido,
fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, éter, alquiltio, sulfonilo, sulfonamido,
cetona, aldehido, éster, heterociclilo, porciones aromaticas o heteroaromaticas, —
CF3, -CN; y combinaciones de los mismos.

El término “arilo” también incluyen sistema de anillo policiclicos que
tienen dos o mas anillos ciclicos en los cuales dos 0 mas carbonos son comunes
para dos anillos unidos (es decir, “anillos fusionados”) en donde por lo menos uno
de los anillos es aromatico, por ejemplo, el otro anillo o anillo ciclicos pueden ser
cicloalquilos, cicloalguenilos, cicloalquinilos, arilos y/o heterociclos. Ejemplos de
anillos heterociclicos incluyen, pero no se limitan a, benzimidazolilo, benzofuranilo,
benzotiofuranilo, benzatiofenilo, benzoxazolilo, benzoxazolinilo, benztiazolilo,
benztriazolilo, benztetrazolilo, benzisoxazolilo, benzisotiazolilo, benzimidazolinilo,

carbazolilo, 4aH carbazolilo, carbolinilo, cromanilo, cromenilo, cinnolinilo,



decahidroquinolinilo, 2H,6H-1,5,2- ditiazinilo, dihidrofuro[2,3bjtetrahidrofurano,
furanilo, furazanilo, imidazolidinilo, imidazolinilo, imidazolilo, 1H-indazolilo,
indolenilo, indolinilo, indolizinilo, indolilo, 3H-indolilo, isatinoilo, isobenzofuranilo,
isocromanilo, isoindazolilo, isoindolinilo, isoindolifoyl, isoquinolinilo, isotiazolilo,
isoxazolilo, metilendioxifenilo, morfolinilo, naftiridinilo, octahidroisoquinolinilo,
oxadiazolilo, 1,2,3 -oxadiazolilo, 1,2 4-oxadiazolilo, 1,2,5-oxadiazolilo, 1,3,4-
oxadiazolilo, oxazolidinilo, oxazolilo, oxindolilo, pirimidinilo, fenantridinilo,
fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxatinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo,
piperazinilo. piperidinilo, piperidonilo, 4-piperidonilo, piperonilo, pteridinilo, purinilo,
piranilo, pirazinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridooxazol,
piridolmidazol, piridotiazol, piridinilo, piridil, pirimidinilo, pirrolidinilo, pirrolinilo, 2H-
pirrolilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolinilo, 1H- quinolizinilo, quinoxalinilo,
quinuclidinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidroisoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo,
tetrazolilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 1,2 ,3-tiadiazolilo, 1,2 4-tiadiazolilo, 1,2,5-
tiadiazolilo, 1,3 4-tiadiazolilo, tiantrenilo, tiazolilo, tienilo, tienotiazolilo,
tienooxazolilo, tienoimidazolilo, tiofenilo y xantenilo. Uno o mas de los anillos se
puede sustituir como se define anteriormente para “arilo”.

Los términos “alquenilo” y “alquinilo” se refieren a grupos alifaticos
insaturados analogos en longitud y sustitucion posible a los alquilos descritos
anteriormente, pero que contienen por 1o menos un enlace doble o friple
respectivamente.

El término “heteroalquilo”, como se usa en la presente, se refiere a
radicales que contienen carbono de cadena recta o ciclicos, 0 combinaciones de
los mismos, que contienen por lo menos un heteroatomo. Heteroatomos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, O, N, Si, P y S, en donde los atomos de
nitrégeno, fésforo y azufre se oxidan opcionalmente, y el heteroatomo se
cuaterniza opcionalmente. Los heteroalquilos se pueden sustituir como se define
anteriormente para los grupos alquilo.

“Alcoxi”, “alquilamino”, y “alquiltio” se usan para referirse a aquellos
grupos alquilo unidos al resto de la molécula por la via de un atomo de oxigeno,
un grupo amino, ¢ un atomo de azufre, respectivamente.

“Alquilarilo”, como se usa en la presente, se refiere a un grupo alquilo
sustituido con un grupo (por ejemplo, un grupo aromatico o heteroaromatico).

“Heterociclo” o “heterociclico”, como se usa en |la presente, se refiere
a un radical ciclico unido por la via de un anillo de carbono o nitrégeno de un anillo

monociclico o biciclico que contiene un anillo de 3-10 atomos, y preferiblemente



un anillo de 5-6 atomos, que consiste de carbono y uno a cuatro heteroatomos
cada uno seleccionado del grupo que consiste de oxigeno no de perdxido, azufre,
y N(Y) en donde Y esta ausente o es H, O, alquilo{(C1-10), fenilo o bencilo, y que
contiene opcionalmente 1-3 enlaces dobles y sustituido opcionalmente con uno o
mas sustituyentes. Ejemplos de anillo heterociclico incluyen, pero no se limitan a,
benzimidazolilo, benzofuranilo, benzotiofuranilo, benzotiofenilo, benzoxazolilo,
benzoxazolinilo, benztiazolilo, benztriazolilo, benztetrazolilo, benzisoxazolilo,
benzisotiazolilo, benzimidazolinilo, carbazolilo, 4aH-carbazolilo, carbolinilo,
cromanilo, cromenilo, cinnolinilo, decahidroquinolinilo, 2H,6H,-1,5,2- ditiazinilo,
dihiydrofuro[2,3-b]tetrahidrofurano, furanilo, furazanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, imidazolilo, 1H-indazolilo, indolenilo, indolinilo, indolizinilo, indolilo,
JH-indolilo, isatinoilo, isobenzofuranilo, isocromanilo, isoindazolilo, iscindolinilo,
isoindolilo, isoquinoclinilo, isotiazolilo, isoxazolilo, metilendioxifenilo, morfolinilo,
naftiridinilo, octahidroisoqumolinilo, oxadiazolilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-
oxadiazolilo, 1,2 5-oxadiazolilo, 1,3 4-oxadiazolilo, oxazolidinilo, oxazolilo,
oxepanilo, oxetanilo, oxindolilo, pirimidinilo, fenantridinilo, fenantrolinilo, fenazinilo,
fenothiazinilo, fenoxatinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, piperazinilo, piperidinilo,
piperidonilo, 4-piperidonilo, piperonilo, pteridinilo, purinilo, piranilo, pirazinilo,
pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridooxazole, piridoimidazol,
piridotiazol, piridinilo, piridilo, pirimidinilo, piyrrolidinilo, pirrolinilo, 2H-pirrolilo,
pirrolilo, quinazolinilo, quinolinilo, 4H-quinolizinilo, quinoxalinilo, quinuclidinilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidroisoquinolinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo,
tetrazolilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 1,2, 3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, 1,2,5-
tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, tianthrenilo, tiazolilo, tienilo, tienotiazolilo,
tienooxazolilo, tienoimidazolilo, tiofenilo y xantenilo. Grupos heterociclicos se
pueden sustituir opcionalmente con unc o mas sustituyentes como se define
anteriormente por alquilo y arilo.

“‘Halégeno”, como se usa en la presente, se refiere a filor, cloro,

bromo o yodo.

Mecanismo de Accion

Los puntos de control del ciclo celular regulan el orden preciso de los
eventos del ciclo celular, asegurando de esta manera la distribucién de copias
completas del genoma a las células hijas (Hartwell, L. & Weinert, T., Science 2486,
629-634, 1989). Los defectos en los puntos de control conducen a inestabilidad
genodmica, un factor contribuidor principal en el desarrolio de cancer, debido a que



las células con puntos de control defectuosos se desarrollan en mitosis con DNA
danado o incompletamente replicado (Hartwell, L. H. & Kastan, M.B., Science 266,
1821-1828, 1995; Nojima, H. Hum. Cell 10, 221-230, 1997).

Estudios moleculares y genéticos en las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe han identificado una red intrincada de
genes requeridos para el punto de control S-G2/M, el cual asegura la detencién
del ciclo celular en respuesta al dafio del DNA y/o replicacién del DNA incompleto
(Weinert, T., Curr. Opin. Genet. Dev. 8, 185-193, 1998). En la levadura de fisién,
un grupo de seis proteinas rad de punto de control no esencial, Hus1, Rad1, Rad3,
Rad9, Radl7, y Rad26, constituyen la maquinaria sensorial de la cascada del
punto de control de levadura de fision (Humphrey, T., Mutat. Res, 451, 211-226,
2000). Estas proteinas son requeridas para la deteccién del ciclo celular en
respuesta a la innhibiciébn de la sintesis de DNA por los compuestos tales como
hidroxi y urea o dafios de DNA causados por radiacién UV y gamma (Humphrey,
T., Mutat. Res. 451, 211-226, 2000). Estas proteinas se han conservado altamente
durante la evolucion, y las proteinas relacionadas se han descubierto en muchas
otras eucariotas, incluyendo humanos (Venclovas, C. & Thelen, M.P. Nucleic Acids
Res. 28, 2481-2493, 2000). Los analogos humanos de estas proteinas rad de
punto de control son referidos como hHus1, hRad1, hRad3, hRad9, y hRadl7. La
Rad26 no tiene un homologo en humanos.

La hRad$9 interacttia con la hRad1 y hHus1 en un complejo estable
que ha sido denominado el complejo 9-1-1- (Burtelow y colaboradores, J. Bio/
Chem., 276, 25903-25909, 2001). La homologia estructural entre cada miembro
del complejo 9-1-1 y el antigeno nuclear de células de proliferacién de factor de
posesividad de replicaciéon (PCNA) ha conducido a la hipotesis de que el complejo
9-1-1 reemplaza las funciones dependientes de PCNA asociadas con replicacion
durante la reparacion de DNA (Caspari y colaboradores, Mol Cell. Biol, 20, 1254-
1262, 2000). Durante la replicacion de DNA, el homotrimero de PCNA forma una
abrazadera deslizante similar a anillo sobre el DNA y actia para incrementar la
posesividad de la DNA polimerasa. EL modelo 9-1-1/PCNA es apoyado por la
observacién de que hRad9, hRad1, y hHus1 cada una interactia con hRad17, lo
cual comparte una homologia extensiva a las subunidades del factor de
replicacidén C, una proteina requerida para cargar el PCNA1 sobre DNA (Mossi, R,
y Hubscher, U., Eur. J. Biochem., 254, 209-216, 1998). Estudios adicionales han
mostrado que el dafic de DNA induce no solamente a la hiperfosforilacién de
hRad9 y hRad1 sino también a la asociacidén de complejo 9-1-1 con cromatina. A



partir de esto, ha surgido un modelo en el cual la carga dependiente de hRad17 de
9-1-1 sobre DNA en los sitios del dafic podrian coordinar una respuesta de punto
de control de multiples facetas (St.Onge et al., J. Biol. Chem., 276, 41898-41905,
2001).

Estudios biomoleculares in vifro y modelos experimentales sugieren
que la 4,5-dihidro-3-metilen-2[3H]furanona, “Securolide” se enlaza a las
estructuras intracelulares para desencadenar reguladores inmunes intrinsecos que
previenen el crecimiento de células aberrantes. El Securolide da por resultado la
muerte de la célula de las cepas de levadura de mutante Rad9. Con base en estos
datos, se cree que el Securclide interactia con el mutante hRad9 en células
cancerosas para producir lesiones de DNA lo cual conduce a la apoptosis. Los
bicensayos que implican cepas de mutantes de Saccharomyces cereviseae
mostraron citotoxicidad solamente en las cepas de mutante y mas
especificamente al gen rad9. Esto sugiere que el Securclide tiene citotoxicidad
selectiva en los genomas inestables. Ensayos clinicos humanos han mostrado que
los ensayos in vitro son predictivos de eficacia en el tratamiento de cancer y otra
enfermedad, incluyendo pacientes con cancer de seno y prostata quienes han
fracasado a la quimioterapia convencional y a la terapia de radiacion.

El DNA danado en la S. cereviseae activa el gen rad9, el cual es
conocido como una proteina de punto de control de reparacion de ciclo celular,
para detener el ciclo celular después de que ha ocurrido el dafio. La Rad9 también
puede promover la pro-apoptosis (suicidio celular) y suprime la division celular.
Los bioensayos muestran que el Securolide causa lesiones al DNA dafado a
través del rad9. El Hrad9 es el homélogo de rad9 en células tumorales humanas.
Desde que el Securolide es citotéxico a los mutantes rad9 en otros tipos de
levaduras, se espera que el Securolide se dirija al hrad9 en humanos para
desestabilizar los genomas de las células malignas.

El gen p53 es un gen supresor de tumor, es decir, su actividad
detiene la formacion de tumores. Si una persona hereda solamente una copia
funcional del gen p53 de sus padres, estan predispuestos a cancer y usualmente
desarrollan varios tumores independientes en una variedad de tejidos en la edad
adulta temprana. Esta condicion es rara, y es conocida como sindrome de Li-
Fraumeni. Sin embargo, las mutaciones en p53 se descubrieron en la mayoria de
tipos de tumor, y de esta manera contribuyen a la red compleja de eventos
moleculares que conducen a la formacién de tumores.

El gen p53 se ha mapeado al cromosoma 17. En la célula, la proteina
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p53 enlaza el DNA, el cual a su vez estimula otro gen para producir una proteina
llamada p21 que interactia con una proteina estimuladora de divisién celular
(cdk2). Cuando la p21 se forma en complejo con la cdk2 la célula no puede pasar
a través de la siguiente etapa de la divisidén celular. E! mutante p53 ya no puede
enlazar el DNA en una manera efectiva, y como una consecuencial la proteina p21
no se hace disponible para actuar como la “sefial de detencidén” para la division
celular. De esta manera las células se dividen descontroladamente y forman
tumores.

La p53 se activa en respuesta a una infinidad de tipos de estreses,
los cuales incluyen pero no se limitan a dafio de DNA (inducido por ya sea UV, IR,
0 agentes quimicos tal como perdxido de hidrégeno), estrés oxidante, choque
osmotico, agotamiento de ribonucledtidos y expresion de oncogenes
desregulados. Esta activacion es marcada por dos eventos principales. En primer
lugar, la vida media de la proteina p53 se incrementa drasticamente, conduciendo
a una rapida acumulacién de p53 en las células estresadas. En segundo lugar, un
cambio conformacional hace que la p53 tome una funcién activa, como un
regutador de transcripcion en estas células. El evento critico que conduce a la
activaciéon de p53 es la fosforilacién de su dominioc N-terminal. El dominic de
activacién transcripcional N-terminal contiene un gran numero de sitios de
fosforilacién y se puede considerar como el objetivo primario para las sefiales de
estrés de transduccidon de proteinas cinasas.

Las proteinas cinasas que son conocidas para dirigirse a este
dominio de activacion transcripcional del p53 se pueden dividir aproximadamente
en dos grupos. Un primer grupo de proteinas cinasas pertenece a la familia MAPK
(JNK1-3, ERK1-2, p38 MAPK.), la cual se sabe que responde a varios tipos de
estreses, tal como dafo de la membrana, estrés oxidante, choque osmético,
choque de calor, etc. Un segundo grupo de proteinas cinasas (ATR, ATM, CHK1 y
CHK2, DNA-PK, CAK) esta implicado en el punto de control de integridad del
genoma, una cascada molecular que detecta y responde a varias formas de dafo
de DNA caudado por estrés genotoxico. Los oncogenes también estimulan la
activacion de p53, mediada por la proteina p14ARF.

En celulas no estresadas, los niveles de p53 se mantienen bajos a
través de una degradacion continua de p53. Una proteina llamada Mdm2 (también
llamada HDMZ2 en humanos) se enlaza a p53, previniendo su accién y lo
transporta del nucleo al citosol. También ia Mdm2 actia como la ubiquitina ligasa y
une covalentemente la ubiquitina a p53 y de esta manera marca fa p53 para
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degradacion por el proteosoma. Sin embargo, la ubiquitilacion de la p53 es
reversible. Una ubiquitina especifica de proteasa, USP7 (¢ HAUSP), puede escisar
la ubiquitina de la p53, protegiéndola en consecuencia de la degradacion
dependiente de proteosoma. Esto es un medio por el cual la p53 se estabiliza en
respuesta a insultos oncogénicos.

La fosforilacion del extremo N-terminal de p53 por las proteinas
vinasas mencionadas anteriormente interrumpe el enlace Mdm2. Otras proteinas,
tal como Pin1, luego son reclutadas a p53 e inducen un cambio conformacional en
p53 lo cual previene el enlace Mdm2 adan mas. La fosforilacion también permite el
enlace de co-activadores trancripcionales, similar a p300 o PCAF, los cuales luego
acetilan el extremo carboxiterminal de p53, exponiendo el dominio de enlace de
DNA de p53, permitiéndolo a activar o reprimir los genes especificos. Las enzimas
desacetilasa, tales como Sit1 y Sirt7, pueden desacetilar p53, conduciendo a una
inhibicién de la apoptosis. Algunos oncogenes también pueden estimular la

transcripcion de proteinas las cuales se enlazan a MDM2 e inhiben su actividad.

Sistemas de Ensayo

Los estudios de Ia eficacia del Securolide en inducir la muerte celular
selectiva en las lineas de células de levadura de mutante Rad9 y/o p53 demuestra
la viabilidad de usar las lineas de células para clasificar otros compuestos que
inducen selectivamente la muerte celular en las lineas de mutantes Rad9 y/o p53
como es comparado con las lineas de tipo silvestre o modelos animales. Las
lineas de células adecuadas y los modelos animales son comercialmente
disponibles ¢ se pueden preparar con esfuerzo de rutina. Por ejemplo, the
American Type Culture Collection, Manassas, VA 20108, lista varias cepas de
mutante Rad9 de levadura (niumeros de catalogo 90731; 90730; 74154, 4003576,
4023576, y 4033576. Un pez cebra que contiene un RAD9 clonado homdlogo es
disponible de ATCC como numero de catdlogo 10169289. También existen
numerosas publicaciones cientificas en las cepas de levadura que tienen varios
defectos que implican no solo RAD9 y/o p53 sino otros aspectos del compleje que
implica RADS y/o pb53, los cuales también se pueden usar para clarificar
compuestos que inducen |la muerte celular como es comparada con las células
normales. Las células normales, especialmente células de mamifero, también se
pueden disefiar para inducir mutaciones en el hRADS y/o gen p53, para el uso en
ensayos. El homoélogo humano se lista en la base de datos NCBI, junto con los
genes para ratones y ratas. (Locus|D 5883).
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Las mutaciones se introducen de manera preferible mediante
mutagénesis dirigida al sitio. La mutagénesis dirigida al sitio es una tecnica de
biclogia molecular en la cual se crea una mutacién en un sitio definido en una
molécula de DNA. En general, la mutagenesis dirigida al sitio requiere que la
secuencia de genes de tipo silvestre sea conocida. Un oligonucleétido con su
secuencia que contiene una mutacién deseada se sintetiza quimicamente. El
oligonucleétido se une por el hidrégeno de par base gue se enlaza a la secuencia
de genes de tipo silvestre complementarios. El oligonucieétido sintético se usa
como un cebador para la sintesis in vitro de una nueva hebra de DNA que es
complementaria a la hebra original (plantilla). La sintesis de DNA se realiza al
agregar la enzima DNA polimerasa a la plantilla de DNA. La hebra recientemente
sintetizada de DNA tiene el cebador y la mutacién deseada incorporada en el. Al
usar un par de cebadores en la reaccidén en cadena de la polimerasa es posible
amplificar la molécula de DNA recientemente creada y producir suficientes copias
para hacer la manipulacién adicional del nuevo DNA posible. Tipicamente, el DNA
mutado luego se inserta en un vector de expresién por medio de enzimas de
restriccion y la DNA ligasa. El vector de expresion luego se inserta tipicamente en
una ceélula donde se puede usar como una plantilla genética para la sintesis de
una proteina mutada. La actividad biolégica de la proteina mutada luego se puede

comparar a aquella de la proteina de tipo silvestre.

Ensayos

En una modalidad preferida, el compuesto que se clasifica para la
actividad se agrega a las células tanto normales (es decir, que no tienen una
deficiencia en un complejo de proteina de punto de control incluyendo Rad9 y/o
una mutacion en el gen p53) y anormales (es decir, que tienen una mutacién o
inactivacion en una o mas de las proteinas, o genes que codifican las proteinas,
en el complejo de proteina de punto de control incluyendo Rad9 y/o en p53).
Aquellos compuestos que causan la muerte celular en las células anormales como
son comparadas con las células normales luego se clasifican en ensayos
adicionales para evaluar la citotoxicidad general y la actividad contra tipos de
celulas especificas, tales como células tumorales, células bacterianas y células

viralmente infectadas.

Compuestos
Compuestos adecuados que pueden exhibir actividad anti-tumor a
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través del objetivo selectivo del gen hRad9 y/o p53 en humanos incluyen:

R
Rs \ X
R
R: z
Rs 76
Formula Ta

en donde

Ri-Rs tomados independientemente o0 R3-Rg tomados conjuntamente
son un atomo de hidrogeno, un atomo de haldégeno, un grupo hidroxilo, o cualquier
otros agrupamientos organicos que contienen cualquier nimero de atomos de
carbono, preferiblemente 1 - 8 atomos de carbono, e incluyen opcionalmente un
heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o nitrdbgeno en
formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos. R{Rg pueden estar
sustituidos o no sustituidos.

Ri-Rg¢ se seleccionan de alquilo, alquilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, fenilo, fenilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
sustituido, fenoxi, fenoxi sustituido, aroxi, aroxi sustituido, alquiltio, alquiltio
sustituido, feniltio, feniltio sustituido, ariitio, ariltio sustituido, ciano, isociano,
Isociano sustituido, carbonilo, carbonilo sustituido, carboxilo, carboxilo sustituido,
amino, amino sustituido, amido, amido sustituido, sulfonilo, suifonilo sustituido,
acido sulfénico, fosforilo, fosforilo sustituido, fosfonilo, fosfonilo sustituido, poliarilo,
poliarilo sustituido, ciclico C1-C20, ciclico C1-C20 sustituido, heterociclico,
heterociclico sustituido, aminoacido, péptido, o grupo polipéptido;

Z es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos; y

X es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrogeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos.

En otra modalidad, el compuesto tiene la siguiente estructura

quimica:
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Formula Ib

en donde

R¢-R; tomados independientemente o R3-Rg tomados conjuntamente
pueden ser un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo hidroxilo, o
cualquiera de otros agrupamientos organicos que contienen cualquier numero de
atomos de carbono, preferiblemente 1 - 8 atomos de carbono, e incluyen
opcionalmente un hetercatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos, agrupamientos
R1-Rs representativos que son alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo
sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, fenilo, fenilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
sustituido, fenoxi, fenoxi sustituido, aroxi, aroxi sustituido, alquiltio, alquiltio
sustituido, feniltio, feniltio sustituido, ariltio, ariltio sustituido, ciano, isociano,
isociano sustituido, carbonilo, carbonilo sustituido, carboxilo, carboxilo sustituido,
amino, amino sustituido, amido, amido sustituido, sulfonilo, sulfonilo sustituido,
acido sulfonico, fosforilo, fosforile sustituido, fosfonilo, fosfonilo sustituido, poliarilo,
poliarilo sustituido, ciclico C1-C20, ciclico C1-C20 sustituido, heterociclico,
heterociclico sustituido, aminoacido, péptido, o grupo polipéptido;

X es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrogeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos;

Z es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos; y

Z' puede ser un atomo de hidrégeno, un dtomo de haldégeno, un
grupo hidroxilo, o cualquier otra composicion organica que contiene de 1 - 8
atomos de carbono e incluyen opcionalmente un heteroatomo tal como un
agrupamiento de oxigeno, azufre o nitrogeno en formatos estructurales lineales,
ramificados o ciclicos.

En aun otra modalidad, las lactonas que tienen un grupo alfa-

metileno pueden tener la estructura como se muestra a continuacion:
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Férmula lc

en donde

Ri-Rg tomados independientemente o Rs y Rs tomados
conjuntamente pueden ser un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un
grupo hidroxilo, o cualquiera de otros agrupamientos organicos que contienen
cualquier niumero de atomos de carbono, preferiblemente 1 - 8 atomos de
carbono, e incluyen opcionalmente un heteroatomo tal como un agrupamiento de
oxigeno, azufre o nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o
ciclicos, agrupamientos Ry-Rg representativos que son alquilo, alquilo sustituido,
alguenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, fenilo, fenilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, halo, hidroxi, alcoxi, alcoxi
sustituido, fenoxi, fenoxi sustituido, aroxi, aroxi sustituido, alquiltio, alquiltio
sustituido, feniltio, feniltio sustituido, ariltio, ariltio sustituido, ciano, isociano,
isociano sustituido, carbonilo, carbonilo sustituido, carboxilo, carboxilo sustituido,
amino, amino sustituido, amido, amido sustituido, sulfonilo, sulfonilo sustituido,
acido sulfénico, fosforilo, fosforilo sustituido, fosfonilo, fosfonilo sustituido, poliarilo,
poliarilc sustituido, ciclico C1-C20, ciclico C1-C20 sustituido, heterociclico,
heterociclico sustituido, aminoacido, péptido, o grupo polipéptido;

Y1, Yz, e Y; tomados independientemente o Y; e Y, tomados
conjuntamente pueden ser un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un
grupo hidroxilo, o cualquiera de otros agrupamientos organicos que contienen
cualquier niumero de atomos de carbono, preferiblemente 1 - 8 atomos de
carbono, e incluyen opcionalmente un heteroatomo tal como un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrégeno, en formatos estructurales lineales, ramificados o
ciclicos, agrupamientos Ry-Rg representativos que son alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, fenilo, fenilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, halo, hidroxilo, alcoxi,
alcoxi sustituido, fenoxi, fenoxi sustituido, aroxi, aroxi sustituido, alquiltio, alquiltio
sustituido, feniltio, feniltio sustituido, ariltio, ariltio sustituido, ciano, isociano,

isociano sustituido, carbonilo, carbonilo sustituido, carboxilo, carboxilo sustituido,
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amino, amino sustituido, amido, amido sustituido, sulfonilo, sulfonilo sustituido,
acido sulfénico, fosforilo, fosforilo sustituido, fosfonilo, fosfonilo sustituido, poliarilo,
poliarilo sustituido, ciclico C1-C20, ciclico C1-C20 sustituido, heterociclico,
heterociclico sustituido, aminoacido, péptido, o grupo polipéptido;

'Z es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos; y

X es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrogeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos.

En una modalidad, la lactona es un Securolide, el cual es una alfa-

metilen-lactona (1) gue tiene la estructura:

En otra modalidad, el éster es a-metilen-y-hidroxi- butanoato de

metilo (2) como se muestra en la siguiente estructura:

En aun otra modalidad, la lactona es un compuesto biciclico que
tiene la siguiente estructura:

Otros compuestos adecuados pueden incluir:

M
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Formula 1d

en donde

Ri-Rs4 tomados independientemente pueden ser un atomo de
hidrogeno, un atomo de haldégeno, un grupo hidroxilo, o cualquiera de otros
agrupamientos organicos que contienen cualquier numero de atomos de carbono,
preferiblemente 1 - 8 atomos de carbono, e incluyen opcionalmente un
heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o nitrdgeno en
formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos, agrupamientos R;-Ry4
representativos que son H, alquilo, alquilo sustituido, alilo, alilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, fenilo, fenilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, halo, hidroxilo, alcoxi,
alcoxi sustituido, aloxi, fenoxi, fenoxi sustituido, aroxi, aroxi sustituido, alquiltio,
alquiltio sustituido, feniltio, feniltio sustituido, ariltio, ariltio sustituido, ciano,
isociano, isociano sustituido, carbonilo, carbonilo sustituido, carboxilo, carboxilo
sustituido, amino, amino sustituido, amido, amido sustituido, sulfonilo, sulfonilo
sustituido, acido sulfénico, fosforilo, fosforilo sustituido, fosfonilo, fosfonilo
sustituido, paliarilo, poliarilo sustituido, ciclico C1-C20, ciclico C1-C20 sustituido,
heterociclico, heterociclico sustituido, aminoacido, péptido, o grupo polipéptido;

X es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrégeno en formatos estructurales, lineales, ramificados o ciclicos; y

Z es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos.

En aun otra modalidad, las lactonas que tienen un grupo alfa-

metileno pueden tener la estructura como se muestra a continuacion:
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Farmula [e

en donde

Ri-R4 tomados independientemente pueden ser un atomo de
_ hidrogeno, un atomo de halégeno, un grupo hidroxilo, o cualquiera de otros
agrupamientos organicos que contienen cualquier nimero de atomos de carbono,
preferiblemente 1 - 8 atomos de carbono, e incluyen opcionalmente un
heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o nitrégeno en
formatos estructurales lineales, ramificados © ciclicos, agrupamientos Ri¢-R4
representativos que son alquilo, alilo, alquilo sustituido, alquenilo, alilo, alilo
sustituido, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, fenilo, fenilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, halo, hidroxilo,
alcoxi, alcoxi sustituido, aloxi, fenoxi, fenoxi sustituido, aroxi, aroxi sustituido,
alquiltio, alquiltio sustituido, feniltio, feniltioc sustituido, ariltio, ariltio sustituido,
ciano, isociano, isociano sustituido, carbonilo, carbonilo sustituido, carboxilo,
carboxilo sustituido, amino, amino sustituido, amido, amido sustituido, sulfonilo,
sulfonilo sustituido, acido sulfénico, fosforilo, fosforilo sustituido, fosfonilo, fosfonilo
sustituido, peliarilo, poliarilo sustituido, ciclico C1-C20, ciclico C1-C20 sustituido,
heterociclico, heterociclico sustituido, aminoacido, péptido, o grupo polipéptido;

Z es un heterodtomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos; y

X es un heteroatomo tal como un agrupamiento de oxigeno, azufre, o
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados o ciclicos.

Compuestos adecuados también incluyen metabolitos de los
compuestos descritos anteriormente, esterecisdémeros de los compuestos
descritos anteriormente, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y
combinaciones de los mismos.

Lactonas representativas se listan en la Tabia I:

24
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Las sales de adicién acidas farmacéuticamente aceptables de
compuestos de la férmula la-le se pueden preparar de una manera convencional
al tratar una solucién o suspensién de la base libre con aproximadamente un
equivalente quimico'de un acido farmacéuticamente aceptable. Se puede emplear
una concentracion convencional y técnicas de recristalizacion para aislar la sal.

Las sales de adicidon base farmacéuticamente aceptables de
compuestos que contienen un grupo acido se pueden preparar de una manera
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convencional del acido, por ejemplo mediante la reaccién con aproximadamente
un equivalente quimico de una base.

La presente invencién se entendera adicionalmente a manera de
referencia siguiendo los ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1. Bioensayo con Securolide en Saccharomyces Cereviseae

Se realizaron bioensayos en medios solidos con Securolide (LMSV-
6) en una concentracion entre diez y cien microgramos/mililitro en un conjunto de
cepas mutantes de Saccharomyces cereviseae con DNA similar a aquel en células
tumorales/cancerosas. El Securolide mostré actividad citotéxica marcada
solamente en las cepas mutantes, especialmente el gen rad9. Esto indica que el
Securolide tiene citotoxicidad selectiva a las células que tienen genomas

inestables.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la clasificacibn de compuestos
farmacéuticamente activos, caracterizado porque comprende:
proporcionar células que tienen una o mas mutaciones en el
complejo de proteina de punto de control de ciclo celular que incluye Rad9, o un
gen que codifica una proteina en el complejo,
adicionar un compuesto para ser clasificado a las células y
determinar si el compuesto extermina o induce la apoptosis en

alguna o todas las células.

2. El método de conformidad con la reivindicacidon 1,

caracterizado porque las células son células de levadura.

3. El método de conformidad con la reivindicacion 1,

caracterizado porque las células son células de mamifero.

4. El método de conformidad con la reivindicacidn 1,

caracterizado porque las células estan en un animal.

5. El método de conformidad con la reivindicacidn 1,
caracterizado porque las células son células tumorales.

6. Ei meétodo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque ademas comprende adicionar el
compuesto a las celulas normales que no tienen una mutacion
en el complejo de proteina de punto de control de ciclo celular
que incluye Rad9.

7. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las células tienen una mutacién en el
gen Rad9.

8. El metodo de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque las células tienen una proteina Rad9

inactiva o menos activa.
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Un compuesto farmacéuticamente aceptable, caracterizado
porque se identifica por el método de conformidad con la

reivindicaciéon 1 0 6.

Un metodo para la clasificacibn de compuestos

farmacéuticamente activos, caracterizado porque comprende

proporcionar células que tienen una ¢ mas mutaciones en la proteina

p53, 0 un gen que codifica ia proteina,

adicionar un compuesto para ser clasificado a las células, y

. determinar si el compuesto extermina ¢ induce la apoptosis en

alguna o todas las células.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

El método de conformidad con la reivindicacion 10,

caracterizado porque las células son células de levadura.

El metodo de conformidad con la reivindicacion 10,
caracterizado porque las células son celulas de mamifero.

El método de conformidad con Ila reivindicacion 10,

caracterizado porque las c¢élulas estan en un animal.

El método de conformidad con la reivindicacion 10,

caracterizado porque las células son células tumorales.

El método de conformidad con la reivindicacidon 10,
caracterizado porque ademas comprende adicionar el
compuesto a células normales que no tienen una mutacién en
la proteina p53.

El metodo de conformidad con la reivindicacion 10,
caracterizado porque las células tienen una mutacion en el

gen p53.

El método de conformidad con la reivindicacion 10,
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RESUMEN DE LA INVENCION

Compuestos naturales y sintéticos de las formulas la-le que tienen
una estructura de lactona, en particular Securolide, se han determinado que son
compuestos anti-tumorales efectivos que se dirigen al gen hrad9 y/o proteina
codificada por el mismo o complejo que contiene la proteina y/o el gen p53 y/o
proteina. El Securolide es citoselectivo para mutantes de hRad9 con base en
estudios conducidos en cepas de levadura de mutante rad9. El Securolide parece
que interactua con el mutante hRad9 en células cancerosas para producir lesiones
de DNA las cuales dan por resultado la apoptosis. Los estudios han demostrado
que el Securolide es Util para tratar desérdenes de proliferacion tal como
melanoma, leucemia, cancer de seno, cancer de pulmén, cancer de ovarios,
cancer de colon, cancer de esdfago, cancer de higado, y cancer linfatico, y para
mitigar el dolor asociado con el cancer. Otros compuestos efectivos para el
tratamiento de cancer y opcionalmente dolor asociado con el mismo también se
pueden identificar usando los mismos ensayos, por ejemplo, mediante la
clasificacion de eficacia en ensayos que usan levaduras de mutante defectuosas
de Rad9 y/o p53.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) - PCT/US2009/062082

Re tem V

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

Reference is made to the following documents:

D1

D2

D3
D4

D5

D6

MEYERKORD C L ET AL: "Loss of Hus1 sensitizes cells to etoposide-
induced apoptosis by regulating BH3-only proteins.”,

ONCOGENE 11 DEC 2008,

vol. 27, no. 58, 15 September 2008 (2008-09-15), pages 7248-7259,
XP002563608,

ISSN: 1476-5594

STROME ERIN D ET AL: "Heterozygous screen in Saccharomyces
cerevisiae identifies dosage-sensitive genes that affect chromosome
stability.”,

GENETICS MAR 2008,

vol. 178, no. 3, March 2008 (2008-03), pages 1193-1207, XP002563609,
ISSN: 0016-6731

US 2005/101663 A1 (TERRERO DAVID [DOJ) 12 May 2005 (2005-05-12)

HOPKINS KEVIN M ET AL: "Deletion of mouse rad9 causes abnormal
cellular responses to DNA damage, genomic instability, and embryonic
lethality.",

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY AUG 2004, .
vol. 24, no. 16, August 2004 (2004-08), pages 7235-7248, XP002563610,
1SSN: 0270-7306

WO 01/64913 A2 (RIGEL PHARMACEUTICALS INC [US]; XU XIANG
[US]; LUO YING [US]) 7 September 2001 (2001-09-07)

SIMON JULIAN A ET AL: "Novel approaches to screen for anticancer
drugs using Saccharomyces cerevisiae.”,

METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (CLIFTON, N.J.) 2003,

vol. 223, 2003, pages 555-576, XP008117292,

ISSN: 1064-3745

Novelty (Art 33(2) PCT)

Farm PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 1} (EPO-April 2005)
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(SEPARATE SHEET) , PCT/US2009/062082

The present application does not meet the criteria of Article 33(2) PCT, because the
subject-matter of claims 1-2 is not new.

D6 discloses "As many types of cancer calls have loss-of-function mutations in genes
that are important for DNA repair or checkpoint control,, drug screens can be
conducted using yeast that are deficient in these conserved genes. By comparing the
sensitivities of a wild-type and an isogenic mutant to a panel of drugs, it is possible to
identify drugs thaf exhibit selectivity for mutants. The use of "matched pairs,” in which
two cell lines differ only in defined genes that are the cause of the disease, is a
powerful screening tool, This is especially important in anticancer drug davelopment
because many drugs in clinical use are cytotoxic to both normal and tumor tissus.
Using matched pairs in cell-based assays, it is possible to identify drugs that exhibit
selectively toward cancer celis with defined mutations" (p557 first par). D6 further
discloses in chapter 3 (Proof of Principle p557 et seq.) yeast experiments carrled out
with rad9-specific mutants compared to wild type, whereas the drugs are tested for a
cytotoxic effect resembling induction of cell death. Figure 1 shows specificity of
cisplatin for the rad9-mutants. D6 additionally discloses that "It is interesting that these
two classes of topoisomerase poisons exhibited different sensitivities towards DNA
damage (mec1 and mec2) and S-phase checkpoint mutants (rad9, rad17). Mutants in
these two checkpoint pathways were found fo be highly sensitive fo

camplothecin..." (p558).

D6 thus anticipates the subject matter of ¢claims 1-2.

Inventive Step (Art 33(3) PCT)

The present application does not meet the criteria of Article 33(3) PCT, because the
subject-matter of claims 1-6 does not involve an inventive step.

The subject matter of claims 1-2 is not novel and therefore also not inventive.

D6 is regarded as being the prior art closest to the subject-matter of claim 3 and
discloses a method for screening for pharmaceutically active compounds selective for
rad9-mutants (p557-558; fig 1).

The subject-matter of claim 3 differs from this in that the test celis are mammalian
cells, The effect resulting from this difference is a longer incubation time and less easy
detection of drug effects. The problem to be solved by claim 3 may therefore be
regarded as provision of a worse method.

The solution proposed In ¢laim 3 cannot be considered as involving an inventive step
(Article 33(3) PCT) for the following reasons:

Form PCT/Separate Sheet/a09 {Shaet 2) (EPO-April 2005}
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D6 discloses that "From the practical point of view, yeast is an ideal organism for high-
throughput cell-based screens ... Its rapid growth rate means that drug screens can be
usually be completed after an overnight incubation, as opposed to week-fong
incubations for mammalian tissue culture cells. Compounds that inhibit growth can
easily be detected by comparing the optical density of cuitures grown in the presence
and absence of drugs” (p556 last par). Although D6 does not carry out the method of
claim 1 in mammalian cells, it discloses the possibility of the screening method of
claim 1 in mammallan celis and the disadvantages accompanied by the use of said
cells, The subject matter of claim 3 is therefore not inventive..

The same reasoning applies, mutatis mutandis, to the subject-matter of the
corresponding independent claims 4-6, which therefore are also considered not
inventive,

The subject matter of claims 1-6 is therefore not inventive.

Industrial Applicabllity (Art 33(4) PCT)
The subject matter of claims 1-6 is industrially applicable.

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 3} (EPO-April 2005)
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We claim

L A method for sereening for phatmaceutically active
compounds selective for tumor cells comprising

praviding eclls having one or more mutations in Rads,

adding e compouad to be seresned to the cells, ‘

adding the compound 1o normaal cells not having a mutation in the
oncogene, and

identifying compounds thet selectively induce cell death iy the
mutant cells e compared to the normal cells,

2. The method of claim 1 wherein the cells ate yeast cells.

3. The method of ctaim 1 wherein the cells are mammalisn cells,

4, The method of cleim 1 wherein the cells are in an anima),

5. The method of claim 1 wherein the cells are tumor ¢ells,

6. The method of claim | wherein the colls haye an imactive or
less active Rad9 protein,
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is

Dela

TRATADO SOBRE COOPERACION DE PATENTES

ADMINISTRACION DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para; PCT
Pabst Patent Group LLP

1545 Peachtree Street, N.E., Suite 320 NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL
Atlanta, GA 30300 INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL
Estados Unidos de América SOBRE PATENTABILIDAD

{Regla PCT 71.1)

Fecha de Envio
(diafmes/ano) 11.01.2011

Expediente de Referencia del Solicitante o Agente

MAGNA 103 PCT NOTIFICACION IMPORTANTE
Solicitud internacional No. Fecha de Solicitud Intemacienal (dia/mes/ario) Fecha Prioridad (dia/mes/aio)
PCT/US2009/062082 26.10.2009 24.10.2008

Solicitante

MAGNACHEM INTERNATIONAL LABORATORIES, INC.

El solicitante queda notificado por el presente que fa Administracién Encargada del Examen Preliminar Internacional
transmite aqui el informe preliminar internacional sobre la patentabilidad y sus anexos, si hay, establecidos en la solicitud
infernacional.

Una copia del informe y sus anexos, si hay, esta siendo transmitida a la Oficina Internacional para comunicacion a todas las
Qficinas elegidas.

Cuando sea requerido por cualquiera de las Oficinas Elegidas, la Oficina internaciona! prepararé una traduccién al inglés
del informe {pero no de ics anexos} y transmitira dicha traduccion a esas Oficinas.

RECORDATORIO

El solicitante debera entrar a fase nacional anie cada cficina elegida realizando ciertos aclos (presentar traducciones y
pagando tarifas nacionales) dentro de 30 meses de la fecha de prioridad (o mas tarde en algunas oficinas) (Ariculo 39(1))
{ver también el recordaterio enviado por la Oficina Internacional con el Formato PCTAB/301).

Donde se requiera enviar una traduccion de la solicitud internacional a una Oficina elegida, esa traduccion debera contener
una traduccién de cualquier anexo al informe preliminar intemacional sobre la patentabilidad. Es responsabilidad del
solicitante preparar y enviar dicha traduccion directamente a cada Oficina elegida que le conciemna,

Para mas defalles sobre tiempos limites aplicables y requerimientos de las Cficinas elegidas, ver Volumen |l de la Guia del
Solicitante PCT.

Se remite al solicitante al Ariculo 33(5), el cual establece que los criterios de novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
industrial como se describen en el Articulo 33(2) a {4) solo tienen como objeto el examen preliminar intemacional y que
‘cualquier Estado Coniratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes para decidir si, en ese Estado, la invencitn
reivindicada es patentable o ng" (ver también Articulo 27{5)). Tales criterios adicionales pueden relacionarse, por ejemplo, a
exenciones de patentabilidad, requerimientos para permitir la divulgacion, claridad y soporte de las reivindicaciones.

examen prelimingr internacional;

9

Nombre y direccion de correspondencia de la Administracion del Funcionario Autorizado
Leineweber, K.
Oficina de Patentes Europea
Patentlaan 2, Ni.-2280 HV Rijswijk - Pays Bas
Tel: +31 70 340 2040
Fax: +31 70 340 3016 Teléfono +31 70 340 4737

Formulario PCTAPEA/416 (Enerc de 2004)



TRATADO SOBRE COOPERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD

(Capitulo Il det Tratado de Cooperacion de Patentes)
{Articulo 36 y Regla 70 PCT)

Expediente de  Referencia  del
Solicitante 0 Agente

PARA PROCEDIMIENTO POSTERIOR

Véase Forma PCT/IPEA/416

MAGNA 103 PCT
Solicitud Intemacional No. Fecha de Soficitud Internacional (dia/mas/afio) Fecha Prioridad (dia/mes/afio)
PCT/US2009/062082 26.10.2009 24.10.2008

INV. GO1N33/50

Clasificacion Internacional de Patente (IPC) o Clasificacion Nacional e IPC

Solicitante

MAGNACHEM INTERNATIONAL LABORATORIES, INC.

Instrucciones Administrativas)

Casilla Suplementaria.

a. (enviados al solicitante y a Ia Oficina Intemacional) un total de __1

hojas de la descripcion, reivindicaciones y/o dibujos que han sido corregidas y son la base para este informe ylo
hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver regla 70.16 y Seccidn 607 de las

1. Este informe es el informe de examen preliminar internacional elaborado por la Administracion Encargada del Examen Preliminar
Internacional bajo el Articulo 35 y enviado al solicitanie segln Articulo 36.

2. Este INFORME comprende un total de _6  hojas, incluyendo esta portada.

Este INFORME también viene acompaiiado de ANEXOS que comprenden:

hojas, como sigue:

hojas que sustiluyen hojas anteriores, pero las cuales esta Autoridad considera contienen una correccion que
] excedela divulgacion en la solicitud interacional como se presentd, seqin se indica en el item 4 de la Casillaly la

{enviado solamente a la Oficina Infemacional) un total de (indique tipo y nimero de portador(es) electronico(s))
b. , que contienen un listade de secuencias, en formato electrdnico unicamente, como se indica en la
Casilla Suplementara relacionada con el Listado de Secuencias {ver Seccion 802 de las Instrucciones Administrativas).

4, Este informe contiene datos con respecto a los siguientes puntos:

Oficina de Patentes Europea

Patentlaan 2, NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas
Tel: +31 70 340 2040

Fax: +31 70 340 3016

9

Casilla No. ! Base del Informe
[[] Casilla No. Il Prioridad
[[] CasillaNo. Il Sinelaboracion de un dictamen sobre novedad, nivel inventivo y aplicacion industrial
{T] CasillaNo.IV  Carencia de nivel inventivo
Casilla No. V Declaracion justificada segin Articulo 35(2) con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacion
industrial; documentos y explicaciones que sustentan esta declaracién
[[] (CasillaNo.VI  Ciertos documentos enumerados
[] CasillaNo. VIl  Ciertas deficiencias en la solicitud intemacional
[[] CasillaNo. VIl  Ciertas observaciones refacionadas con la solicitud intemacional
Fecha de presentacion de la pelicion Fecha de la preparacion de este informe
2010-08-24 11.01.2011
Nombre y direccidn de correspondencia de la Administracion de! | Funcionario Autorizado
examen preliminar internacional:
Rosin, Oliver

Tetéfono No. +31 70 340 8925

Fomulario PCTAPEA408 (hoja de portada) (Jutio 2010}

A®



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD Solicitud Internacional No.

PCT/US2009/062082
Casilla No. | Base del informe.
1. Respecto al idioma, este informe se basa en.
La solicitud internacional en el idioma en el que fue presentada originalmente
[] Una traduccién de la solicitud intermacional al el cual es el idioma de una traduccidn presentada con el

objeto de:
[] bosqueda internacional (Reglas 12.3(2) y 23.1(b))

[] publicacion de la soficitud internacional (Regla 12.4(a))
(] examen preliminar intemacional (baje las Reglas 55.2 (a) y/o 55.3 (a))

2. Respecto alos elementos de la solicitud intemacional este informe se basa en:
{Las hojas de reempiazo que han sido presentadas ante fa Oficina raceplora en respuesta a una invitacion bajo el Articulo 14 se
refsrencian en este informe como “presentadas onginalmente” y no se anexan a este informe):

Descripcion, paginas

1-20 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, numeros

16 presentadas por fax el 05-11-2010

[] Unlistado de secuencias — Ver Casilla Suplementaria relacionada con ef Listado de Secuencias.

3. Las modificaciones han dado comeo resultado [a cancelacion de
[[1 ladescripcion, paginas

las reivindicaciones, Nos. _ 7-18

el listado de secuencias {espacificar)

[J los dibujos, hojasfiigs
l
]

cualguier tabla(s) relacionada(s} con el listado de secuencias (especificar)

4. [] Esteinforme se ha establecido como si (algunas de) las modificaciones anexas a este informe y enumeradas debajo no
se hubieran hecho, ya que se consideran que exceden la divulgacion presentada o no iban acompafiadas por una carla
que indicara la base de las medificaciones en la solicitud como fue presentada, segin se indica en la casilla
Suplementaria (Reglas 70.2(c) y {c-bis)}.

[[] ladescripcién, paginas
[] lasreivindicaciones, Nos.
[] losdibujos, hojas
[[]  ellistado de secuencias especificar)

5. E] Este informe se ha establecido teniendo en cuenta la rectificacidn de un error obvio autorizado por o notificado a esta
Autoridad bajo la Regla 91 (Regla 70.2 (e)).

6. [[] Etinforme(s)de Bisqueda Internacional Complementario de lafs) Autoridad{es)
ha sido recibido y tenido en cuenta en la realizacién de este reporte (Regla 45bis.8 (b) y (¢)).

Farmulario PCTAPEA/409 (Julio 2010}




Solicitud Internacional No.

INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD PCTAUS2009/062082

Casilla No. V Declaracién justificada segun Articulo 35(2) con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial; documentos y explicaciones que sustentan esta declaracion.

1. Declaracién

Novedad (N) Sl: Reivindicaciones 36
NO: Reivindicaciones 1-2
Nivel Inventivo (NI) 8k Reivindicaciones
NO: Reivindicaciones 18
Aplicabilidad Industrial (Al) SI:  Reivindicaciones 15

NO: Reivindicaciones

2. Citas y expicaciones (Regla 70.7)

Ver hoja separada

Formulario PCT/IPEA/409 {Julio 2010}




INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(hoja separada) PCTIUS2009/067104

Solicitud Internacional No.

Relacionado con la casilla V

Declaracion justificada con respecto a la novedad, nivel inventivo o
aplicaciéon industrial; documentos y explicaciones que sustentan esta
declaracion.

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1 MEYERKORD C L ET AL: “Loss of Hus 1 sensitizes cells to etoposide-
induced apoptosis by regulating BH3-only proteins”, Oncogene 11 de diciembre
de 2008, vol. 27, No. 58, 15 de septiembre de 2008 (2008-09-15), paginas
7248-7259, XP002563608, ISSN: 1476-5594

D2 STROME ERIN D ET AL: “Heterozygous screen in Saccharomyces
cerevisiae identifies dosage-sensitive genes that affect chromosome stability”,
Genetics Mar 2008, vol. 178, No. 3, marzo 2008 (2008-03), paginas 1193-1207,
XP002563609, ISSN: 0016-6731

D3 US 2005/101663 A1 (TERRERO DAVID [DOJ) 12 de mayo de 2005 (2005-
05-12

D4 HOPKINS KEVIN M ET AL: “Deletion of mouse rad9 causes abnormal
cellular responses to DNA damage, genomic instability, and embryonic
lethality”, Molecular and Cellular Biology, agosto 2004, vol. 24, No. 16, agosto
2004 (2004-08), paginas 7235-7248, XP002583610, ISSN: 0270-7306

D5 WO 01/64913 A2 (RIGEL PHARMACEUTICALS INC [US]); Xu Xiang [US];
Lou Ying [US)) 7 de septiembre de 2001 (2001-09-07

D6 SIMON JULIAN A ET AL: "Nove! approaches to screen for anticancer drugs
using Saccharomyces cerevisiag”, Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.)
2003, vol. 223, 2003, paginas 555-576, XP008117292, ISSN: 1064-3745

Novedad (Art. 32(2) del PCT)

Formufario PCT/Hoja separada/409 (Hoja 1) {(EPO-Abnl 2005)
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(Il‘NFORMEdeEL) EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD | ¢ oo
0Ja separaca PCT/US2000/062082

La presente solicitud no cumple con el criterio del Articulo 33(2) del PCT ya que
la materia objeto de las reivindicaciones 1-2 no es novedosa.

D6 divulga: “ya que muchos tipos de células cancerigenas tiene mutaciones en
pérdida de funciones en genes que son importantes para la reparacién de ADN
o control del punto de verificacion, la clasificacion de los farmacos se puede
llevar a cabo ulilizando levadura deficiente en estos genes conservados.
Mediante la comparacion de las sensibilidades de una lipo agreste y un
mutante isogénico con un panel de farmacos, es posible identificar farmacos
que exhiben selectividad por los mutantes. El uso de ‘pares”, en el que dos
lineas de células difieren solamente en genes definidos que son la causa de la
enfermedad, es una herramienta de clasificacion poderosa. Esto es
especialmente importante en el desarrollo de farmacos anti-cancer porque
muchos farmacos en uso clinico son citotéxicos tanto para el tejido-normal y el
tumoral. Al utilizar pares en ensayos a base de céculas es posible identificar
farmacos que exhiben selectividad hacia fas celulas cancerigenas con
mutaciones definidas” (pagina 557 primera parte). D6 ademas divulga en el
capitulo 3 (Prueba del Principio pagina 557 et seq.) los experimentos con
levadura llevados a cabo con mutantes especificos rad9 comprados con el tipo
agreste, mientras que los farmacos se prueban para efectos citotdxicos que
asemejan induccidn de muerte celular. La Figura 1 muestra especificidad de
cisplantina para los mutantes rad9. Adicionalmente, D6 divulga que ‘“es
interesante que estas dos clases de veneno topoisomeraso exhiben diferentes
sensibilidades hacia el dafio de ADN (mec1 y mec 2) y mutantes del punto de
verificacion en fase S (rad9, rad17). Se encontré que los mutantes en estas dos
vias del punto de verificacién son altamente sensibles a la camptotenia...
(pagina 558).

Por lo tanto, D6 anticipaba la materia objeto de las reivindicaciones 1-2.

Nivel inventivo (Art. 32(3) del PCT)

La presente solicitud no cumple con el criteric del Articulo 33(3) del PCT ya que
la materia objeto de las reivindicaciones 1-6 no involucran un nivel inventivo.

La materia objeto de las reivindicaciones 1-2 no es novedosa y por lo tanto,
tampoco es inventiva.

Se considera D6 como el arte previo mas cercano a la materia objeto de la
reivindicacion 3 y divulga un método de clasificacibn para compuestos
farmacéuticamente activos selectivos para mutantes rad9 (paginas 557-558;
fig. 1)

Formmulario PCTMHoja separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 2005)




(lLT'::)SeMErng;:_) EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD Solicitud Internacional No.
e oo PCT/US2009/062082

La materia objeto de la reivindicacién 3 difiere de esta en que las células de
pruebas son células de mamifero. El efecto que resulta de esta diferencia es un
tiempo de incubacion mas largo y mas dificil para la deteccion de los efectos
del farmaco. El problema a solucionar por la reivindicacion 3 puede, por lo
tanto, ser considerado como €l suministro de un método peor.

No se puede considerar que la solucidn propuesta en la reivindicacion 3
involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3)) del PCT por las siguientes razones:

D6 divulga que “Desde el punto de vista practico, la levadura es un organismo
ideal para la clasificacion a base de células de alto rendimiento... su rata de
crecimiento significa que la clasificacion del farmaco se puede completar
normalmente después de una incubacién de la noche a la mafiana, opuesto a
las incubaciones de largas semanas para células de cultivo de tefido mamifero.
Los compuestos que exhiben crecimiento se pueden defectar facilmente
mediante la comparacién de la densidad Optica del crecimiento del cultivo en
presencia y ausencia de farmacos” (pagina 556 ultima parte). Aunque D6 no
lleva a cabo ningin método de la reivindicacion 1 en células de mamiferos,
este divulga la posibilidad del método de clasificacion de la reivindicacion 1 en
células de mamiferos y las desventajas adicionales por el uso de dichas
células. La materia objeto de la reivindicacién 3, por lo tanto, no es inventiva.

La misma razdn aplica, mutatis mutandis, a la materia objeto de las
correspondientes reivindicaciones independientes 4-6, las cuales, por ende,
también son consideradas como carentes de inventiva.

Aplicabilidad industrial (Art. 33(4) del PCT)

La materia objeto de las reivindicaciones 1-6 tienen aplicabilidad industrial.

Formulario PCT/MHoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Abrl 2005)




REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Un método para la clasificacion de compuestos
farmacéuticamente activos selectivos para células tumorales,
caracterizado porque comprende

proporcionar celulas que tienen una o mas mutaciones en Rad9,

adicionar un compuesto para ser clasificado a las células,

adicionar el compuesto a células normales que no tienen una

mutacion en el oncogen, e
identificar compuestos que inducen selectivamente la muerte celular

en las células mutantes como son comparadas a las células normales.

2. El método de conformidad con la reivindicaciébn 1,

caracterizado porque las células son células de levadura.

3. El método de conformidad con la reivindicacion 1,

caracterizado porque las células son células de mamifero.

4. El método de conformidad con [a reivindicacion 1,

caracterizado porque las células estan en un animal.

5. El método de conformidad con I[a reivindicacion 1,

caracterizado porque las células son células tumoraies.

6. El método de conformidad con I[a reivindicacion 1,
caracterizado porque ias células tienen una proteina Rad9

inactiva o menos activa.
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: 'Z Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inictalmente (capitulo descriptivo,
g Dibujos de ser estos pertinentes

g Comprobante de pago de las tasas estabiecidas {de ser el caso formato de descuento)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota,
2Q20

Doctor{a)
CADENA SARMIENTQO JUAN PABLO

REFERENCIA Radicacidn No. 11 64192
Solicitud internacional PCT/US2009/062082
Fecha inicic fase nacional 24/05/2010
Tramite 11
Evento 379
Actuacidn 430

Oficio No. "0 1 09 5 3

Como regultade del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT}, regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulcs 63 y subsiguientes del Codigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documentc que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
perscna juridica.

2. La soligitud no contiene la copia del documentc en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante c a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos ctorgados en el extranjero, estos
deberin legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segin indigquen
claramente una cesién de derechos del inventor al solicitante ¢ su causante, de
conformidad con 1o dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capituleo Quinto, Titule X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulc 39 de la Decisién 486, se le
reguiere para gque dentro del "término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casc de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

Notifigquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indique el numero Sede Centro: Carrera 13 Na. 27-00 pigos 2, &5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidn censignado en el rdtule sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2, Tel 5880070
Call Center 5920400. Linea 01800-910165
Wweb: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Begot8 D.C. Colombia
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