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Inhibition of the Growth Factor Dependency of Tumor Cells
Description

The invention relates to the use of progesterone receptor
inhibitors for inhibiting the growth factor dependency of tumor
cells.

Estradiol and progesterone are involved in the development
of breast cancer. At the time of diagnosis, however, only about
1/3 of the tumors show a stercid hormone dependency. It is
assumed that in the majority of steroid hormone-resistant tumors,
the proliferation control for lbcal-acting autocrine or paracrine
peptidic growth factors is taken over. 1In this case, invasive
tumors with extremely poor prognosis that are growth-factor-
receptor-positive and steroid hormone-resistant result (Elledge
et al., Semin. Onkol. 19 (1992), 244-253).

Growth factors regulate the cell growth by activation of
intracellular signal trxansduction pathways after binding to
highly affine tyrosine kinase receptors on the cell surface.

More recent findings suggest that breast carcinoma cells can be
sensitized by progestins for the ﬁité;enic action of EGF
(Groshong et al., Mol. Endocrinol. 11 (1997), 1593-1607). Thus,
for example, it was possible for progesterone in the human breast
carcinoma cell line T47D to induce the onset of cells in the S-
phase accompanied by a transient increase of the adtivity of

cyclin 1D and the cyclin-dependent kinase 4. The growth
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stimulation is limited to a single cycle, however, and is
followed by a growth arrest at the Gl/S-transition of the second
cycle {Groshong et al. (1997); supra: Musgrove et al., Mol. Cell. -
Biol. 13 (1993), 3577-3587). 1In its condition that is stopped by .
progesterone, the cells are sensitive to the proliferative action

of EGF., 1In addition, it was shown that progesterone enhances the
action of EGF on T47D cells by ramping up EGFR, Erb2 and Erb3 and

increases the tyrosine phosphorylation of signal molecules (Lange

et al., J. Biol. Chem. 273 (199B), 31308-31316; Richer et al., J.

Biol. Chem. 273 (1998), 31317-31326). In contrast, it has not
yet been possible to show an inhibition of the action of EGF on
tumor cells by influencing the progesterone receptor.

Within the scope of teats leading to this invention, it has
now been found, surprisingly enough, that inhibitors of the
progesterone receptor, e.g., l1l7a-fluoroalkyl steroids, can at
least partially inhibit the binding of growth factors, such as

EGF, to tumor cells, especially to tumor cells that have a high

and/or constitutive expression of the progesterone receptor.

- A subject of thie invention is thus the use of an inhibitor
of the progesterone receptor for the production of an agent for
inhibiting the binding of growth factors to tumor cells-and - - e
especially for inhibiting a proliferation of tumor cells ox
tumors that are produced by growth factors. An inhibitor of the
progesterone receptor in terms of this invention is preferably a i
substance that competitively inhibits the binding of progestexone ’

to its receptor. 1In this case, the inhibitor of the progesterone



WO 02/32429 PCT/EP01/12004

receptor is preferably selected from 17e-fluorocalkyl steroids, as

they are disclosed in, e.g., W098/34947. These 17a-fluorocalkyl

steroids exhibit general formula I:

in which

R* stands for a methyl or ethyl group,

R? stands for a radical of formula C,FH,, whereby n = 2,
3, 4, 50r 6, m>1 and m+ o = 2n + 1,

R? stands for a free, etherified, or esterified hydroxy
group,

R' and R®* each stand for a hydrogen atom, together for an
additional bond or a methylene group,

St stands for a steroidal ABC-ring system of partial

formula A, B or C
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in which

R‘

means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl

group or a branched C,-C, alkyl group or a halogen

atom,

means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl

group or a branched C,-C, alkyl group, or, if St stands ‘

for ;-.;te.-'r'oidal'h-Bé-fin'g'eiyst':'é'r;l'h‘or B, in addition R*

and R’ together mean an additional bond,

means anmc;xygen atom,.-;'hydi'ox-irﬁlinb- grouping = N — OH

or two hydrogen atoms,

means a radical Y or an aryl radical that is optionally
substituted with a group Y in several places,

whereby Y is a hydrogen atom, a halogen atom, an -OH, -

NO,, -N,, -CN, -~-NR™R™, -NHSO,R’, -CO,R’, C,-C,, alkoxy,
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C,-C,, alkanoyloxy, benzoyloxy-C,-C,, alkanoyl, C,-C,,
hydroxyalkyl or benzoyl group,
and R*™ and R® are the same or different and like R*
represent a hydrogen atom or a C,-C,, alkyl group,
and for radicals -NR*R™, also their physiologically compatible
salts with acids and for radicals -CO,R’ with R®* in the meaning of
hydrogen also their physiologically compatible salts with bases.

An especially preferred example of such inhibitors of the

progesterone receptor is the compound 11B- (4-acetylphenyl)-178-
hydroxy-17a-(1,1,2,2,2-pentafluoroethyl) -estra-4,9-dien-3-one

(compound A below). Moreover, other antiprogestina, for example
onapristone {11B- [p- {dimethylamino)phenyl]-17a-hydroxy-17- (3-
hydroxypropyl) -13a-estra-4,9-dien-3-one) are also suitable,
however.

The action of the progesterone receptor inhibitors is found
especially in the case of tumor cells that have a high and/or
constitutive progestercne receptor expression, for example the
progesterone receptor-positive breast carcinoma cell line T47D
(Saxtorius et al., Cancer Res. 54 (1994), 3668-3877).

The progesterone receptor inhibitors inhibit the o - a
progesterone-induced enhancement of the expression of growth
factors, especially those factoxrs that bind to growth factors of
the EGF receptor family, such as, for example, the EGF receptor.

The inhibitors especially preferably inhibit the binding of EGF

to human breast carcinoma cells.
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According to this invention, the progesterone receptor
inhibitors can therefore be used for tumor therapy in mammals and
preferably in humans, specifically especially to block the
progression of a tumor, especially a breast carcinoma of steroid-
dependent growth to growth-factor-dependent growth. 1In this way,
an effective treatment of the tumor can take place in the stage
of the steroid-dependent growth, e.g. by antiestrogens, without

the tumor being able to progress in the stage of the growth-

factor-dependent growth, associated with a considerable worsening '

of the prognosis for the patient. The administration of the
progesterone receptor inhibitors can also produce a slowing of
tumor growth in the stage of the growthtfactor-dependent growth.
For the purpose of this invention, .non-steroidal
antiestrogens, such as, e.g., tamoxifen and nafoxidine, and
raloxifene and EM800, can be used. The two last-mentioned
antiestrogens are representatives of the thus mentioned SERMs
(Selective Estrogen Receptor Modulators); also, other compounds
with the profile of action of the SERMS can be used according to
the invention, e.g., the compounds that '}"n're mentioned in
PCT/EPQ?/OSOSB and of the latter in turﬁlespecially the compound
5-(4-{5-[{RS)-4,4,5,5,5-pentaflucropentyl) sulfinyl] -
pentyloxy)}phenyl) -6-phenyl-8, 9-dihydro-7H-benzocyclohepten-2-ol.
Examples of steroidal antiestrogens comprise those that are
disclosed in EP 0 348 341 A, especially Faslodex, and those that

are disclosed in WO98/07740, especially 11B-fluocro-7e-{5- [N-

methyl-N-3-(4,4,5,5,5-pentafluoropentylthio-propylamino] -pentyl} -
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estra-1,3,5(10)triene-3,17p-diol, or those that are described in
W099/33855, especially 11p-fluoro-7a-{5- [methyl -
(7,7,8,8,9,9,10,10,10-nonafluoro-décyl) -amino] -pentyl )} -estra-
1,3,5(10)triene-3,17B-diol or pharmaceutically compatible

derivatives or analogs thereof. Aromatase inhibitors with an
antiestrogenic effect, such as, for example, those that are known
from pages 7-8 of EP 0 495 825 Bl, can likewise be used as
antiestrogens.

The administration of the progesterone receptor inhibitors
can be carried out according to commonly used methods, for
example locally, topically, subcutaneocusly, enterally or
parenterally. For enteral administration, especially tablets,
coated tablets, capsules, pills, suspensiona or solutiona are
suitable, which can be produced in the usual way with the
additives and vehicles that are known in gallenicals. For local
or topical uese, for example, vaginal suppositories or transdermal
systems such as skin patches are suitable. The subcutaneous
administration can be carried out by injection with an oily
solution.

A dosage unit can contain, for example, 0.1 to 100 mg of
active.compound(s) = inhibitor{s) of the progesterone receptor).

For administration in humans, the daily dose of the active
compound (s) is approximately 0.1 to 400 mg, preferably
approximately 10-100 mg and especially approximately 50 mg.

In addition, the invention is to be explained by the

following examples and figures. Here:
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Figure 1 shows the antiproliferative action of test
substances on the breast carcinoma cell line T47D.
Figure 2 shows the amounts of protein of progesterone !
receptor (PR) and estrogen receptor (ER) in breast
carcinoma cell line TA7D.
Figure 3 shows the transcriptional activity of the
progesterone receptor in T47D cells.
Fiqure 4 shows a Scatchard analysis of the binding of EGF
to T47D cells as a function of the presence of 1
test substances.
Figure 5 shows the dependence of the binding of EGF to T47D

cells on the presence of test substances.
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Example
1. Materials and Methods

Materials:

1] -EGF (100 mCi/mmol) was obtained by Amersham Buchler.
Compound A, hydrotamoxifen (4-OH-Tam), 2ZM182780 and estradiol
were synthesized in the Institut fir Arzneimittelchemie
[institute for Pharmaceutical Agent Chemistryl] of the Schering AG

according to known methods.

Cell lines:
The human estrogen receptor (ER)- and progesterone receptor
(PR) -positive breast carcinoma cell line T47D (Freake et al.,

BBRC 101 (1981), 1131-1138) was used.

Growth studies:

The tumor cells were cultivated at 5000 cells/well in 96-
well plates for 6 days in RPMI medium plus 10% bovine serum, 200
nM of insulin and 0.1 nM of estradiol in the presence of the
compounds that are indicated in each case, and the growth was

determined by staining with crystal violet.

Amount of PR and ER protein:
The amounts of PR and ER in cell lysates are detexmined with

use of stéroid binding assays with radiolabeled progesterone or
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estradiol according to methods described in Fuhrmann et al.

(Contraception 54 (1996), 243-251).

Binding of '*I-EGF to tumor cells:
R5020-Pretreated T47D cells were incubated for 2 hours with
'BI-EGF at 4°C. The unspecific binding was always less than 10%

of the total binding.

Transactivation assay:

TA7D cells were transiently transfixed with MTV-LUC {(Cato et
al., EMBO J., 9: 2237-40) and cultivated in the absence or the
presence of 1 nM of R5020. 1In the test on a PR-mediated
antagonism, the transiently transfixed T47D cells were treated
with R5020 and in addition with increasing concentrations of
compound A or RU486. After 24 hours, a luciferase test was

performed.

2. Results

Figure 1 shows the antiproliferative action of various test
substances. T47D cells wexre cultivated-in.the presence. (upper .
cross-hatching) or absence (lower cross-hatching) of 0.1 nM of E,
plus increasing concentrations of compound A (a), onapristone
(w), ZK191703 (@) or 4-OH-Tam (¢). In the case of T47D cells,
compound A also shows a significant antiproliferative action at

extremely small concentrations.

(Y

8’
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Figure 2 shows the amounts of PR- and ER protein in T47D
cells.

Figure 3 shows the transcriptional activity of PR in T47D
cells, whereby the respective cells were transiently transfixed
with MTIV-LUC and cultivated (a) in the absence of {Co) or the
presence of 1 nM of R5020. 1In the test for a PR-mediated
antggonism, the transiently transfixed T47D cells were treated
with 0.1 nM of R5020 and increasing concentrations of compound A
or RU468 (b).

In Figure 4, a Scatchard analysis of the **1-EGF binding to
T47D cells is shown. The cells were cultivated for 48 hours in
the presence of 20 nM of R5020 with or without 20 nM of compound
A and then washed. Then, the EGF-binding over a concentration
range of 0.25 to 150 ng/ml of EGF was determined by incubation
for 2 hours at 4°C. The insertions show the amount of bonded
ligands relative to the logarithm of the free ligand
concentration. It is clear that it was possible to block the
increase of the EGF binding that is caused by R5020 (middle
figure) relative to monitoring (upper figure) when compound A
{lower figure) is added.

In figure 5, the binding of '**I-EGF to intact T47D cells is
shown. For this purpose, the cells were treated for 48 hours
with 2 or 20 nM of R5020 plus compound A or- onapristone or
compound A alone. It can also be seen here that compound A
blocks the increase of the EGF-binding to T47D cells caused by
R5020. A similar -- although considerably weaker effect -- is

also found for onapristone.

7
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3. Discussion

The above results show that the estradiol-stimulated growth
of T47D celle with high and constitutive PR contact was
effectively blocked by compound A.

By transactivation assays, it was possible to show that the
PR was transcriptionally active in the T47D cells and could be
blocked by compound 1.

A stimulation of the T47D cells with R5020 resulted in a 2x

to 3x-increased EGF-receptor expression, which was blocked by

compound A. At the same time, the binding of EGF to the cells
was increased 2- to 3-fold and could be prevented by compound i
and less efficiently by onapristone. The increased EGF-binding
to R5020-treated cells could be produced by an enhanced EGF-
receptor expression or increased heterodimer formation between
the EGF receptor and erbB2.

These results show the interactions between PR~ and gr wth
factor-signal eystems in human breast carcinoma cells. ﬁy use of
antiprogestins, the progression of tumor cells from steroid-
dependent growth is inhibited or prevented for growth-factor- ‘

dependent growth.
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- Claims

1. Use of an inhibitor of the progesterone receptor for the
production of an agent for the inhibition of the binding of
growth factors to tumor cells and/or to a tumor.

2. Use according to claim 1, characterized in that a

- i e ke e

proliferation of the tumor cells and/or the tumor produced by
growth factors is inhibited.
3. Use according to claim 1 or 2, wherein the inhibitor of

the progesterone receptor is selected from 17e-fluoroalkyl

steroids of general formula I

in which
R! stands for a methyl or ethyl group,
R? stands for a radical of formula C,FH, whereby n is 2,
3, 4, 50or 6, m>1 andm+ o =2n + 1,
R’ stands for a free, etherified, or esterified hydroxy
group,
R* and R® each stand for a hydrogen atom, together for an

additional bond or a methylene group,
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St stands for a steroidal ABC-ring system of partial

formula A, B or C

in which

R* means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl
group or a branched C,-C, alkyl group or a halogen
atom,

R’ means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl
group or a branched C,-C, alkyl group, or, if St stands .
for a steroidal ABC-ring system A or B, in addition R® ‘
and R’ together mean an additional bond,

X means an oxygen atom, a hydroxymino grouping = N — CH
or two hydrogen atoms,

R’ means a radical ¥ or an aryl radical that is optionally
substituted with a group Y in several places, whereby Y
is a hydrogen atom, a halogen atom, an -OH, -NO,, -N,,

-CN, -NR™R®®, -NHSO,R’, -CO,R®, C,-C,, alkoxy, C,-C,,
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. alkanoyloxy, benzoyloxy-C,-C,, alkanoyl, C,-C,,
hydroxyalkyl or benzoyl group,
and R*™ and R™ are the same or different and like R®
represent a hydrogen atom or a C,-C,, alkyl group,
and for radicals -NR*R"™, also their physiologically compatible
salts with acids and for radicals -CO,R’ with R® in the meaning of
hydrogen also their physiologically compatible salts with bases.
4. Use according to claim 3, YPergép the inhibitor of the

.':h progesterone xeceptor is the compound 11f- (4-acetylphenyl)-178-
hydroxy-17a-(1,1,2,2,2-pentafluorcethyl)estra-4,9-dien-3-one.

5. Use according tc one of claims 1 to 4, wherein the tumor
cells have a high and/or constitutive progesterone receptor
expression.

6. Use according to one of claims 1 to 5, wherein the tumor
cells are breast carcinoma cells.

7. Use according to one of claims 1 to 6, wherein the
binding of EGF and/or other factors, which bind to the EGF

breceptor. is inhibited in tumor cells.

8. Use according to one of claims 1 to 7, wherein the
formation of heterodimers between the EGF receptor and erbB2 is
inhibited.

9. Use according to one of claims 1 to 8 for tumor therapy.

10. Use according to claim 9 to inhibit the progreassion of
a tumor of steroid-dependent growth to growth-factor-dependent

growth.
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(lower cross-hatching) of 0.1 nM of E, plus increasing

concentrations of compound A (A), onapristone (W),
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Figure 2: Amounts of protein of progesterone receptor (PR) and
estrogen receptor (ER) in T47D cells. The amounts of
PR and ER were determined in cell lysates using steroid
binding assays with radiolabeled progesterone or

estradiol. .
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Continuation of Box 1.2

Present claims 1-2, 5-10 relate to a compound defined by reference to a
desirable characteristic or property, namely the activity as inhibitor of
progesterone receptor.

The claims cover all compounds having this characteristic or property,
whereas the application provides support within the meaning of Article 6
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attempt 1s made to define the compound by reference to its
pharmacological profile. Again, this lack of clarity in the present case
1s such as to render a wmeaningful search over the whole of the claimed
scope impossible.

Moreover, claims 1-5, 7,8 relate to the treatment of diseases which are
acutally not well characterized. The use of the definitions "inhibition
of the binding of growth factor to tumor cells™ "... characterized in
that a proliferation of the tumor cells and the tumor produced by the
growth factor is inhibited”, "... where the tumor cells have a high and
constitutive progesterone receptor expression™, "... wherein the binding
of EGF, and of other factars, which bind to the EGF receptor 1s inhibited
in tumor cells”, "...wherein the formation of heterodimers between EGF
receptor and erbB2 1s inhibited® is considered to lead to a lack of
clarity under article 6 PCT. This lack of clarity in the present case is
such as to render a meaningful search over the whole of the claimed scope

impossible.

Consequently, the search has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely those
parts relating to the compounds described in claims 3,4 for the treatment
of tumor, with due regard to the general idea underlying the present
invention.

The applicant’s attention 1s 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 T
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The appIicant

1s advised that the EPO policy when acting as an International

Preliminary Examining Authority is normally not to carry out a

preliminary examination on matter which has not been searched. This is

the case irrespective of whether or not the ¢laims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter 11 procedure.




&

23

inliemational application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP 01/12004

Box| Observations where certain claime were found unsearchabie (Continuation of ltem 1 of firat sheet)

Thie International Search Report has not bean astablished in respect of certain dalms under Article 17(2)(a) for the foliowing reasons:

1. D Claims Nos.:
becauss thay relate to subject matier not required to be ssarched by this Authority, namely:

2. m Ctaims Nos.:
becausa they relate to pars of the Intemnational Appliication that do not comply with the prescribed requirements to such
an axient that no meaningful inlemational Search can be carried out, specifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 D Clams Nos.:
because they are dependent claims and are not drafied in accordance with the eecond and third saniencas of Rula 6.4(a).

Box i Observations where unity of invention Is lscking (Continuation of em 2 of first sheef)

This itemnanonal Seanching Authority found multiple Inventions in this inlsmational application, as follows:

1. As afl required addiional search feas were timely pald by the applicant, this intarnational Search Report covers all
ssarchabie claims.

2, D As all egarchable claims could be asarched without efiort jusaiifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. Mmanemmmmmmmm-mmMHbquammhmmFlepon
covars only thosa claims for which fees were paid, specifically claim

4. Dhbmlmdaﬂmmm“aumwpdd the applicant. Cansequently, this intemallonal Saarch Report is
uamchdbnnhvmﬂmnmmmﬂnnednmdmuhmwumm&

Remark on Protest Dmmmmmmwwnmm

D No protest accompanlied the payment of acdiianal search feee.

Form PCTASA210 (continuation of first eheet (1)) (July 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intemational Appiication No

IIGTRALion on patant famlly members PCT/EP 01/12004

Patent documeant Pubtication Patent tamily Publication

cited in sasrch report dale maember(s) date
WO 9834947 A 13-08-1998 DE 19706061 Al 13-08-1998
AT 216397 T 15-05-2002
AU 742834 B2 10-01-2002
AU 6100598 A 26-08-1998
BG 103603 A 30-06-2000
BR 9807667 A 15-02-2000
CN 1324802 A 05-12-2001
CN 1246865 T 08-03-2000
DE 59803856 D1 23-05-2002
DK 970103 T3 22-07-2002
EE 9900339 A 15-02-2000
Wo 9834947 Al 13-08-1998
EP 0970103 Al 12-01-2000
HU 0000968 A2 28-10-2000
JP 2001510479 T 31-07-2001
NO 993811 A 04-10-1999
NZ 336989 A 27-04-2001
PL 334878 Al 27-03-2000
sK 103899 A3 16-05-2000
R 9901855 T2 21-04-2000
us 6316432 Bl 13-11-2001
US 2002045774 Al 18-04-2002
ZA 9800985 A 03-08-1999
EP 0466315 A 15-01-1992 EP 0466315 A2 15-01-1992
WO 0046234 A 10-08-2000 FR 2789393 Al 11-08-2000
R T 2445200 A 25-08-2000
WO 0046234 Al 10-08-2000
NO 9933855 A 08-07-1999 OE 19758390 Al 01-07-1999
DE 19806357 Al 12-08-1999
AU 750801 B2 25-07-2002
AU 2276399 A 19-07-1999
BG 104553 A 28-02-2001
BR 9814416 A 10-10-2000
CA 2316444 Al 08-07-1999
CN 1286693 T 07-03-2001
EA 2623 Bl 27-06-2002
EE 200000380 A 17-12-2001
WO 9933855 Al 08-07-1999
EP 1042355 Al 11-10-2000
HU 0100568 A2 28-08-2001
JP 2001527088 T 25-12-2001
NO 20003286 A 23-08-2000
NZ 505348 A 25-10-2002
PL 341299 Al 09-04-2001
sK 9442000 A3 09-04-2001
TR 200001973 T2 22-01-2001
ZA 9811804 A 22-06-2000

US 5238950 A 24-08-1993  NONE

a4

Form PCTASAZZ10 (pasant Mly anne] (uly 1082)



(12) Publicaclén de la solicitud Internaclonal bajo PCT

{18) Organizacién mundia! de propledad Intelectual
Oficina intemacional

{43) Fecha de publicacién Internacional : 23 de abril de 2002
(25.04.2002)

(10) NGmero de publicacién Internaclonal: WO 02/32420 A2

(51} ClasHicacién Infernacional de patentes: AS1K 31/56
AB1P 35/00

(21) NGmero de solicitud Imnternaclonal: PCT/EP01/12004

(22) Fecha de presentacién Internacional: 17 de octubre de 2001
{17.10.2001)

(25) idioma de la presentacién: inglés

(26) Idioma de la publicacién: Inglds

(30) Antecedentes de prioridad:

100 51 609.2 18 de octubre de 2000 (18.10.2000) DE
60/241,010 18 de octubre de 2000 (18.10.2000) US

(71) Solicitante: (para todos los palses dasignados excepto EEUU):
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT [ DE/DE], Mollerstrasse 178,
13342 Berlin {DE).

(72) Inventor y

(75) Inventores en la sollcitud (para EEUU solamente): LICHTNER, Rosemarie [DE/DE];
Belziger Str. 39, 10823 Berlin (DE). FUHRMANN, Ulrike [DE/DE]; Charlottenburger Ufer 6a,

" 10587 Berlin (DE).

(74) Representada por: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT: Millerstr. 178, 13353 Berlin
{DE).

{81) Estados designados{nacionales): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 8Y, BZ,
CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU,
ID, IL, IN, I8, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN,
MW, MX, MZ, NO, NZ, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, 8G, S|, SK,SL, TJ,TM. TR, TT, TZ,
UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW.

{84) Estados designados{reglonales): Patentes ARIPO {GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL,
82, TZ, UG, ZW), Patentes euroaslaticas (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Patentas
europeas (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR),
Patentes OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicado:
- s8in Informe de biisquada Intemacional y a ser publicado nuevamenta al recibir dicho informe.

{54) Tttulo: Inhibicidn de la dependencia de células tumorales del factor de crecimiento.
(57) Resumen: La invenclon se refiere al uso de Inhibldcres del receptor de progesterona para
inhibir la dependencia de las células tumorales, del factor de crecimiento.

25



Inhibicién de la dependencia de células tumorales del factor
de crecimiento

Descripcién

La invencién se refiere al uso de inhibidores de recep-
tores de progesterona para inhibir la dependencia de las cé&-
lulas tumorales del factor de crecimiento.

El estradiol y la progesterona participan en la evolu-
cién del céncer de mama. Sin embargo, al tiempo del diagnés-
ticb, 86lo aproximadamente 1/3 de los tumores presentan una
dependencia de las hormonas esteroides. Se supone gue en la
mayoria de los tumores resistentes a las hormonas esteroi-
des, el control de la proliferaciSn es asumido por factores
de crecimiento peptidicos autocrinos y paracrinos de efecto
local. Asi resultan tumores invasivos de pronéstico extrema-
damente malo que son de receptor de factor de crecimiento
positivo y resistentes a las hormonas esteroides. (Elledge
et al, Semin. Onkol. 19 (1992), 244-253).

Los factores de crecimiento regulan el crecimiento ce-
lular por activacién de vias de transduccitn de sefiales in-
tracelulares después de fijarse en receptores de tirosinki-
nasa de gran afinidad de la superficie de las células. Nue-
vas investigaciones permiten suponer que las células de car-
cinoma de mama pueden ser sensibilizadas al efecto mitégeno
de EGF por progestinas (Groshong et al, Mol. Endocrinol. 11

(1997), 1593-1607). Asi ea que por ejemplo, la progesterona



pudo inducir en linea de células de carcinoma de mama T47D,
la entrada de las células en la fase 8 acompafiado de un au-
mento transiente de la actividad de la ciclina 1D y de la
kinasa 4, dependiente de la ciclina. Sin embargo, la estimu-
lacién del crecimiento eatid limitado a un Gnico ciclo y se-
guido de una detencién del crecimiento en la transicién G1/8
del segundo ciclo. (Groshong et al. (1997), véase mis arri-
ba; Muegrove et al, Mol.Cell.Biol. 13 (1993), 3577-3587). En
su estadc detenido por la progesterona, las células se hacen
sensibles al efecto proliferativo de EGF. También se demos-
tré que la progesterona intensifica el efecto de EGF en cé-
lulas T47D por regulacién hacla arriba de EGFR, Erb2 y Erb3
y aumenta la fosforilacién de tirosina de la molécula de se-
flal. (Lange et al., J.Biol.Chem. 273 (1998), 31308-31376;
Richer et al, J.Biol.Chem. 273 (1998), 31317-31326). Contra-
riamente a esto, hasta el preasente no pldo demostrarse una
inhibicién del efecto de EGF en células tumorales por accién
socbre el receptor de progesterona.

En el marco de los ensaycs gque condujeron a la presente
invencién se comprob6é sorpresivamente, que los inhibidores
del receptor de progestercna, p.ej. l7a-fluoralquilesteroi-
des, pueden impedir por lo menos parcialmente la fijacién de
factores de crecimiento tales como EGF, en células tumora-

les, especialmente en c&lulaa tumorales que presentan una
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expresién elevada y/o constitutiva del receptor de progeste-
rona.

Un objeto de la presente invencién es, por lo tanto, el
uso de un inhibidor del receptor de progesterona para prepa-
rar un medicamento para inhibir la fijacién de factores de
crecimiento en células tumorales y especialmente para in-
hibir la proliferacién de células tumorales o tumores provo-
cada por factores de crecimiento. Un inhibidor del receptor
de progesterona, en el contexto de la presente invencién, es
preferentemente una sustancia que inhibe competitivamente la
fijacién de progesterona en su receptor. Para ello, el in-
hibidor del receptor de progesterona se selecciona preferen-
temente de l7a-fluoralquilesterocides, como los que se reve-
lan p. ej. en la W098/34947. Estos l7a-fluoralquilesteroides

tienen la f6rmula general 1

donde

R' es un grupo metilo o etilo,

R? es un radical de la férmula C,F.H,, donde n = 2,3,4,5 o 6,
m>1y m+o = 2n+l,

R} es un grupo hidroxi libre, eterificado o esterificado,
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R' y R’ es, cada uno, un &tomo de hidrégenoc y juntos son un
enlace adicional o un grupo metilo,
St ea un gistema de anillo esteroide ABC de la f6rmula par-

cial A, Bo C

R N

X R X R’
R R

donde

R® es un &tomo de hidrSgeno, un grupo alquilo-C;-C; de cadena
lineal o un grupo alquile-C,;-Cy ramificado o un &tomo de
halégeno,

R’ es un &tomo de hidrSgeno, un grupo alquilo-C,-C, de cadena
lineal o un grupo alquilo-C3-C4 ramificado o

Bi St es un pistema de anillo esteroide A o B, R® y R’ junm-
tos, son un enlace adicional,

X ea un &4tomo de oxfigeno, un agrupamiento hidroxiimino =
N~OH o dos &tomos de hidrégeno,

R® es un radical Y o un radical arilo que puede estar poli-
sustituido con un grupo Y, donde Y es un &tomo de hidrs-
geno, un &tomo de halégeno, un grupo OH, NO;, N;, CN,
NR*R®®, NHSO;R?, CO;R®, C:-Cyp-alcoxi, Cp- Cip-alcanoiloxi,
benzoiloxi-C;-Cip-alcanoilo, C;-Cio-hidroxialquile o ben-

zolilo,
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y R*® y R® son iguales o diferentes y representan, al igual
que R?, un Stomo de hidrégeno o un grupo €;-Cio-alquilo,

Y los radicales NR*R*® son también sus Bales fisiolbégicamen-
te tolerables con &cidos y los radicales CO;R’, donde R® sig-
nifica hidrégeno, también sus sales fisiolSgicamente tolera-
bles con bases.

Un ejemplo particularmente preferido de tales inhibido-
res del receptor de progesterona es el compuesto 118-(4-
acetilfenil) -178~-hidroxi-17a-(1,1,2,2,2-pentafluoretil) -
estra-4,9-dien-3-ona (de aqui en adelante, compuesto A). Sin
embargo, también son apropladas otras antiprogestinas, por
ejemplo onapriston (118-(p-(dimetilamino)fenil]-17ahidroxi-
17-(3-hidroxipropil) -13a-estra-4,9-dien-3-ona).

El efecto de los inhibidores de receptor de progestero-
na se encuentra especlalmente en células tumorales que pre-
sentan una expresién elevada y/o constitutiva del receptor
de progesterona, por ejemplo, la lInea de células de carci-
noma de mama T47D que tiene receptor de progesterona positi-
vo (Sartorius et al., Cancer Res. 54 (1994), 3668-3877).

Los inhibidores de receptor de progesterona inhiben el
aumento de la expresiSn de factores de crecimiento inducido
por progesterona, especlialmente de aquellos factores que se

fijan en factores de crecimiento de la familia de receptores

EGF, como por ejemplo el receptor EGF. Los inhibidores in-



hiben especialmente la fijaci6n de EGF en células de carci-
noma de mama humanas.

De allf que seglin la presente invencién, los inhibido-
res del receptor de progesterona puede usarse para la tera-
pla de tumores en mamiferoe y preferentemente en humanos,
especialmente para bloquear la progresién de un tumor, par-
ticularmentre de un carcinoma de mama cuyo crecimiento es
esteroide-dependiente a un crecimiento dependiente del fac-
tor de crecimiento. De esta manera puede realizarse un tra-
tamiento efectivo del tumor en el estadio de crecimiento es-
tercide-dependiente,p.ej. con antiestr6genos, sin que el tu-
mor pueda avanzar al estadio dependiente del factor de cre-
cimiento que viene acompaflado de un considerable empeora-
miento del pronéstico para el paciente.También en el estadio
del crecimiento dependiente del factor de crecimiento la ad-
ministracién de los inhibidores del receptor de progesterona
pueden hacer que el crecimiento del tumor sea mi.s lento.

A los fines de la presente invencién pueden usarse an-
tiestrégenos no-esteroides, p. ej. tamofixen y nafoxidina,
asi como también raloxifen y EM800. Los dos filtimos son re-
presentantes de los denominados SERM (Selective Estrogen Re-
ceptor Modulators). Segn la presente invencién, también
pueden usarse otros compuestos con el perfil de efecto de
los SERM, p. ej. los compuestos que se mencionan en 1la

PCT/EP99/05093 y de entre estos especialmente el compuesto



5-(4-{5-[(RS)-4,4,5,5,5pentafluorpentil)sulfinil] pentiloxi}
fenil) -6-fenil-8,9-dihidro-7Hbenzociclohepten-2-0l.

Los ejemplos de estos antiestrSgenos esteroides com-
prenden aquellos que se revelan en la EP 0 348 341A, parti-
cularmente faslsdex, Y aquellcs que 8se revelan en la
W098/07740, especialmente 11l8-flGor-7a-{5- [N-metil-N-3-
(4,4,5,5,5 pentafluorpentiltio-propilaminoc] -pentyl}-estra-
1,3,5(10)trieno-3,17p-diol, o aquellos que se describen en
la W099/33855, particularmente 118-fluor7a-{5-[metil-(7,7,
8,8,9,9,10,10,10—nonaf1uor—decil)—amino]—pentil}—estra-1,3,
5(10)trien-3,178-diocl o derivados farmacéticamente tolera-
bles o anilogos de los mismos. Los inhibidores de aromata-
geina con efecto antiestrégeno como p. ej. aquellos que apa-
recen en las piginas 7 - 8 de la EP 0 495 825 Bl también
pueden ser usados como antiestrégenocs.

Los inhibidores de receptor de progesterona pueden ad-
ministrarse segiin métodos habituales, p. ej. en forma local,
tépica, por via subcutanea, enteral o parenteral. Para la
administracién enterale se pueden usar tabletas, grageas,
capsulas, comprimidos, suspensiones o soluciones que se pre-
paran de manera habitual con las sustancias aditivas y vehi-
culos galénicamente conocidos. Para la aplicacién local o
tépica se pueden usar, p. ej. 6vulos vaginales y sistemas
transdérmicos comoc parches cutaneos. La aplicacién subcuta-

nea puede realizarse por inyeccién con una solucién oleosa.



Una unidad posolégica puede contener, por ejemplo, 0,1

a 100 mg de compuesto/a activo/s (inhibitor/es del receptor

de progesterona). La dosis diaria del/de los compuesto/s ac-

tivo/s en el humano es de aproximadamente 0,1 a 400 mg, pre-
ferentemente de aproximadamente 10-100 mg y particularmente
de aproximadamente de 50 mg.

La invencién se explicari a continuacién por medio de
los siguientes ejemplos y figuras:

Figura 1 Muestra el efecto antiproliferativo de sustancias
de ensayo en la linea de células de carcinoma de
mama T47D.

Figura 2 Indica la cantidad de proteina del receptor de
progesterona (PR} y del receptor de estrSgeno en
la 1inea de células de carcinoma de mama T47D,

Figura 3 Describe la actividad de transcripcién del recep-
tor de progesterona en cé&lulas T47D.

Figura 4 Es un andlisis Scatchard de la fijacién de EGF en
células T47D segin la presencia de sustancias de
ensayo.

Figura 5 Muestra la fijacién de EGF en células T47D depen-
diente de la presencia de sustancias de ensayo.
EJEMPLOS

1. Materiales y métodos

Materiales:

33



o, 3Y

Se adquirié %°I-EGF (100mCi/mmol) de Amersham Buchler.
El compuesto A, el hidroxitamoxifen(4-OH-Tam), el ZM182780 y
el estradiocl fueron sintetizados en el Instituto Quimico de
Medicamentos de Schering AG seqgiin métodosa conocidos.

Lineas de células:

Se usb6 la linea de células de carcinoma de mama humana
T47D con receptores de estrégeno-(ER) y progesterona- (PR)-
positivos (Freake et al., BBRC 101 (1981), 1131-1138).
Estudios de crecimiento:

Las cé&lulas tumorales se cultivan a 5000 célu-
las/cerdilla en 96 cubetas de cultivo durante 6 dias en me-
dio RPMI + 10 % suero bovino, 200 nM insulina y 0,1 nM es-
tradiol en presencia de los respectivos compuestos indicados
y se determiné el crecimiento por coloracién con cristal
violeta.

Cantidad de proteina PR y ER:

La determinacién de las cantidades de PR y ER se reall-
z6 en lisados de células utilizando ensayos de fijacién de
esteroide con progesterona o estradiol con marcado radioac-
tivo, segiin el método descripto por Fuhrmann et ei, (Contra-
ception 54 t 1996), 243251).

Fijaci6én de '%°I-EGF en células tumorales:
Se incubaron .células T47D pretratadas con R5020 durante

1251

2 h con -EGF a 4°C. La fijacién no especifica fue siempre

de menos del 10 % de la fijacién total.
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Ensayo de transactivacién:

Células T47D fueron conjugadas transientemente con MTV-
LUC (Cato et al., EMBO J., 9:2237-40) y cultivadas en ausen-
cia o en presencia de 1 nM R5020. Para comprobar un antago-
nismo intermediado por PR, las células T47D conjugadas tran-
sientemente fueron tratadas con R5020 y adicionalmente con
concentraciones crecientes de compuesto A o RU486. Después
de 24 h Be realizé un ensayo de luciferasa.

Resultados

La figura 1 muestra el efecto antiproliferativo de di-
ferentes sustancias de ensayo. Las células T47D fueron cul-
tivadas en presencia (grisado superior) o en ausencia (gri-
sado inferior) de 0,1 nM E; + concentraciones crecientes de
compuesto A(“), onapriston (v), ZK 191703 (e) o 4-OH-Tam(e).
En las cé€lulas T47D, el compuesto A propiamente dicho pre-
senta un efecto antiproliferativo significativo, afin en con-
centracionee extremadamente pequefias.

La figura 2 muestra la cantidad de proteina PR y ER en
células T47D.

La figura 3 muestra la actividad transcripcional de PR
en células T47D, donde las respectivas células ge conjugan
transientemente con MIV-LUC y se cultivaron en ausencia (Co)
0 en presencia de 1 nM R5020 (a). Para comprobar un antago-

nismo intermediado por PR, las cé&lulas T47D conjugadas tran-
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sientemente fueron tratadas con 0,1 nM de R5020 y con con-
centraciones creclentes de compuesto A o RU486 (b}.

En la figura 4 se ocbserva un anélisis Scatchard de la
fijacién de '?51-EGF en cé&lulas T47D. Las células fueron cul-
tivadas durante 48 h en presencia de 20 nM R5020 con o sin
20 nM de compuesto A y a continuacién fueron lavadas. Luego
gse determind la fijacién EGF en un rango de concentraciones
de 0,25 a 150 ng/ml EGF por incubacién durante 2 h a 4°C.
Los insertos muestran la cantidad de ligandos fijados con
respecto al logaritmo de la concentracién libre de ligandos.
Se comprueba que el aumento de la fijacién de EGF provocado
por R5020 (figura del centro) con respecto al control (figu-
ra superior) puede ser bloqueado agregando compuesto A (fi-
gura inferior).

En la figura 5 se aprecia la fijacién de ?°1-EGF en cé-
lulas T47D intactas. Para ello, las cé&lulas fueron tratadas
durante 48 h con 2 o 20 nM R5020 + compuesto A o onapriston
o compuesto A solo. También aquil se aprecia que el compuesto
A blogquea el aumento de la fijacitn de EGF en cé&lulas T47D
provocada por R5020. Un efecto parecido, aungue considera-
blemente m&s débil, se observd al usar onapriston.

3. Debate
Los resultados que anteceden demuestran que el creci-

miento de células T47D con contenido elevado o constitutivo



de PR, estimulado por estradiol, pudo ser bloqueado efecti-
vamente por medio del compuesto A.

Por medio de ensayos de transactivacién pudo demostrar-
se que el PR de las células era transcripcionalmente activo
Yy que pudo ser bloqueado por el compuesto A.

La estimulacién de las células T47D con R5020 produjo
un aumento doble a triple de la expresién del receptor EGF,
que fue blogqueado por el compuesto A. Al miamo tiempo, 1la
fijacién de EGF en las cé&lulas sufrié un aumento doble a
triple y pudo ser impedido por el compuesto A y de manera
menos eficiente por onapriston. La fijacién de EGF aumentada
en células tratadas con R5020 podria ser provocada por una
expresién de receptor EGF aumentada o un aumento de la for-
macién de heterodimerocs entre el receptor EGF y erbB2.

Estoe resultados demuestran la interaccién entre 1los
sistemas de seflal de PR y el factor de crecimiento en célu-
las de carcinoma de mama humanas. Mediante el uso de anti-
progestinas es posible inhibir o impedir la progresién de
células tumorales de su crecimiento esteroide-dependiente a

su crecimiento dependiente del factor de crecimiento.



REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor del receptor de progeste-
rona para preparar un medicamento para inhibir la fijacién
de factores de crecimiento en células tumorales y/o en un
tumor.

2. Uso segiin la reivindicacién 1 CARACTERIZADO
PORQUE, se inhibe la proliferaciém de las células tumorales
o/y del tumor, provocada por factores de crecimiento.

3. Uso seglin la reivindicacifn 1 o 2, CARACTERIZADO
PORQUE, el inhibidor del receptor de progesterona sge selec-

ciona de 17a-fluoralquilesteroides de la f6rmula general 1

donde

R! es un grupo metilo o etilo,

R’ es un radical de la féxrmula C,F.H,, donde n = 2,3,4,5 o
6, m>1 y mto = 2n+l,

R’ es un grupo hidroxi libre, eterificado o esterificado,

R' y R° es, cada uno, un &tomo de hidr6geno y juntos son un
enlace adicional o un grupo metilo,

St es un sistema de anillo estercide ABC de la f6rmula par-

cial A, Bo C
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donde

RS es un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo-C;-C, de cadena
lineal o un grupo alquilo-C;-Cy ramificado o un &tomo de
halégeno,

R’ es un &tomo de hidr6geno, un grupe alquilo-C;-C, de cadena
lineal o un grupo alquilo-C;-C; ramificado o

si St es un sistema de anillo esterocide A o B, R® y R’ jun-
tos, son un enlace adiciomnal,

X es un &dtomo de oxigeno, un agrupamiento hidroxiimino =
N~OH o dos atomoe de hidré6geno,

R® es un radical Y o un radical arilo que puede estar poli-
sustituido con un grupo Y, donde Y es un dtomo de hidré-
geno, un &4tomo de halégeno, un grupo OH, NO;, N;, CN,
NR™R®®, NHSO;R’, CO;R®, C;-Cip-alcoxi, C;- Cig-alcanoiloxi,
benzoiloxi-C;-Cjp-alcanoilo, C;-Cip-hidroxialquilo o ben-
zoilo,

y R*® y R*™ gon iguales o diferentes y representan, al igual

que R?, un stomo de hidrégeno o un grupo C;-Cip-alquilo,

y los radicales NR*R*® son también sus Bales fisiolégicamen-

te tolerables con &cidos y los radicales CO,R’, donde R® sig-



nifica hidré6geno, también son sus sales fisiolégicamente to-
lerables con bases.

4., Uso Begin la reivindicacién 3, CARACTERIZADO
PORQUE, el inhibidor del receptor de progestercna es el com-
puesto 1l1R-(4-acetilfenil)-178-hidroxi-17a-(1,1,2,2,2-penta-
fluoretil) -eatra-4,9-dien-3~ona.

5. Uso segln las reivindicaciones 1 a 4, CARACTERI-
ZADO PORQUE, las células tumorales presentan expresién ele-
vada o/y constitutiva del receptor de progesterona.

6. Uso segin una de las reivindicaciones 1 a 5, CA-
RACTERIZADO PORQUE, las células tumorales son cé&lulas de
carcinoma de mama.

7. Uso segin una de las reivindicaciones 1 a 6, CA-
RACTERIZADO PORQUE, la fijacién de EGF o/y otros factores
que Be fijan en el receptor EGF es inhibida en células tumo-
rales.

8. Uso seqgin una de lae reivindicaciones 1 a 7, CA-
RACTERIZADO PORQUE, pe inhibe la formacién de heterodimeros
entre el factor EGF y erbB2.

9. Uso seglin una de las reivindicaciones 1 a 8, pa-
ra tratar tumoresn.

10. Uso seglin la reivindicacién 9, para inhibir 1la
progresién de un tumor de B8su crecimiento esteroide-
dependiente a su crecimiento dependiente del factor de cre-

cimiento.

“¢d
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[Ejes de la tabla:]

Crecimiento celular (% de control) = crecimiento celular (%

de control)

Compuesto {M) = compuestc (M)

Figura 1:

Efecto antiproliferativo. Las células T47D crecieron en pre-
gencia (grisado superior) o en ausencia (grisado inferior)
de 0,1 nM E; + concentraciones crecientes de compuesto A

({c), onapriston (v}, ZK 191703 (*)} o 4-OH-Tam{v)
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Células T47D = cé&lulas T47D

Figura 2:

Cantidad del receptor de progesterona (PR) y del receptor de
estrégeno (ER) en células T47D. Las cantidades de PR y ER
fueron determinadas en lipadoe de células, utilizndo ensayocs
de fijacién de esteroide con progesterona o estradiol con

marcado radioactivo.
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[Ejes de la tabla:]
% de actividad LUC relativo = & de actividad LUC relativo

Compuesto (M) = compuesto (M)

Figura 3: Actividad transcripcional de PR en células T47D
A: Cé€lulas T47D fueron conjugadas transientemente con MTV-

LUC y cultivadas en ausencia o en presencia de 1 nM de

R5020.
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B: Para comprobar un antagonismo intermediado por PR, las
células T47D conjugadas transientemente fueron tratadas con
0,1 nM de R5020 y adicionalmente con concentraciones cre-

cientes de compuesto A o RU486.
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[Ejes de la tabla:]
ligandos fijos/libres = ligandos fijos/libres
fijos (# por cé&lulas)

fijos (# por células)

Figura 4: Anilisis Scatchard de la fijacién de '?%1-EGF en

células T47D.

Lae células fueron cultivadas durante 48 h en presencia de

20 nM R5020 con o sin 50 nM de compuesto A y a continuacién
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fueron lavadas. Luego se determind la fijaci6nm EGF en un
rango de concentraciones de 0,25 a 150 ng/ml EGF por incuba-
cién durante 2 h a 4°C. Los insertos muestran la cantidad de
ligandos fijados con respecto al logaritmoc de la concentra-

cién libre de ligandos.
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Figura 5:

Fljacién de ?*I-EGF en células T47D.

Las células fueron pretratadas durante 48 h con 2 o 20 nM
R5020 + compuesto A o onapriston, o con compuesto A solo.
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Inhibition of the Growth Factor Dependency of Tumor Cells
Description

The invention relates to the use of progeasterone receptor
inhibitors for inhibiting the growth factor dependency of tumor
cells.

Estradiol and progesterone are involved in the development
of breast cancer. At the time of diagnosis, however, only about
1/3 of the tumors show a steroid hormone dependency. It is
assumed that in the majority of steroid hormone-resistant tumors,
the proliferation control for local-acting autocrine or paracrine
peptidic growth factors is taken over. 1In this case, invasive
tumors with extremely poor prognosis that are growth-factor-
receptor-positive and steroid hormone-resistant result (Elledge
et al., Semin. Onkol. 19 (1992), 244-253).

Growth factors regulate the cell growth by activation of
intracellular signal transduction pathways after binding to
highly affine tyrosine kinase receptors on the cell surface.

More recent findings suggest that breast carcinoma cells can be
sensitized by progestins for the mitogenic action of EGF
{Groshong et al., Mol. Endocrinol. 11 (1997), 1593-1607). Thus,
for example, it was possible for progesterone in the human breast
carcinoma cell line T47D to induce the onset of cells in the S-
phase accompanied by a transient increase of the activity of

cyclin 1D and the cyclin-dependent kinase 4. The growth
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stimulation is limited to a single cycle, however, and is
foll wed by a growth arrest at the Gl/S-transition of the second
cycle (Groshong et al. (1997), supra: Musgrove et al., Mol. Cell.
Biol. 13 (1993), 3577-3587). In its condition that is stopped by
progesterone, the cells are sensitive to the proliferative action
of EGF. In addition, it was shown that progesterone enhances the
acti n of EGF on T47D cells by ramping up EGFR, Erb2 and Erb3 and
increases the tyrosine phosphorylation of signal molecules (Lange
et al., J. Biol. Chem. 273 (1958), 31308-31316; Richer et al., J.
Biol. Chem. 273 (1998), 31317-31326). 1In contrast, it has n t
yet been possible to show an inhibition of the action of EGF on
tumor cells by influencing the progesterone receptor.

Within the scope of tests leading to this invention, it has
now been found, surprisingly enough, that inhibitors of the

progesﬁerone receptor, e.g., l7a-fluorocalkyl steroids, can at

least partially inhibit the binding of growth factors, such as
EGF, to tumor cells, especially to tumor cells that have a high
and/or constitutive expression of the progesterone receptor.

A subject of this invention is thus the use of an inhibitor
of the progesterone receptor for the production of an agent for
inhibiting the binding of growth factors to tumor cells and
especially for inhibiting a proliferation of tumor cells or
tumoré that are produced by growth factors. An inhibitor of the
progesterone receptor in terms of this invention is preferably a
substance that competitively inhibits the binding of progesterone

to its receptor. 1In this case, the inhibitor of the progesterone
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receptor is preferably selected from 17a-fluoroalkyl steroids, as
they are disclosed in, e.g., WO098/34947. These 17a-fluoroalkyl

steroids exhibit general formula I:

in which

R stands for a methyl or ethyl group,

R* stands for a radical of formula C,FH,, whereby n = 2,
3, 4, S5 or 6, m>1andm+ o0 = 2n + 1,

R’ stands for a free, etherified, or esterified hydroxy
group,

R' and R’ each stand for a hydrogen atom, together for an
additional bond or a methylene group,

St stands for a asteroidal ABC-ring system of partial

- - formula A, Bor C -
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in which

Ri

R'l

means a hydrogen atom, a straight-~chain C,-C, alkyl

group or a branched C,-C, alkyl group or a halogen

atom,

means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl

group or a branched C,-C, alkyl group, or, if St stands

for a steroidal ABC-ring system A or B, in addition R*

and R’ together mean an additional bond,

means an oxygen atom, a hydroxymino grouping = N - OH

or two hydrogen atoms,

means a radical Y or an aryl radical that is optionally
substituted with a group Y in several places,

whereby Y is a hydrogen atom, a halocgen atom, an -OH, -

NO,, -N,, -CN, -NR™R®™, -NHSO,R’, -CO,R’, C,-C,, alkoxy,

52
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C,-C,, alkanoyloxy, benzoyloxy-C,-C,, alkanoyl, C,-C,,
hydroxyalkyl or benzoyl group,
and R™ and R™ are the same or different and like R’
represent a hydrogen atom or a C,-C,, alkyl group,
and for radicals -NR™R™, also their physiologically compatible
palts with acids and for radicals -CO,R’ with R’ in the meaning of -
hydrogen also their physiologically compatible salts with bases.
An especially preferred example of such inhibitors of the

progesterone receptor is the compound 11B- (4-acetylphenyl)-17p-
hydroxy-17a-(1,1,2,2,2-pentafluorcethyl) -estra-4,9-dien-3-one
(compound A below). Moreover, other antiprogestins, for example
onapristone (11B-[p- (dimethylamino)phenyl]-17a-hydroxy-17-(3-
hydroxypropyl) -13a-estra-4,9-dien-3-one) are also suitabile,

however.

The action of the progesterone receptor inhibitors is found
especially in the case of tumor cells that have a high and/or
constitutive progesterone receptor expression, for example the
progesterone receptor-positive breast carcinoma cell line T47D
(Sartorius et al., Cancer Res. 54 (1994), 3668-3877).

The progesterone receptor inhibitors inhibit the
progesterone-~induced enhancement of the expression of growth
factors, especially those factors that bind to growth factors of
the EGF receptor family, such as, for example, the EGF receptor.

The inhibitors especially preferably inhibit the binding of EGF

to human breast carcinoma cells.
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According to this invention, the progesterone receptor
inhibitors can therefore be used for tumor therapy in mammals and
preferably in humans, specifically especially to block the
progression of a tumor, especially a breast carcinoma of steroid-
dependent growth to growth-factor-dependent growth. 1In this way,
an effective treatment of the tumor can take place in the stage
of the steroid-dependent growth, e.g. by antiestrogens, without
the tumoxr being able to progress in the stage of the growth-
factor-dependent growth, associated with a considerable worsening
of the prognosis for the patient. The administration of the
progesterone receptor inhibitors can also produce a slowing of
tumor growth in the stage of the growth-factor-dependent growth.

For the purpose of this invention, non-steroidal
antiestrogens, such as, e.g., tamoxifen and nafoxidine, and
raloxifene and EMB00, can be used. The two last-mentioned
antiestrogens are representatives of the thus mentioned SERMs
(Selective Estrogen Receptor Modulators); also, other compounds
with the profile of action of the SERMS can be used according to
the invention, e.g., the compounds that are mentioned in
PCT/EP99/05093 and of the latter in turn especially the compound
5-(4-{5-{(RS)-4,4,5,5,5-pentafluoropentyl)sulfinyl]-
pentyloxy }phenyl) -6-phenyl -8, 9-dihydro-7H-benzocyclohepten-2-ol.

Examples of steroidal antiestrogens comprise those that are
disclosed in EP 0 348 341 A, especially Faslodex, and those that

are disclosed in W098/07740, especially 11B-fluoro-7a-{5- [N-

methyl-N-3-(4,4,5,5,5-pentafluoropentylthio-propylamino] -pentyl}-
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estra-1,3,5(10)triene-3,17p-diol, or those that are deascribed in

W099/33855, especially 11B-fluoro-7a-{5- [methyl-
(7,7,8,8,9,9,10,10, 10-nonafluoro-decyl) ~amino} -pentyl } -estra-
1,3,5(10)triene-3,178-diol or pharmaceutically compatible

derivatives or analogs thereof. Aromatase inhibitors with an
antiestrogenic effect, such as, for example, those that are known
from pageas 7-8 of EP 0 495 825 Bl, can likewise be used as
antiestrogens.

The administration of the progesterone receptor inhibitors
can be carried out according to commonly used methods, for
example locally, topically, subcutaneously, enterally or
parenterally. For enteral administration, especially tablets,
coated tablets, capsules, pills, suspensions or solutions are
suitable, which can be produced in the usual way with the
additives and vehicles that are known in gallenicals. For local
or topical use, for example, vaginal suppasitories or transdermal
systems such as skin patches are suitable. The subcutaneous
administration can be carried out by injection with an oily
solution.

A dosage unit can contain, for example, 0.1 to 100 mg of
active compound(s) (= inhibitor(s) of the .progesterone receptor) .

For administration in humans, the daily dose of the active
compound (8) is approximately 0.1 to 400 mg, preferably
approximately 10-100 mg and especially approximately 50 mg.

In addition, the invention is to be explained by the

foliowing examples and figureas. Here:

5
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Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Figure 5

shows the antiproliferative action of test
substances on the breast carcinoma cell line T47D.
shows the amounts of protein of progesterone
receptor (PR) and estrogen receptor (ER) in breast
carcinoma cell line T47D.

shows the transcriptional activity of the
progesterone receptor in T47D cells.

shows a Scatchard analysis of the binding of EGF
to T47D cells as a function of the presence of
test substances.

shows the dependence of the binding of EGF to T47D

cells on the presence of test substances.
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Example

1. Materials and Methods

Materials:

125]1-EGF (100 mCi/mmol) was obtained by Amersham Buchler.
Compound A, hydrotamoxifen (4-OH-Tam), ZM182780 and estradiol
were synthesized in the Institut fir Arzneimittelchemie
[Institute for Pharmaceutical Agent Chemistry] of the Schering AG

according to known methods.

Cell lines:
The human estrogen receptor (ER)- and progesterone receptor
(PR) -positive breast carcinoma cell line T47D (Freake et al.,

BBRC 101 (1981), 1131-1138) was used.

Growth studies:

The tumor cells were cultivated at 5000 cells/well in 96-
well plates for 6 days in RPMI medium plus 10% bovine serum, 200
nM of insulin and 0.1 nM of estradiol in the presence of the
compounds that are indicated in each case, and the growth was

determined by staining with crystal violet.

Amount of PR and ER protein:
The amounts of PR and ER in cell lysates are determined with

use of steroid binding assays with radiolabeled progesterone or
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eptradiol according to methods described in Fuhrmann et al.

{Contraception 54 (1996), 243-251).

Binding of '*SI-EGF to tumor cells:
R5020-Pretreated T47D cells were incubated for 2 hours with
*I-EGF at 4°C. The unspecific binding was always less than 10%

of the total binding.

Transactivation assay:

T47D cells were transiently transfixed with MTIV-LUC (Cato et
al., EMBO J., 9: 2237-40) and cultivated in the absence or the
presence of 1 nM of R5020. In the test on a PR-mediated
antagonism, the transiently transfixed T47D cells were treated
with R5020 and in addition with increasing concentrations of
compound A or RU486. After 24 hours, a luciferase test was

performed.
2. Results

Figure 1 shows the antiproliferative action of various test
substances. -T47D cells were cultivated in the bresence-(upper .
cross-hatching) or absence (lower cross-hatching) of 0.1 nM of E,
plus increasing concentrations of compound A (a), onapristone
(m), 2ZK191703 (®) or 4-OH-Tam {(¢). In the case of T47D cells,
compound A also shows a significant antiproliferative action at

extremely small concentrations.
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Figure 2 shows the amounts of PR- and ER protein in T47D
cells.

Figure 3 shows the transcriptional activity of PR in T47D
cells, whereby the respective cells were transiently transfixed
with MTV-LUC and cultivated (a) in the absence of (Co) or the
presence of 1 nM of R5020. In the test for a PR-mediated
antagonism, the transiently transfixed T47D cells were treated
with 0.1 nM of R5020 and increasing concentrations of compound A
or RU468 (b).

In Figure 4, a Scatchard analysis of the '**I-EGF binding to
T47D cells is shown. The cells were cultivated for 48 hours in
the presence of 20 nM of R5020 with or without 20 nM of compound
A and then washed. Then, the EGF-binding over a concentration
range of 0.25 to 150 ng/ml of EGF was determined by incubation
for 2 hours at 4°C. The insertions show the amount of bonded
ligands relative to the logarithm of the free ligand
concentration. It is clear that it was possible to block the
increase of the EGF binding that is caused by R5020 (middle
figure) relative to monitoring (upper figure) when compound A
(lower figure) is added.

In figure 5, ‘the ‘binding of **I-EGF to intact T47D-cells—is
shown. For this purpose, the cells were treated for 48 hours
with 2 or 20 nM of R5020 plus compound A or onapristone or
compound A alone. It can also be seen here that compound A
blocks the increase of the EGF-binding to T47D cells caused by
R5020. A similar -- although considerably weaker effect -- is

also found for onapristone.
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3. Discussion

The above results show that the estradiol-stimulated growth
of T4A7D cells with high and constitutive PR contact was
effectively blocked by compound A.

By transactivation assays, it was possible to show that the
PR was transcriptionally active in the T47D cells and could bhe
blocked by compound 1.

A stimulation of the T47D cells with R5020 resulted in a 2x
to 3x-increased EGF-receptor expression, which was blocked by
compound A. At the same time, the binding of EGF to the cells
was increased 2- to 3-fold and could be prevented by compound A’
and leas efficiently by onapristone. The increased EGF-binding
to R5020-treated cells could be produced by an enhanced EGF-
receptor expression or increased heterodimer formation between
the EGF receptor and erbB2.

These results show the interactions between PR- and growth
factor-signal systems in human breast carcinoma cells. By us of
antiprogestins, the progression of tumor cells from steroid-
dependent growth is inhibited or prevented for growth-factor-

dependent growth.

- - S —— — - - . -
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Claims

1. Use of an inhibitor of the progesterone receptor for the
production of an agent for the inhibition of the binding of
growth factors to tumor cells and/or to a tumor.

2. Use according to claim 1, characterized in that a
proliferation of the tumor cells and/or the tumor produced by
growth factors is inhibited.

3. Use according to claim 1 or 2, wherein the inhibitor of

the progesterone receptor is selected from l7a-fluoroalkyl

steroids of general formula I

in which
R? stands for a methyl or ethyl group,
R? stands for a radical of formula C,FH,, whereby n is 2,
3, 4, 5or 6, m>1and m+ 0 =2n + 1,
R? stands for a free, etherified, or esterified hydroxy
group,
R* and R® each stand for a hydrogen atom, together for an

additional bond or a methylene group,

&/
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St stands for a steroidal ABC-ring system of partial

formula A, B or C

in which

R® means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl
group or a branched C,-C, alkyl group or a halogen
atom,

R’ means a hydrogen atom, a straight-chain C,-C, alkyl
group or a branched C,-C, alkyl group, or, if St atands
for a steroidal ABC-ring system A or B, in addition R*
and R’ together mean an additional bond,

X means an oxygen atom, a hydroxymino grouping « N — OH
or two hydrogen atoms,

R’ means a radical Y or an aryl radical that is optionally
substituted with a group Y in several places, whereby Y
is a hydrogen atom, a halogen atom, an -OH, -NO,, -N,,

-CN, -NR™R®, -NHSO,R®’, -CO,R’, C,-C,, alkoxy, C,-C,
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alkanoyloxy, benzoyloxy-C,-C,, alkanoyl, C,-C,,
hydroxyalkyl or benzoyl group,
and R™ and R™ are the same or different and like R’
represent a hydrogen atom or a C,-C,, alkyl group,
and for radicals -NR¥R”, also their physiologically compatible
salts with acids and for radicala -CO,R’ with R’ in the meaning of
hydrogen also their physiologically compatible salts with bases.

4. Use according to claim 3, wherein the inhibitor of the

progesterone receptor is the compound 11B- (4-acetylphenyl)-17f-
hydroxy-17a-(1,1,2,2,2-pentafluoroethyl)estra-4,9-dien-3-one.

5. Use according to one of claims 1 to 4, wherein the tumor
cells have a high and/or constitutive progesterone receptor
expression.

6. Use according to one of claims 1 to 5, wherein the tumor
cells are breast carcinoma cells.

7. Use according to one of claims 1 to 6, wherein the
binding of EGF and/or other factors, which bind to the EGF
receptor, is inhibited iq tumor cells.

8. Use according to oﬁé of claims 1 to 7, wherein the
formation of heterodimers hetween the EGF receptor and erbB2 is
inhibited. )

9. Use according to one of claims 1 to 8 for tumor therapy.

10. Use according to claim 9 to inhibit the progression of
a tumor of steroid-dependent growth to growth-factor-dependent

growth.
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Abgtract

The invention relates to the use of progesterone receptor
inhibitors for inhibition of growth-factor-dependency of tumor

cells.

v ¢
ei/ANM/222921PDE 10/18/2000
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[Key to table:]
Zellwachstum (% Kontrolle) = cell growth (% control)
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Figure 1: Antiproliferative action. T47D cells were cultivated

in the presence’ (upper cross-hatching) or absence

" (lower cross-hatching) of 0.1 nM of E, plus increasing

concentrations of compound A (A), onapristone (H),

ZK191703 (®) or 4-OH-Tam (¢).
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T47D Zellen = T47D cells

Figure 2: Amounts of protein of progesterone receptor (PR) and
estrogen receptor (ER) in T47D cells. The amounts of
PR and ER were determined in cell lysates using steroid
binding assays with radiolabeled progesterone or

- - estradiol. - e
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Figure 3: Transcriptional activity of PR in T47D cells. A: T47D
cells were transiently transfixed with MTV-LUC and
cultivated in the absence or in the presence of 1 nM of
R5020. B. To test for a PR-mediated antagonism, the
transiently tranefixed T47D cells were treated with 0.1
nM of R5020 and increasing concentrations of compound A

or RU48B6.
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Figure 4: Scatchard analysis of the '5I-EGF binding. T47D cells
were cultivated for 48 hours in the presence of 20 nM
of R5020, with or without 50 nM of compound A, then
washed and then the 'PI-EGF binding was determined over
a range of 0.25-150 ng/ml of EGF by incubation for 2
hours at 4°C. The inserts show the amount of bonded

ligands compared to the logarithm of the free ligand

concentration.
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Figur 5: Binding of 'PI-EGF to intact T47D cells. The cells
were pretreated for 48 hours with 2 or 20.nM of R5020
plus compound A or onapristone, or with compound A

alone.
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Inhibicién de la dependencia de células tumorales del factor
de crecimiento

Descripcién

La invencién se refiere al uso de inhibidores de recep-
tores de progesterona para inhibir la dependencia de las cé-
lulas tumorales del factor de crecimiento.

El estradiol y la progesterona participan en la evolu-
cién del cédncer de mama. Sin embargo, al tiempo del diagnés-
tico, 86lc aproximadamente 1/3 de los tumores presentan una
dependencia de las hormonas esteroides. Se supone que en la
mayoria de los tumores resistentes a las horﬁﬁnaa esteroi-
des, el control de la proliferacién es asumido por factores
de crecimiento peptidicos autocrinoas y paracrinos de efecto
local. Asi resultan tumores invasivos de pronéstico extrema-
damente malo que eon de receptor de factor de crecimiento
positivo y resistentes a lae hormonas esteroides. (Elledge
et al, Semin. Onkol. 19 (1992), 244-253).

Los factores de crecimiento regulan el crecimiento ce-
lular por activacién de vias de transduccién de seflales in-
tracelulares despuée de fijarse en receptores de tirosinki-
nasa de gran afinidad de la superficie de las células. Nue-
vas investigaciones permiten suponer que las células de car-
cinoma de mama pueden ser sensibilizadas al efecto mitégeno
de EGF por progestinas (Groshong et al, Mol. Endocrinol. 11

(1957), 1593-1607). Asi es que por ejemplo, la progesterona



pudo inducir en linea de células de carcinoma de mama T47D,
la entrada de las células en la fase S acompaflado de un au-
mento transiente de la actividad de la ciclina 1D y de la
kinasa 4, dependiente de la ciclina. Sin embargo, la estimu-
laci6én del crecimiento esti limitado a un dnico ciclo y se-
guido de una detencidén del crecimiento en la transicién Gl1/S
del segundo ciclo. (Groshong et al. (1997), véase més arri-
ba; Musgrove et al, Mol.Cell.Biol. 13 (1993), 3577-3587). En
su estado detenido por la progeasterona, las células se hacen
sensibles al efecto proliferativo de EGF. Tamblén se demos-
tré que la progesterona intensifica el efecto de EGF en cé-
lulas T47D por regulacién hacia arriba de EGFR, Erb2 y Erb3
y aumenta la foeforilacién de tirosina de la molé&cula de se-
fial. (Lange et al., J.Biol.Chem. 273 (1998), 31308-31376;
Richer et al, J.Biol.Chem. 273 (1998), 31317-31326). Contra-
riamente a esto, hasta el presente no plldo demostrarse una
inhibicién del efecto de EGF en células tumorales por acciém
sobre el receptor de proggsterona.

En el marco de los ensayos que condujeron a la presente
invencién se comprob$ sorpresivamente, que los inhibidores
del receptor de progesterona, p.ej. l7a-fluoralquilesteroi-
des, pueden impedir por lo mencs parcialmente la fijacién de
factores de crecimiento tales como EGF, en células tumora-

les, especialmente en células tumorales que presentan una
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expresién elevada y/o constitutiva del receptor de progeste-
rona.

Un ocbjeto de la presente invencién es, por lo tanto, el
uso de un inhibidor del receptor de progesterona para prepa-
rar un medicamento para inhibir la fijacién de factores de
crecimiento en c¢élulas tumorales y especialmente para in-
hibir la proliferacién de células tumorales o tumores provo-
cada por factores de crecimiento. Un inhibidor del receptor
de progesterocna, en el contexto de la presente invencién, es
preferentemente una sustancia que inhibe competitivamente la
fijacién de progesterona en su receptor. Para ello, el in-
hibidor del receptor de progesterona se selecciona preferen-
temente de 17a-fluoralquilesteroides, como los que se reve-
lan p. ej. en la W098/34947. Estos l1l7a-fluoralquilestercides

tienen la f6rmula general 1 :

donde

R' es un grupo metilo o etilo,

R? es un radical de la f&6rmula C,FH,, donde n = 2,3,4,5 o 6,
m>1y mo = 2n+l,

R’ es un grupo hidroxi libre, eterificado o esterificado,



R' v R® es, cada uno, un 4tomo de hidrSgeno y juntos son un
enlace adicional o un grupo metilo,

St es un sistema de anillo esteroide ABC de la f6rmula par-

cial A, Bo C
RI

donde

R’ es un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo-C;-C; de cadena
lineal o un grupo alquilo-C,-Cy ramificado o un &tomo de
halégeno,

R’ es un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo-C;-C, de cadena
lineal o un grupo alquilo-C;3;-C, ramificado o

8i St es un sistema de anillo esteroide A o B, R® y R’ jun-
tos, son un enlace adicional,

X es un atomo de oxigeno, un agrupamiento hidroxiimino =
N~OH o dos atomos de hidr6geno,

R® es un radical Y o un radical arilo que puede estar poli-
sustituido con un grupo Y, donde Y es un 4tomo de hidré-
geno, un &tomo de halégeno, un grupo OH, NO;, N;, CN,
NR?R%®, NHSO,R®, CO;R®, C;~Cjo-alcoxi, C;- Cjo-alcanoiloxi,
benzoiloxi-C;-Cip-alcanoilo, C;-Cip-hidroxialquilo o ben-

zolilo,
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y R* y R®® gon iguales o diferentes y representan, al igual
que R?, un &tomo de hidrégeno o un grupo C;-Cypo-alquilo,

y los radicales NR**R®® son también sus sales fisiolégicamen-
te tolerables con &cidos y los radicales CO;R’, donde R® sig-
nifica hidrfgeno, también sus sales fisiolSgicamente tolera-
bles con bases.

Un ejemplo particularmente preferido de tales inhibido-
res del receptor de progesterona es el compuesto 11R-(4-
acetilfenil)-178-hidroxi-17a-(1,1,2,2,2-pentafluoretil) -
estra-4,9-dien-3-ona {(de aqui en adelante, compuesto A). Sin
embargo, también son apropiadas otras antiprogestinas, por
ejemplo onapriston (1183-[p-(dimetilamino)fenil]-17ahidroxi-
17-(3-hidroxipropil) -13a-estra-4,9~dien-3-ona).

El efecto de los inhibidores de receptor de progestero-
na se encuentra especialmente en células tumorales que pre-
sentan una expresién elevada y/o constitutiva del receptor
de progesterona, por ejemplo, la linea de cé&lulas de carci-
noma de mama T47D que tiene receptor de progesterona positi-
vo (Sartorius et al., Cancer Res. 54 (1994), 3668-3877).

Los inhibidores de receptor de progesterona inhiben el
aumento de la expresién de factores de crecimiento inducido
por progesterona, especialmente de aquellos factores que ase
fijan en factores de crecimiento de la familia de receptores

EGF, comoc por ejemple el receptor EGF. Los inhibidores in-
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hiben especialmente la fijacifn de EGF en células de carci-
noma de mama humanas.

De alli que segln la presente invencién, los inhibido-
res del receptor de progesterona puede usarse para la tera-
pia de tumores en mamiferos y preferentemente en humanos,
especialmente para bloquear la progresién de un tumor, par-
ticularmentre de un carcinoma de mama cuyo crecimiento es
esteroide-dependiente a un crecimiento dependiente del fac-
tor de crecimiento. De esta manera puede realizarse un tra-
tamiento efectivo del tumor en el estadio de crecimiento es-
teroide-dependiente,p.ej. con antiestrégenos, sin que el tu-
mor pueda avanzar al estadio dependiente del factor de cre-
cimlento que viene acompafiado de un considerable empeora-
miento del pronéstico para el paciente.También en el estadio
del crecimiento dependiente del factor de crecimiento la ad-
ministracién de los inhibidores del receptor de progesterona
pueden hacer que el crecimiento del tumor sea mis lento.

A los finee de la presente invencién pueden usarse an-
tiestrSgenos no-esteroides, p. ej. tamofixen y nafoxidina,
asl como también raloxifen y EMB00. Los dos Gltimos son re-
presentantes de los denominados SERM (Selective Estrogen Re-
ceptor Modulators). Segin la presente invencidn, también
pueden usarse otros compuestos con el perfil de efecto de
los SERM, p. ej. los compuestos Qque 8e mencionan en la

PCT/EP99/05093 y de entre estos especialmente el compuesto



5-(4-{5-[(RS)-4,4,5,5,5pentafluorpentil)sulfinil]}pentiloxi}
fenil) -6-fenil-8,9~dihidro-7Hbenzociclohepten-2-o0l.

Los ejemplos de estos antiestrdgenocs esteroides com-
prenden aquellos que 8e revelan en la EP 0 348 341A, parti-
cularmente faslodex, Yy aquellos que B8Be revelan en 1la
W098/07740, especialmente 1llR-flGor-7a-{5- [N-metil-N-3-
(4,4,5,5,5 pentafluorpentiltio-propilamino] -pentyl}-estra-
1,3,5(10)trieno-3,17p-diol, o aquellos que se describen en
la W099/33855, particularmente 118-fluor7a-{5-[metil-(7,7,
8,8,9,9,10,10,10-nonafluor-decil) -amino) -pentil}-estra-1,3,
5(10)trien-3,178~diol o derivados farmacéticamente tolera-
bles o andlogos de los mismos. Los inhibidores de aromata-
seina con efecto antiestrégeno como p. ej. aguellos que apa-
recen en las pdginas 7 - 8 de la EP 0 495 825 Bl también
pueden ser usados como antiestrdgenos.

Los inhibidorea de receptor de progesterona pueden ad-
ministrarse seglin métodos habituales, p. ej. en forma local,
tépica, por via subcutanea, enteral o parenteral. Para la
administracién enterale se pueden usar tabletas, grageas,
cépsulas, comprimidos, suspensiones o soluciocnes que se pre-
paran de manera habitual con las sustancias aditivas y vehi-
culos galénicamente conocidos. Para la aplicacién local o
tépica se pueden usar, p. ej. &vulos vaginales y sistemas
transdérmicos como parches cutaneos. La aplicacién subcuta-

nea puede realizarse por inyeccifn con una solucién oleosa.
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Una unidad posolégica puede contener, por ejemplo, 0,1

a 100 mg de compuesto/s activo/s {(inhibitor/es del receptor

de progesterona). La dosis diaria del/de los compuesto/s ac-

tivo/s en el humano es de aproximadamente 0,1 a 400 mg, pre-
ferentemente de aproximadamente 10-100 mg y particularmente
de aproximadamente de 50 wg.

La invencién se explicard a continuacién por medio de
los siguientes ejemplos y figuras:

Figura 1 Muestra el efecto antiproliferativo de sustancias
de ensayc en la linea de células de carcinoma de
mama T47D.

Figura 2 Indica la cantidad de proteina del receptor de
progesterona (PR) y del receptor de estrégeno en
la linea de células de carcinoma de mama T47D.

Figura 3 Describe la actividad de transcripcién del recep-
tor de progesterona en células T47D.

Figura 4 Es un andlisis Scatchard de la fijacién de EGF en
células T47D segiin la presencia de sustancias de
ensayo.

Figura 5 Muestra la fijacién de EGF en células T47D depen-
diente de la presenclia de sustancias de ensayo.
EJEMPLOS

1. Materiales y métodos

Materiales:



Se adquiris !'#°I-EGF (100mCi/mmol) de Amersham Buchler.
El compuesto A, el hidroxitamoxifen (4-OH-Tam), el ZM182780 y
el estradiol fueron sintetizados en el Instituto Quimico de
Medicamentos de Schering AG seglin métodos conocidos.

Lineas de células:

Se usbd la linea de células de carcinoma de mama humana
T47D con receptores de estrSgeno-(ER) y progesterona- (PR)-
positivos (Freake et al., BBRC 101 (1981), 1131-1138).
Estudios de crecimiento:

Las células tumorales se cultivan a 5000 célu-
las/cerdilla en 96 cubetas de cultivo durante 6 dias en me-
dio RPMI + 10 % suero bovino, 200 nM insulina y 0,1 nM es-
tradiol en presencia de los respectivos compuestos indicados
y Bse determind el crecimiento por coloracién con cristal
violeta.

Cantidad de proteina PR y ER:

La determinacién de las cantidades de PR y ER se reali-
z6 en lisados de células utilizando ensayos de fijacién de
esteroide con progestercna o estradiol con marcado radioac-
tivo, seglin el método descripto por Fuhrmann et ei, (Contra-
ception 54 t 1996), 243251).

Fijacién de !¥°I-EGF en cé&lulas tumorales:

Se incubaron células T47D pretratadas con R5020 durante

2 h con 1-EGF a 4°C. La fijacién no especifica fue siempre

de menos del 10 &% de la fijacién total.
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Ensayo de transactivacién:

Células T47D fueron conjugadas transientemente con MTV-
LUC {(Cato et al., EMBO J., 9:2237-40) y cultivadas en ausen-
cia o en presencia de 1 nM R5020. Para comprobar un antago-
nismo intermediado por PR, las cé&lulas T47D conjugadas tran-
sientemente fueron tratadas con R5020 y adicionalmente con
concentraciones crecientes de compuesto A o RU486. Después
de 24 h se realizé un ensayo de luciferasa.

Resultados

La figura 1 muestra el efecto antiproliferativo de di-
ferentes sustanclias de ensayo. Las células T47D fueron cul-
tivadas en presenclia (grisado superior) o en ausencia (gri-
sado inferior) de 0,1 nM E; + concentraciones crecientes de
compuesto A(“), onapriston (v), ZK 191703 (e) o 4-OH-Tam(e).
En las células T47D, el compuesto A propiamente dicho pre-
senta un efecto antiproliferativo significativo, aln en con-
centraciones extremadamente pequefias.

La figura 2 muestra la cantidad de proteina PR y ER en
células T47D.

La figura 3 muestra la actividad tranecripcional de PR
en células T47D, donde las respectivas células se conjugan
transientemente con MTV-LUC y se cultivaron en ausencia (Co)
© en presencia de 1 nM R5020 (a). Para comprobar un antago-

nismo intermediado por PR, las células T47D conjugadas tran-
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sientemente fueron tratadas con 0,1 nM de R5020 y con con-
centracioneas crecientes de compuesto A o RU486 (b).

En la figura 4.8se obaerva un andlisis Scatchard de la
fijacién de '?51-EGF en células T47D. Las células fueron cul-
tivadas durante 48 h en presencia de 20 nM R5020 con o sin
20 nM de compuesto A y a continuacién fueron lavadas. Luego
se determiné la fijacién EGF en un rango de concentraciones
de 0,25 a 150 ng/ml EGF por incubacién durante 2 h a 4°C.
Los insertos muestran la cantidad de ligandos fijados con
respecto al logaritmo de la concentracién libre de ligandos.
Se comprueba que el aumento de la fijacién de EGF provocado
por R5020 (figura del centro) con respecto al control (figu-
ra superior) puede ser bloqueado agregando compuesto A (fi-
gura inferior).

En la figura 5 se aprecia la fijacién de 3°1-EGF en cé-
lulas T47D intactas. Para ello, las células fueron tratadas
durante 48 h con 2 o 20 nM R5020 + compuesto A o cnapriston
o compuesto A solo. También aqul spe aprecia que el compuesto
A bloquea el aumento de la fijacién de EGF en cé&lulas T47D
provocada por R5020. Un efecto parecido, aunque considera-
blemente mis débil, se observd al usar onapriston,.

3. Debate
Los resultados que anteceden demuestran que el creci-

miento de células T47D con contenido elevado o constitutivo

3



de PR, estimulado por estradiol, pudo ser bloqueado efecti-
vamente por medio del compuesto A.

Por medio de ensayos de transactivacién pudo demostrar-
se que el PR de las células era transcripcionalmente activo
Y que pudo ser blogqueado por el compuesto A.

La estimulacién de las células T47D con R5020 produjo
un aumento doble a triple de la expresién del receptor EGF,
que fue bloqueado por el compuesto A. Al mismo tiempo, la
fijacién de EGF en las cé&lulas sufrié6 un aumento doble a
triple y pudo ser impedido por el compuesto A y de manera
menos eficiente por onapriston. La fijacién de EGF aumentada
en células tratadas con R5020 podria ser provocada por una
expresién de receptor EGF aumentada o un aumento de la for-
macién de heterodimeros entre el receptor EGF y erbB2.

Estos resultados demueatran la interaccién entre los
sistemas de sefial de PR y el factor de crecimiento en célu-
las de carcinoma de mama humanas. Mediante el uso de anti-
progestinas es posible inhibir o impedir la progresién de
células tumorales de su crecimiento esteroide-dependiente a

su crecimiento dependiente del factor de crecimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor del receptor de progeste-
rona para preparar un medicamento para inhibir la fijacién
de factores de crecimiento en células tumorales y/o en un
tumor.

2. Uso seglin la reivindicacién 1 CARACTERIZADO
PORQUE, se inhibe la proliferacifn de las células tumorales
o/y del tumor, provocada por factores de crecimiento.

3. Uso segln la reivindicacién 1 o 2, CARACTERIZADO
PORQUE, el inhibidor del receptor de progesterona se selec-

ciona de 17a-fluoralquilesteroides de la férmula general 1

donde

R! es un grupo metilo o etilo,

R’ es un radical de la férmula C,FyH,, donde n = 2,3,4,5 o
6, m> 1 y mtoc = 2n+1,

R?' es un grupo hidroxi libre, eterificado o eaterificado,

R' vy R’ es, cada uno, un &tomo de hidrégeno y juntos son un
enlace adicional o un grupo metilo,

St es un sistema de anillo esteroide ABC de la f6rmula par-

cial A, Bo C



donde

R®* es un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo-C;-C, de cadena
lineal o un grupo alquilo-C3-Cq ramificado o un &atomo de
haldgeno,

R’ es un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo-C,-Cy de cadena
lineal o un grupo alquilo-C,-C, ramificado o

8i St es un sistema de anillo esteroide A o B, R®* y R’ jun-
toa, son un enlace adicional,

X es un dtomo de oxigeno, un agrupamiento hidroxiimino =
N~OH o doe atomos de hidrégeno,

R® es un radical Y o un radical arilo que puede estar poli-
sustituido con un grupo Y, donde Y es un Atomo de hidré-
geno, un ftomo de haldgeno, un grupo OH, NO;, N;, CN,
NR*R%, NHSO;R®, COsR?, C;-Cjpo-alcoxi, C;- Cjo-alcanoiloxi,
benzoiloxi-C;-Cijp-alcanoilo, C;-Cjp-hidroxialquile o ben-
zollo,

Yy R*® y R®® gon iguales o diferentes y representan, al igual

que R?, un &tomo de hidrégeno o un grupo C;-Cio-alquilo,

Yy los radicales NR*R*® son también sus sales fisiolégicamen-

te tolerables con &cidos y los radicales CO;R?, donde R’ sig-



nifica hidrégeno, también son sus sales fisiolbgicamente to-
lerables con bases.

4. Uso seglin la reivindicacién 3, CARACTERIZADO
PORQUE, el inhibidor del receptor de progesterona es el com-
puesto 1l1f- (4-acetilfenil)-178-hidroxi-17a-(1,1,2,2,2-penta-
fluoretil) -estra-4,9-dien-3-ona.

5. Uso segiin las reivindicaciones 1 a 4, CARACTERI-
ZADO PORQUE, las células tumorales presentan expresién ele-
vada o/y constitutiva del receptor de progesterona.

6. Uso seglin una de las reivindicaciones 1 a 5, CA-
RACTERIZADO PORQUE, las células tumorales son células de
carcinoma de mama.

7. Uso segfin una de las reivindicaciones 1 a 6, CA-
RACTERIZADO PORQUE, la fijacién de EGF o/y otros factores
que se fijan en el receptor EGF es inhibida en células tumo-
rales.

8. Uso segiin una de las reivindicaciones 1 a 7, CA-
RACTERIZADO PORQUE, pe inhibe la formacifn de heterodimeros
entre el factor EGF y erbB2.

9. Uso seglin una de las reivindicaciones 1 a 8, pa-
ra tratar tumores.

10. Uso Beglin la reivindicacifn 9, para inhibir la
progresién de un tumor de s8u crecimiento esteroide-
dependiente a su crecimiento dependiente del factor de cre-

cimiento.
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[Ejes de la tabla:]

Crecimiento celular (% de control) = crecimiento celular (%

de control)

Compuesto (M} = compuesto (M)

Figura 1:

Efecto antiproliferativo. Las células T47D crecieron en pre-
sencia (grisado superior) o en ausencia {(grisado inferior)
de 0,1 nM E; + concentraciones crecientes de compuesto A

({c), onapriston (v), ZK 191703 (*) o 4-OH-Tam(uv)
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Figura 2:

Cantidad del receptor de progesterona (PR) y del receptor de
estrégeno (ER}) en cé&lulas T47D. Las cantidades de PR y ER
fueron determinadas en lisados de célulaa, utilizndo ensayos
de fijacién de esteroide con progesterona o estradiol con

marcado radioactivo.
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Figura 3: Actividad transcripcional de PR en cé&lulas T47D
A: Cé&lulas T47D fueron conjugadas transientemente con MTV-

LUC y cultivadas en ausencia o en presencia de 1 nM de

R5020.



B: Para comprobar un antagonismo intermediado por PR, las
células T47D conjugadas transientemente fueron tratadas con

0,1 nM de R5020 y adicionalmente con concentracionee cre-

cientes de compuesto A © RU486.
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Figura 4: Analisis Scatchard de la fijacién de !?°1-EGF en

células TA7D.

Las células fueron cultivadas durante 48 h en presencla de

20 nM R5020 con o sin 50 nM de compuesto A y a continuacién



™ g3

fueron lavadas. Luego Be determind la fijaci6n EGF en un
rango de concentraciones de 0,25 a 150 ng/ml EGF por incuba-
cién durante 2 h a 4°C. Los ingertos muestran la cantidad de
ligandos fijados con reepecto al logaritmo de la concentra-

cién libre de ligandos.
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Figura 5:

Fijacién de '?5I-EGF en células T47D.

Las células fueron pretratadas durante 48 h con 2 o 20 nM
R5020 + compuesto A © conapriaton, o con compuesto A solo.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT International application No. PCT/EPQ1/12004

L DBasls of the report

1. With regard to the alaments of the intemnational application (Replacernent sheats which have been Runished to
the receiving Office in response to an invitation under Articie 14 are referred to in this report as “originally fled”
and ame not annaxed to thia report since they do nof contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)):

Description, pages:
1-12 ag originally flled
Claima, No.:
1-10 as originally flled-
" Drawinge, sheete: o - -
1/5-5/5 as originally filed

2. With regand to the language,-all tha elements marked above wers available or furnished to this Auﬂmrlly inthe
—---~ -language in which the intemational application was filed, uniess oihmnn mmod under this item, __

Th-u ohmanl:i mm avallable or fumuhod to ﬂ‘m Authority In the lollowlng Ianguaga whichis: -

‘- -.—'—.— L ST S R e —

s s .- = ECVC L T

] the language of a transiation fumished for the purposas of the intsmatione narch (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the Intemational application (under Rule 48.3(b)).

0 the language of a transiation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under Rule
55.2 and/or. 55.3). - .

3. With regard to any nuolsotide and/or amine aold sequence disciossd in the intemational application, the
international preliminary axamination was carrled out on the basls of the sequence listing:

O contained in tha intemational application in written form.

filed togather with the international application in computer readable form.
fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Autharity in computer readable form. e

The siatement that the subsaquently furnished written sequsncs listing doas not go beyond the disciosure In
the intemational application as filed has been fumighed.

The slatemant that the information recorded In computer readable form Is identical to the written sequence
listing has been fumished.

O Ooooan

4. The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages:
O the cialms, Nos.:

Form PCTAPEA/4OS (Boxes 1-VIIL. Sheet 1) (July 1098) - <,
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATI N REPORT international application No. PCT/EP01/12004

O the drawings, sheeta:

5. {1 This report has been established as it (some of) the amendmanta had not been made, aince they have baan
considered to go beyond the disciocaure es flled (Rule 70.2(c)):

(Any replacement sheat conlgining such amendments must be referrad to under item 1 and annexed 1o this
report.}

8. Additivhal olservations, if necessary: : --

I uon-emhlmnt of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial lpplle;blllty" ‘

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an lwanﬂvo step (to be non-
abvioua), or to be industrially applicable have not bean examined in reapeot of:

O the entire imtemational application.

B claims Nos. 1-10 partially.

baoause:

- 1. -the.sald Intemnational application, or the sald claime Nos._relate-fo. the follpwing subject matier which does
. ot require an intemationel preliminery sxamination (spacihy):

P - ) s e Tt -
.= - - pm el . s

] the description, claima or drawinge {indicate particuiar elements below) or said claims Nos. are so unciear
that ne maeaningful opinion could be formed (speciy):

O the clalms, or sald claims Noe. are so Inadequatsly supported by the deacription that no meaningful opinion
could be formed.

B no intemational ssarch report haa basn astablished for the said claima Nos. 1-10.

2. A meaningful iIntemational preliminary examination cannot be carriad out due to the fallurs of the nuclectide
and/or amino acld sequence listing to comply with the standard provided for in Annax C of the Adminlstrative
Inltruclbnl

O tha written form has not been fumnished or does not comply with the standard.
[3 the computer readable form has not baen fumishad or does not comply with the standard.

V. Reasoned statement under Artlole 35(2) with regard to novelly, Inventive step or industrial applicability;
cltationa and explanations supporting such statement

1. Statement

Novalty (N) Yes: Claima -

Form PCTAIPFEA4QD (Soxes 1-Vill, Sheet 2) (July 1908)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No. PCT/EP01/12004
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Re item Uil
N n-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and

industrial applicabliity

in the present applcation, the Intemational Searching Authority has restricted the
search following objections under Articles 5 and 6 PCT.

The International Preliminar Examination Authority fully agrees wlth these objactlona
and will limit the Intemational Preliminary Examination accordingly.

Reftem Y

-Aeaéoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to riovelty, inventive step

-or industrial applicabliity; citations and explanations supporting such-statement

1. The following documents (D) are referred to In this communication; the numbering

will be adhered to in the rest of the procedure:

D1: WO 98 34947 A (SCHERING AG) 13 August 1998 (1998-08-13) clted in the
application

D2: WO 00/46234 A1 T SRR

2. F r the assassment of the prasent claims 1-10 on the-question whether they are -

industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting Statas. The

patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for

example, doas not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to

the use of a compound In medical treatment, but may allow, however, claims to a

known compound for first use in madical treatment and the use of such a compound for

the manufacture of a medicament for & new medical treatment.

3. The document D1 discloses the use of 17 alpha fluoro alky! staroids such as
claimed, and in particular the preferred compound of claim 4, in the therapy for the
treatment of hormone dependent tumours (see D1: claim 25, page 27, line 2; page 8,-
paragraph 5- page 8, paragraph 2). They show a atrong antiturnour actlvity in models of
human breast cell lines in vitro and in vivo (breast tumours in mice and rats).

Document D2 discloses progesterone antagonists as being useful in the treatment of
hormone dependent cancers such as ovarian, breast cancer (see D2; page 1,
paragraph 1; page 6, lines 1-10).

The Applicant's attention is drawn to the fact that the mere explanation of an effect

Form PCT/Separaie Sheet/400 (Shest 1) (EPO-April 1897)
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EXAMINAT! _N REPORT - SEPARATE SHEET

obtained when using a compound in a known process, even If the explanation relates to
a pharmaceutical effect which waa not known for that compound, ocannot confer novelty
to said process. In the present case, the newly discovered technical effect of Inhibiting
the binding of the growth factors to tumor cells does not confer novelty on the claims
directed to the use of a known progesterona inhibitor, in particular corresponding to
formula | for a known purpoee (treatment of tumors). No novelty exists, if the claim is
directed to the use of a known compound for a known purposé, even if a newly )
discovered technical effect (the inhibition of the binding of the growth factors to tumor
calls ) underlylng said known use Is Indlcated in that clalm (seo decision T892/04;
T254/93). : o - e .

" Fhe éubjéct-maitter of claims 1-10, as far as the treatment.of tumor.laponcernod Is
therefore not new as it is anticipated by the content of document D1 {Article 33(2)
PCT).
Moreover, the subject-matter of claime 1-2,5-10 is not new over D2 (Article 33(2) PCT).

4. Claims 1-10, being not novel, are also not inventive,

Form PCT/Gepanate Sheoat/s0D (Shest 2) (EPO-Aprl 1697) . .
GESAMT SEITEN @7
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Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes

Informe de Examen Preliminar Internacional

Artficulo PCT 36 y Regla 70)

Referencia del solicitante o agente: 51861AWOM1XX

Para accién futura: Véase la Notificacién de Comunicacién del

Informe de Examen Preliminar Internacional (Formulario

PCT/IPEA/416)

Solicitud Internacional No. PCT/EP01/12004

Fecha de presentacién internacional: 17/10/2001

Fecha de Prioridad: 18/10/2000

Clasificaciébn Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién

nacional e IPC: A61K31/56

Solicitante: Schering Aktiengesellschaft y otros

1. Este Informe de Examen Preliminar Internacional ha sido
preparado por esta Autoridad de Examen Preliminar
Internacional y es comunicado al solicitante de acuerdo con el
Articulo 36.

2. Este Informe consiste de un total de 5 hojas, incluyendo esta
caritula

A este informe también se 1le acompafian anexos, p.ej. hojas

conteniendo la descripcién, reivindicaciones y/o dibujos que han

sido corregidos y que son la base para este informe y/o hojas gque

contienen rectificaciones hechas ante esta Autoridad (véase Regla
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70.16 y Seccién 607 de las Inatrucciones Administrativas bajo el

PCT) .

Estos anexos comprenden un total de hojas.

3..Este informe contiene indicaciones en relacién con los
siguientes items:

I (X) Base del informe

II Prioridad

ITI (X) No-emisién de opinién en relacién con la novedad, altura

inventiva y aplicabilidad industrial

IV falta de unidad inventiva

V (X) Declaracién razonada bajo el Articulo 35(2) en relacién con

la novedad, altura inventiva o aplicabilidad industrial; citas y

explicaciones que soportan tal declaracién

VI Ciertos documentos citados

VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

VIITI Ciertas observaciones c¢on respecto a 1la solicitud

internacional.

Fecha de comunicacién de la solicitud: 03/04/2002

Fecha de terminacién de este informe: 24.02.2003

Informe de Examen preliminar Internacional

Solicitud intermacional No. PCT/EP01/12004

I. Base del Informe

1. Con respecto a los elementos de la solicitud internacional

(hojas de reemplazo que han sido provistas a la oficina receptora
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en respuesta a una invitacién bajo Articulo 14.son mencionadas en
este informe como “originalmente presentadas” y no esté&n anexadas
a este informe ya que no contienen modificaciones (Reglas 70.16 y
70.17))

Descripcidén, hojas

1-12 como originalmente presentadas

Reivindicacién, No.

1-10 como originalmente presentadas

Dibujos, hojas

1/5-5/5 como originalmente presentadas

2. Con respecto al idioma, todos los elementos indicados més
arriba estaban disponibles o fueron provistos a esta Autoridad en
el idioma en el cual fue presentada la solicitud internacional, a
menos que esté indicado bajo este item.

Estos elementos estaban disponibles o fueron provietoe a esta
Autoridad en el siguiente idioma: , que es:

El idioma de una traduccién provista a los fines de la blsqueda
internacional (bajo Regla 23.1(b)).

El idioma de la publicacién de la solicitud internmacional (bajo
Regla 48.3(b)).

El idioma de una traduccidédn provista a los fines del examen
preliminar internacional (bajo Regla 55.2 y/o 55.3).

3. Con respecto a cualquier nucleétido y/o sBecuencia de

aminodcidos divulgada en la solicitud internacional, el examen
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preliminar internacional fue llevado a cabo sobre la base de los
listados de secuencias:

Contenido en forma escrita en la solicitud internacional
Presentado junto con la solicitud internacional en una forma
leible por computadora

Provista subsecuentemente a esta Autoridad en forma escrita
Provista subsecuentemente a esta Autoridad en una forma leible
por computadora

La declaracién de que el 1listado de secuencias provieto
subsecuentemente no va mis alld de lo divulgado en la solicitud
internacional tal como fuera presentada

La declaracién de que ha sido provista la informacién grabada en
forma leible por computadora es idéntica al listado de secuencias
escrito

4. Las correcciones han dado como resultado la cancelacién de

la descripcibn, péginas:

las reivindicaciones, Nrs.:

los dibujos, hojas:

5. Este informe fue emitido como si (alqunas de) las correcciones
no hubieran sido hechas, porque han sido consideradas como gque
van mds allid de la divulgacién tal cual fue presentada (Regla

70.29):
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{Cualquier hoja de reemplazo que contenga este tipo de
correcciones debe ser mencionada bajo el ftem 1 y anexada a este
informe.
6. Observaciones adicionales, de ser necesario:
III. No-emisién de opinién con respecto a la novedad, altura
inventiva y aplicacién industrial
1. La pregunta si la invencién reivindicada presenta novedad,
tener altura inventiva (ser no-obvia), o tener aplicacién
industrial no han sido examinada con respecto a toda la solicitud
{x}) las reivindicaciones 1-10 parcialmente
porque

la mencionada solicitud internacional, o© 1las mencionadas
reivindicacién No. se refieren al siguiente objeto inventivo que
no requiere un examen preliminar internacional (especificar):

la descripcifn, reivindicaciones o dibujos (indicar elementos
particulares mdés abajo) o las mencionadas reivindicaciones No.
son tan poco claras gue no se pudo formar una opinién que tenga
sentido (especificar):

las reivindicaciones o las mencionadas reivindicaciones No.
estdn inadecuadamente avaladas por la descripcién que no se pudo
formar una opinién que tenga sentido
(X) no se realiz6 el informe de blisqueda internacional para las

mencionadaes reivindicaciones No. 1-10.
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2. Un examen preliminar internacional que tenga sentido no puede
ser llevado a cabo debido a que la lista de nuclebtidos y/o
secuencias de aminoicidos no cumple con el esténdar provisto por
el Anexo C de las instrucciones administrativas:

el formulario escrito no fue aportado o no est& de acuerdo con
el esténdar

el formulario leible por computadora no ha sido aportado o no

esti de acuerdo con el estindar

V. Declaracién razonada bajo Articulo 35(2) con respecto a
novedad, altura inventiva y aplicacién industrial, citas vy
explicaciones que avalen dicha declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) 8i: Relvindicaciones -
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Informe de Examen Preliminar Internacional

Hoja separada

Solicitud internacional No. PCT/EP01/12004

En relacién con el item III

No emisién de la opinién con respecto a la novedad, altura

inventiva y aplicacién industrial

En la presente solicitud, la Autoridad de Bfisqueda Internacional

ha restringido la blisqueda de acuerdo con las objeciones bajo

Articulos 5§ y 6 PCT.

La Autoridad de Examen Preliminar Internacional est& en un todo

de acuerdo con estas objeciones y limitar& el Examen Preliminar

Internacional en consecuencia.

En relacién con el item V

Declaracién razonada bajo Regla 66.2(a) (ii) con respecto a la

novedad, altura inventiva o aplicacién industrial: citas y

explicaciones que avalen dicha declaracién.

1. Se hace referencia a los siguientes documentos (D) en esta
comunicacién; la numeracién serd mantenida hasta el final del
procedimiento:

Dl: WO 98 34947 A (Schering AG) 13 de agosto de 1998 (1998-08-13)

citada en la solicitud

D2: WO 00/46234 Al

2, Para determinar en las presentes reivindicaciones 1-10 la

cuestién de s8i tienen aplicacién industrial, no existe un



5 id

criterio unificado entre los Estados miembros del PCT. ILa
patentabilidad también puede depender de la formulacién de las
reivindicaciones. La Oficina Europea de Patentes, p.ej. no
reconoce como industrialmente aplicable el objeto inventivo de
" reivindicaciones referidas al uso de un compuesto en un
tratamiento médico, pero puede aceptar, 8in embargo,
reivindicacionee referidas a un compuesto conocido para el primer
usoc en un tratamiento médico y el uso de tal compuesto para la
elaboracién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.
3. El documento D1 describe el uso de esterocides 17 alfa
fluorocalquilo tales como son reivindicados y en particular, el
compuesto preferido de la reivindicacién 4, en la terapia para el
tratamiento de tumores hormona-dependientes (ver Dl:
reivindicacién 25, paAgina 27, linea 2, plgina 8, paArrafo S-pégina
9, péarrafo 2). Muestran una actividad antitumoral fuerte en
modelos de lineas de células de mamas humanas in vitro e in vivo
(tumores de mama en ratones y ratas).

El documento D2 describe antagonistas de progesterona como iitiles
en el tratamiento de cinceres hormona-dependientes tales como
céncer de ovario, de mama (ver D2, pigina 1, pArrafo 1, p&gina 6,
lineas 1-10).

Se llama la atencién al solicitante sobre el hecho de que la mera
explicacién de un efecto obtenido al usar un compuesto en un

procedimiento conocido, alin ei la explicacién se refiere a un
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efecto farmacéutico que no era conocido para ese compuesto, no
puede conferir novedad a dicho procedimiento. En el presente
caso, los lGltimamente efectos técnicos descubiertos para inhibir
la dependencia de 1los factores de crecimiento de células
tumorales no le confieren novedad a las reivindicaciones
dirigidas al uso de un inhibidor de progesterona conocido,
correspondiendo en particular a la f6rmula I para un propésito
conocido (tratamiento de tumores). No existe novedad si 1la
reivindicacién estd dirigida al uso de un compuesto conocido para
un propdeito conocido, atn 8i un efecto técnico recientemente
descubierto (la inhibicién de la dependencia o los factores de
crecimiento de células tumorales) subyacente a dicho uso conocido
es indicado en esa reivindicacién (ver decisién T 892/94;
T254/93) .

El objeto inventivo de las reivindicaciones 1-10, en cuanto se
refiere al tratamiento de tumores, por lo tanto no es nuevo
debido a que estd anticipado por el contenido del documento D1
(Articulo 33(2) PCT).

Ademés, el objeto inventivo de las reivindicaciones 1-2, 5-10 no
es nuevo por D2 (Axrticulo 33(2) PCT).

4. Lae reivindicaciones 1-10, al no ser nuevas, tampoco tienen

altura inventiva.
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PATENT COOPERATION TREATY r g
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIFICATION OF RECEIPT OF

RECORD COPY SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
) Millerstr. 178

(PCT Rule 24.2(a)) 13353 Berlin
¢ - ALLEMAGNE

on/,;""‘

AL

Dete of mailing (day/momh/year)
18 January 2002 (18.01.02) IMPORTANT NOTIFICATION

Applicant's or agent’s file reference intemnational application No.
51861AWOMIXX 90 4 D PCT/EP01/12004

The spplicant is heraby notified that the Intarnational Bureau has received the record copy of the intermational application as
detailed below.
Namae(s) of the applicant({s) and State(s) for which they are applicants:

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT (for all designated States except US)

LICHTNER, Rosemarie et al (for US)

Iternatianal filing date : 17 October 2001 {17.10.01)

Priority dete{s) claimed : 18 October 2000 {18.10.00)
18 O=tober 2000 (18.10.00)

Date of ipt of record

by the Inrt.:::ion:‘ll.numu il : 14 January 2002 (14.01.02)

List of designated Offices :

AP :GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ UG, ZW

EA :AM,AZBY,KG.KZMD,RU,TJ, TM

EP :AT,BE,CH,CY,DE,DK,ES, FI,FR,GB,GR,IEIT,LU,MC,NL,PT,SE, TR

OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG

National ;AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DK,DM,DZ,EC,
EE.ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS JP KE KG,KP,KR,KZ LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,
MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NO,NZ,PH,PL,PT,RO,RU,SD,SE,SG,S|,SK,SL,TJ,TM, TR, TT,TZ,UA,
UG,US,UZ,VN,YU,ZA ZW

The Internationsl Bureau of WIPO Authorized offlcer:
34, chemin des Colormbettes Céline Faust —
1211 Geneva 20, Switzeriand L,
Facsimlle No. {41-22) 740.14.36 Telephone No. (41-22) 338.83.38

Form PCTAR/301 {April 2000) 004580723

-
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Continuation of Form PCT/1B/301
NOTIFAICATION OF RECEIPT OF RECORD COPY

Date of maiing (day/momnth/year)

18 January 2002 (18.01.02) IMPORTANT NOTIFICATION
Applicant’s or agent’s file reference international application No.

51861AWOM1XX PCT/EP01/12004
ATTENTION

The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between thess data
and the indications In the international application, the applicant should immediately inform the International Bursau.

In addition, the applicant’s attantion Is drawn to the information contained in the Annex, ralating to:
[X] time timits for entry into the national phase
EI confirmation of precautionary deslgnations
E requireaments regarding priority documenta

A copy of this Notification is being sent to the receiving Offios and to the International Searching Authority.

Form PCTAR/301 {continuation sheet) (April 2000) .t 004580723
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PCT/EPD1/12004
PATENT COOPERATION TREATY Ve
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT Toa:
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
Miillerstr. 178
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 13353 Berlin - -~ - .- - e,
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL ALLEMAGNE .
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES
{PCT Rule 47.1(c), first sentence) 4
Dote of mailing (dey/monthiysar) 0 B |
28 April 2002 (25.04.02) L
.- .J..Applicant’s or sgent’s file.refsrence - R _ . .7 -
51861AWOMIXX 00 +7 IMPORTANT NOTICE
international spplication No. International filing date (day/menth/year) |Priority date {day/monthivear)
PCT/EPD1/12004 17 October 2001 {17.10.01) 18 October 2000 (18.10.00)

.' Applicant
- -SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al

1. Notice Ia hereby given that ths International Bureau has commumicated, as provided in Article 20, the internationsl application
to the following designated Offices on the date indicated sbave as the date of mailing of this notioe:

KP,KR,US i . .o
In accordanos with Ruis 47.7{c), third sentenos, those Offices will acoept the present notice as conclusive evidence that
. the.communicatian of the international application has duly taksn place-on the date of-mailing indicited aboverand no copy-
of the international application is required to bs furnished by ths applicant to the designated Office{s).
2.. The following designated Offices have waived the requirament for.such a communication at this time:

4. ...AEAGALAMAPAT,AUAZ BA,BB,BG,BR,BY,BZ.CA,CH CN,CO,CR,CU,CZ,0K,DM,DZ EAECEE, -- - .-

=T EP,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS JPKE XG,KZ,LC LK LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,
s =mwAaser MG,MKMN,MWMX,MZ,NO;NZ,0A,PH;PL,PT,RO,RU,SD, SE;SGFSISK, SL, T, TM TR FETZL WA UG, | ——

The communication will be made to those Officas only upon thair request. Furthermore, those Oifices do not require the
applicant to furnish a copy of the imemational application (Rule 49.1{a-bis)).

3. Enclosed with this natice is a copy of the intemational ppplication as published by the International Bureav on
25 April 2002 ﬂﬁ.ﬂyl under No. WO 02/32428 /

4. TIME LIMITS for fifing a demand for international preliminary examination and for entry into national phase

. The applicable time limit for entering the national phase will, subject to what is said in the foflowing parsgraph be 30 MONTHS
fram the priority dats, not only in respect of any elected Office if a demand for Internationsl preliminary axamination is filed

before the expiration of 18 months from the prlority date, but also in respect of any designated Office, in the sbsance of

filing of such demand, whers Articie22{1) as modified with sffect from 1 April 2002 applies in respect of the designated Office.

For or details, see PCT Gazette No.44/2001 of 1 November 2001, pages 19928, 18832 and 18834, 38 well'as the' PCT News-

latter, October and November 2001 and February 2002 issues.

In practice, time imits other than the 30-month time Emit will continue to apply, for various periods of time, in respect of q'mi"ﬂ
designated or slacted Offices. For regular updates on the sppiicable time Emits (20,21,30 or 31 months , or other time limit).
Oifiae by Office, refer to the PCT Gazette, the PCT Newslatter and the PCT Applicant's Gulde, Voluma IL Nationai Chapters, all
avaliable from WIPO's intemnst site, at hitp:/Avww.wipo.int/pet/en/index.html

For filing a demand for Intenational preliminary examination, see the PCT Applicant’s Guide, Volume /A, Chapter IX. Only an
an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter Il has the right to file 8 demand
for international preliminary examination (at present, all PCT Contracting Stetes are bound by Chapter IL.}

it is the applicant’s sole responsibility to monitor all these limits.

The International Buraau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes J. Zahra
1211 Geneva 20, Switzerland
Facsimile No. (41-22) 740.14,36 Talaphone No. (41-22) 338.91.11
4707005

Form PCTAB/308 {April 2002)
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From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To
NOTIAICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT. .._. -
OF PRIORITY DOCUMENT Mutierstr. 178 ' : - L
, 13353 Berlin : !
PCT Admini jons, i H
( ministrative Instructions, Section 411) ALLEMAGNE % i g e
. [ R R ) :
Date of meiling {day/month/year) Od: ‘K L ST ,
27 March 2002 (27.03.02) M. B
Applicant's or agent’s file refsrence ) T it
51861AWOM1XX00 +P IMPORTANT NOTIFICATION -
intsmnational.application No. Internations! filing date (dlvh_nomme:y
.. -PCT/EPO1/12004 « e e . 17 October 2001 (17.10.01)"_ -
.International publication date (day/month/year) « . | Priority date (day/monthlyear) -—:.. _-
. Not yet published 18 October 2000 {18.10.00)
Applicant )
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et gl
- | 41--- The:applicant is hereby natified of the tate.of recsipt (except wheye the letters 'NR', appear.in the right-hand column) by the ]
international Buresu of the priority document(s) ruigting 1o the eariler application{s) indkated belw. Unless oilisrwise =
indieated by an asterisk appsaring next to a date of receipt, or by the letters "NR", In the right-hand column, the priority
" dodiiment conosrned was submitted or transmittadto the International Bureau.In complianca with-Rule 17.1{s) or (b). - -
=T E - inigupdstes sid-fpiaces dry. praviously Iusd TOtHIE TGN donbermirig SubmisTaR oF irismittal of prierity documems:* - = |— " -
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or transmittad to the Imternational Bureau but nat In compliancs with Rule 17.1(a) or {b). In such a casa, the sttention

of the applicant is direciad to Rule 17.1(c) which pravides that no designated Offios may disregard the priority claim
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document
within a time limit which Is reasonable under the circumatanoes.

4. The loiters "NE" appearing In the right-hand column denote a priority document which was not recelved by the International
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepéie and tranamit to the International Bureau,
as provided by Rule 17.1(a) or (b}, respectively. in such a case, the sttantion of the applicant is directed to Rule 17.1{0) which
provides that no designated Office may disregand the priarity claim concernad before giving the applicant an opportunity.,
upon entry into the netional phase, to fumish the priority document within a time limit which is reasonsbie under the

circumstances.

PCT ving Offi ¢ priagity d
18 Octo 2000 (18.10.00) 100 51 609.2 DE 04 Febr 2002 {04.02.02)
18 Octo 2000 (18.10.00) 60/241,010 uUs 19 Marc 2002 (19.03.02)

Thel sonal o WIPO Authorized offiosr -
34, chomin des Colombettes Somsak THIPHRAKESONE
1211 Geneva 20, Switzeriand .
Facsimile No. (41-22) 740.14.35 Telephone No. {41-22) 338.83.38 )

Form FCTAB/304 (July 1896) " ¥ 004748804
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PATENT COOPERATION TREATY

Fram the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PCT

To:

i
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Millerstrasse 178 , Q/ QﬂB WRITTEN OPINION
D-13353 Be::l:l.n= . i (PCT Rue 66)
s 2'? 42 e
,u_’pg ALOA. @_P " il { Dumte of malling
- (day/month/ymar) 2771172002
Applicant’s or agent’s file reference REPLY DUE .
51861AWOM1XXO00+P wakin 1490, mocthaldeys
International spplication No. International filing date (day/month/yaar) Priority date {d!y[mml\[y;IrT
PCT/EP 01/ 12004 17/10/2001 1 18/10/2000
International Patent Classification (IPC) or both nationsl clamification and IPC
A61K31/56
Applicanty

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

1. This written opinican is the first drawn up by this Imernational Preliminary Exsmining Authority.
2. ‘This opinion contains indications relating to the following iteme:
1 [X] Basis of the opinion
n [ Priority
m [X] Non:estahlishment of opinion with regard to novelty, inventive sep and industrisl applicabilicy

v |:| Lack of unity of invention

v Reagoned statement under Rule 66.2 with lul to novelty, inventive or industrial icability;
m citations and explanstions supparting (ll)lul e o weP “Pplicantcy:
Vi D Cer!"aln documents cited

vt [] Certiin defects In the international spplication

Vil [T] Certain observations on the imernational spplication
3. The applicant is hereby imvited to reply to this opinion.

‘When? sglhthlelﬁmtudnudahwe The applicant may, before the expiration of that time limit, request this Autharity

10 graft an extension, see Rule 662(d).

How? By submitting a written reply, accompanied, where sppropriate, by amendments, according to Rule 663.
Fwﬂulfmnidnlmlpd'dnmmdmu.mnuluﬁ.lmduo

Alm For lnd‘lmmll nmltyl.ombml amendments, see Rule 66.4.
Fcr c1Eminer’s ion 10 consider lmulirr-nu and/or lrgumentl. mee Rule 66.4bis,
informal communication with the examiner, see Rule 66

i v
¥roreply b ﬁld. the international preliminary examination report will be established on the bssis of this opinion.

4. The final date I:thl:h the international preliminary

examination report must be established according to Rule 69.2 js: 18/112/2003
Fr:l;mn and mailing -itlrell of the [PEA/ Authorized officer
— Er’ﬁ;ngm Office, N.B. SIIIIdPan.-nllun 1 Examiner
l\ﬂll - Nether|ands e
_@) Tel.: (+31-70) 340-2040 E;m::?ﬁ:‘ﬁ:rum limits)
= { +31-70) 340- .
Fax: ( +31-70) 340-2016 Tel. (+49-89) 2399 2828

Form PCT/IPEA/A08 (cover sheet) (march 2002)
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WRITTEN OPINION international application NoPCT/EP 01/ 12004
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The basis of this written opinion is the application as originally filed.

li. Non-eatablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicability

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or to be industrially applicable has not been and will not be 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 66.1(e) PCT; see also international search report).

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)il) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability

1. Tothe extent that the intemational preliminary examination has been carried out (see item
lil above), the following is pointed out:

2. Inlight of the documents cited in the international 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 invoive an inventive step (see international
search report, in particular the documents cited X and/or Y and corresponding claim references).

3. |t amendments are filed, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as
originally filed {Article 34 (2) (b) PCT) otherwise these amendments may not be taken
into consideration for the establishment of the intemational preliminary examination report.
The attention of the applicant is drawn to the fact that if the application contains
an unnecessary piurality of independent claims, no examination of any of the claims will be
carried out.

NB: Should the applicant decide to request detailed substantive examination, then an
intemational preliminary examination report will normally be established directly.
Excaptionally the examiner may draw up a second written opinion, shoukl this be explicitly
requested.

Form PCT/40BAE2 (EPO-03-2002) P20725



Tratado de Cooperacifn en Materia de Patentes
De la Autoridad de Examen Preliminar Intermacional
Fecha de envio: 27/11/2002
Referencia del solicitante o agente: 51861AWOM1XX00+P
Plazo para responder: dentro de 1 mes desde la fecha de envio
mencionada.
Solicitud Internacional No. PCT/EP 01/12004
Fecha de presentacién internacional: 17/10/2001
Fecha de Prioridad: 18/10/2000
Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién
nacional e IPC: A61K31/56
Solicitante: Schering Aktiengesellschaft
1. Esta opinibén eacrita es la primera emitida por esta Autoridad de
Examen Preliminar Intermacional
2. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los
siguientes puntos:
I (X) Base de la opinion
IT Prioridad
III (X) No emipién de opinién con respecto a la novedad,
altura inventiva y aplicacién industrial
Iv Falta de unidad inventiva
VvV (X) Declaracién razonada bajo Regla 66.2 (a)({ii) con

respecto a novedad, altuva inventiva o© aplicacién
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industrial; citas vy explicaciones que apoyan tal

declaracién.

VI Ciertos documentos citados

VII Ciertos defectos de la solicitud internacional

VIII Ciertas observaciones con respecto a la solicitud
internacional

3. Se invita por la presente al solicitante a responder a esta

opinién.

Cuédndo? Vease el limite de tiempo indicado mé&s arriba. El
solicitante puede, antes del vencimiento del limite de
tiempo, solicitar una extensién a esta Autoridad (ver
Regla 66.2(d).

Como? Enviando una contestacién escrita, acompafiada por
correcciones, 8i fuera apropiado, de acuerdo con la Regla
66.3. Para la forma y el idioma de las correcciones, ver
reglas 66.8 y 66.9.

También Para una oportunidad adicional de presentar correcciones,

ver Regla 66.4. Para la obligacién del examinador de
tomar en consideracién correcciones y/o arqumentos, ver
Regla 666.4bis. Para una comunicacién informal con el

examinador, ver Regla 66.6.

Si no se presenta una contestacién, el informe de examen preliminar

internacional serd establecido sobre la base de esta opinién.
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4. La fecha final en que el informe de examen preliminar
internacional debe ser establecido, de acuerdo con la Regla
69.2, es: 18/02/2003

OPINION ESCRITA

I. Base de la opinién

Esta opinién escrita se basa en la solicitud como fue presentada

originalmente

III. No-emisién de opinién en relacién con novedad, altura
inventiva y aplicacién industrial

La pregunta de si la invencién reivindicada presenta novedad,

altura inventiva o es industrialmente aplicable no ha wsido y no

ser@ objeto del examen preliminar intermacional con respecto a las

reivindicaciones que afin no han sido sometidas a la bilsqueda

(Articulo 17(2)(a)o (3) y Regla 66.1(e) PCT: véase también el

informe de blGsqueda internacional.

V. Declaracién razonada seglin Regla 66.2(a) (ii) con respecto a

novedad, altura inventiva o aplicacién industrial

1. Hasta el punto en que el examen preliminar internacional ha

sido llevado a cabo (véase item III mis arriba), se puntualiza lo

siguiente:

2. En vista de los documentos citados en el informe de biisqueda

internacional, se considera que la invencién, como es definida en

al menos algunas de las reivindicaciones, que han sido objeto de

un informe de blisqueda internacional, no parece alcanzar el
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criterio mencionado en el Articulo 33(1)PCT, es decir que no
parece ser nueva y/o tener altura inventiva (ver el informe de
blsqueda internacional, en particular los documentos citados con
“X* vy/fo "Y* y las correspondientes referencias a las
reivindicaciones.

3. Si se presentan correcciones, el solicitante deberia
cumplimentar los requisitos de la Regla 66.8PCT e indicar los
fundamentos de lae correcciones de los documentos de la solicitud
como fue presentada originalmente (Articulo 34 (2) (b) PCT) de
otro modo estas correcciones pueden no ser tenidas en cuenta para
el establecimiento del informe de examen preliminar
internacional. Se llama la atencién del solicitante sobre el
hecho de que si la solicitud contiene una pluralidad innecesaria
de reivindicaciones independientes, no se llevard a cabo el
examen de ninguna de estas reivindicaciones.

Nota: Si el solicitante decidiera peticionar un examen de fondo
detallado, entonces normalmente se establecerd directamente un
informe de examen preliminar internacional. Excepcionalmente el
examinador puede emitir una segunda opinién escrita, 8i esto

fuera solicitado explfcitamente.
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" ANl el B WUyl EEI IF U S SN w Ay nammt DR & Patent @
o 21 Fab. 2003 w
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY - 12 4
To: 1
SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
g_‘:’;’;‘;’;":‘;n NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
ALLEMAGNE THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT
{PCT Rule 71.1)
Daty of malling
(dmyimonifyyosr) 24.02:2003
Applicant's or sgent's fis refarence ) T -
51881AWOM1XX00+P ; !IFCHTAN'I' NOTIRCATION
‘| ntsmational appiication No. / Intemational fling date (dayimontivysar) -| Priorty dale (daymonthyear)
PCT/EPQ1/12004 1771002001 _ 18/10/2000 _
Appilant .

| SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

- L The appllcnnt Ia hareby notified that this Intemational Preliminary Examining Authority tranamits herewith the
- lmemalbnll preliminary oxamlnmn report and its annexes, If any, established on the Inhmatlonil appiication.

2. A copy of the repon md e anncxn, if any. is balng tranamltlod to the International Bureau for Mmunlmtlon
to all the elected Offices. —

-~ = =) = e

"~ | 3., Where required by-any of the elected Offices, iha intemational-Bureau will prepare an English mmnhhon of the |
report (but not of any annexes) and wiil ranamit such tranalation ta those Offices.

4. AEMINDER

" ‘The applicant must enter the national phass before each electad Office by psrfoming certain acts (filing
transiations and paying national feea) within 30 months from the priority date (or later in some Offices) (Article
36(1)) (see also tha reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTAB/301).

Where a transiation of the interational application must be fumnished to an alacted Office, that transiation must
contaln & transiation of any annexes to the International preliminary examination report. It is the applicant's
responaibility to prapare and fumish such transiation directly to each elected Office concemex.

- For further detalls on the applicable time limits and requirernents of the elaated Offices, see Volume |l of the
PCT Applicant's Guide.

For the purpose of deciding whether tha claimed invention is patentable or not, the slected Offices may apply
criteria additional to or different from the criterie on which the intemational preliminary axamination report is
based (ase Articles 27(5), 33(6)). Additional criterla may include e.g. exemptions from patentability and the
requirements of enabling disclosure and of clarity and support of claims.

Name and rmalling agdness of he IPEA/

—_ Ewopean Patant Ofice - P.B. 5818 Palantiaan 2 Card
Q NL-2250 HV Rijewlk - Pays Bas onas, C
Tel, +31 70 340 < 2040 Toc 31 851 gpo ¥
- Fax: +31 70 340 - 9016 Tal.+31 70 340-3370

Form PCTAPEAX18 (July 1992)
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Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes

De la Autoridad de Examen Preliminar Internacional

A Schering Aktiengesellechaft

Notificacién de comunicacién del informe de Examen Preliminar

Internacional (Regla PCT 71.1)

Fecha de envio postal: 24/02/2003

Referencia del sclicitante o agente: 51861AWOMLXX

Notificacién Importante

Solicitud Internacional No. PCT/EP01/12004

Fecha de presentacién intermacional: 17/10/2001

Fecha de Prioridad: 18/10/2000

Solicitante: Schering Aktiengesellschaft

1.

Por la presente el solicitante es notificado que esta
Autoridad de Examen Preliminar Internacional emite el Informe
de Examen Preliminar Intermacional y sus anexos, en caso de

haberlos, pedido en la solicitud internacional.

. Una copia del informe y sus anexos, en caso de haberlos, esté

siendo tranemitido a la Oficina Internacional para que sea

comunicado a todas las oficinas elegida.

. La Oficina Internacional preparari una traduccién al inglés

del informe (pero no de todos los anexos) y transmitir& dicha
traduccifn a las oficinas elegidas que lo requieran.
Recordatorio: El solicitante debe iniciar la fase nacional en

cada oficina elegida mediante la realizacién de ciertos actos
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(presentacidén de traducciones y pago de impuestos nacionales)
dentro de los 30 meses contados desde la fecha de prioridad (o
mis tarde en algunas oficinas) Articulo 39(1)) (Véase también
el recordatorio enviado por la Oficina Internacional con el
Formulario PCT/IB/301).
Cuando la traduccién de la solicitud internacional deba ser
entregada a una oficina elegida y esa traduccién deba contener
una traduccién de cada anexo al informe de examen preliminar
internacional, es responsabilidad del solicitante el preparar y
proveer dicha traduccién directamente a cada una de las oficinas
elegidas.
Para méis detalles a 1los 1limites de tiempo aplicables vy
requerimientos de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de
la Guia del solicitante de PCT.
A fin de decidir si la invencién reivindicada es patentable o no,
las oficinas elegidas pueden aplicar criterios adicionales o
diferentes de los criterios sobre los que estd basado el informe
de examen preliminar internacional (véase Articulos 27(5), 33(5).
Criterios adicionales pueden incluir p.ej. excepciones a 1la
patentabilidad y requerimientos de permiso de divulgacién y de

claridad y soporte de las reivindicaciones.
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Schering Aktiengesellschaft

EUROPAISCHES PATENTAMT Corporate Patents
ERHARDTSTRASSE 27
D-80298 MUNCHEN
e Zachan Bwa Nechrcht vom Uneer Zaichen (bel Antwcet angaban) Tubuton ﬁmﬁ: Datum
ab/ku Tettax +48-30- 465-12050 2003-01-24

International Patent Application No. PCT/EP01/12004
Our Ref.: 51861 AWOM1XX00-P

Response to the Written Opinion (PCT Rule 66) of 27-11-2002

The Applicant herewith substitutes the request for detailed substantive examination filed on
December 30, 2002 by the present letter now being signed by two employees of the applicant.

With respect to the references cited in the International Search Report applicant submits that none
of these references neither anticipates the presently claimed subject matter nor renders it obvious.

o WO 98/34847

WO 98/34947 generally mentions the use of antiprogestins (i.e. PR (progesterone receptor)
inhibitors) of formula [ in the treatment of hormone-dependent, in particular progesterone-
dependent tumors, however, it does not disclose the specific use of these PR inhibitors for
inhibiting the binding of growth factors to tumor cells and/or tumors as claimed in present
claim 1 of the present application. By inhibiting the binding of growth factors such as the
EGF to tumor cells, it is prevented that tumors progress from a steroid-dependent growth
(in which they may be targeted by traditional anti-tumor therapeutics such as antiestrogens)
to a growth factor dependent growth whlch is more dlff cult to treat cf. page 6, fi rst

- . fl.l R EY
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Posusschrift: Schaving Aktiengesaliochah. 13342 Berlin - Fur Betucher Barin-Wadting. Muliararalle 171 - Telegramme Schanngchee Bern - Imamet hiip Sy schaning de

Varsiared Huberks Eden (Vorseender), Ks Pohle {Stellv  Vorstzander), Uinch Kostin, Luiz Lnngnaw, Jorg Seeeharhoner {Stallv ), Gunier Stock - Vorsdeende des Aufechiyrsis
Gamappe Vils - Sitz dar Gesslschait Berkn - Handalwegster AG Chasiotteniaurg 93 HRE J83 - Commarzbark AG, Berkn, Konio-Nr 108700600, Bankierizanl 100 400 00 - BHF-Bank AG
Bearin. Konio-Nr 70045224, Bankissizahl 100 202 00 - Deutschy Bank AG, Berkn, Kormo-Mr 2415008, Bankisstzeid 100 700 00
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present invention to show an inhibition of a growth factor, in particular EGF, by means of
influencing the PR.

Therefore, applicant is of the opinion that the subject matter of claim 1 of the present
application is novel (and based on an inventive step) vis-a-vis WO 98/34947, since WO
98/34947 neither generally discioses the use of PR inhibitors for inhibiting binding of
growth factors to tumor cells nor specifically discloses the use of the antiprogestins of
formula | of WO 98/34947 for this particular purpose.

EP 0466315

EP 0468315 relates to compositions containing xylan sulfates alone or in combination with
steroids, for affecting growth factor function and for inhibiting fibroblast proliferation.

Nowhere in this reference, and in particular not in the passages indicated as being relevant
in the ISR, is there a hint or even a specific disclosure that PR inhibitors are capable of
inhibiting the binding of growth factors to tumor cells and/or tumors as claimed in the
present claim 1 of the above-captioned application. In contrast, at page 3, lines 22/23 of EP
0 466 315 A2 it is stated that breast cancer development “may respond favourably to an
agent providing growth factor stimulation” (emphasis added), and not growth factor
inhibition as is aimed at in the present application.

At page 5, lines 1 and 2, as well as page 7, lines 22/23, several examples of suitable
steroids that may be used according to EP O 468 315 A2 in combination with the xylan
sulfates are disclosed. The steroids disclosed do not comprise any PR inhibitors.

Since EP 0 466 315 A2 neither generally nor specifically refers to the use of PR inhibitors
according to the present application for inhibiting growth factor binding to tumor cells and/or
tumors, this reference is not relevant for assessing novelty and/or inventive step with
respect to the present application.

WO 00/46234

This reference pertains to steroid derivatives of general formula (I) (cf. e.a. page 2 of WO

AT Ty e - B . - v rmem =
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application in that the 1atter strictly requires a riuoroalky! substituent in the 17 a position of
the steroid framework, whereas the compounds according to WO 00/46234 exhibit a
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different substitution pattern.

Furthermore, although WO 00/46234 at page 6, first paragraph mentions that the
compounds claimed therein are PR antagonists and that they may be used in freating PR-
dependent tumors, such as mammary or ovarian cancer, it is nowhere hinted at or even
disclosed that PR inhibitors, let alone the specific PR inhibitors according to formula | of the
above-captioned application, are suitable for inhibiting the binding of growth factors to
tumor cells and/or tumors as claimed in claim 1 of the present application.

Therefore, also WO 00/46234 is not considered relevant with respect to novelty and
inventive step of the subject matter claimed in the present application.

o WO 89/33855 and US 5,238,950

WO 99/33855 and US 5,238,950 are identified in the ISR merely as “A"-references, i.e.,
pertaining to the general technical background. Indeed, WO 98/33855 only discloses
antiestrogens for use e.g. in tumor treatment. US 5,238,950 relates to certain non-steroidal
compounds that are inhibitors of platelet-derived growth factors. Thus, none of these two
references has to be considered with respect to the patentability of the presently claimed
subject matter.

In the light of the above comments on the prior art cited in the International Search Report
applicant asks the International Preliminary Examination Authority to issue a favorable IPER
acknowledging novelty of and an inventive step for the claimed subject matter.

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
LV. POAA. "

\'{ \:SC.Q ——'(\_ ! .'
Ke S _
Dr. Brésamle ' Kurilla—-



~ /37

SCHERING AG - Corporate Patents

A la Oficina Europea de Patentes

Solicitud Internacional No. PCT/EP01/12004

Solicitante: Schering Aktiengesellsachaft

Nuestra referencia: 51861AWOM1XX00-P

Respuesta a la Opinién Escrita de acuerdo con la Regla 66 del 27-
11-2000

Por la presente el solicitante sustituye el pedido de examen de
fondo detallado presentado el 30 de diciembre de 2002 por la
presente carta, firmada por dos empleados de la solicitante.

Con respecto a las referencias citadas en el Informe de Biisqueda
Internacional el solicitante declara que ninguna de estas
referencias anticipan el objeto reivindicado ni lo hacen obvio.
WO 98/34947

WO58/34947 en general menciona el uso de antiprogestinas (p.ej.
PR (inhibidores del receptor de progesterona) de f6rmula I en el
tratamiento de tumores hormona-dependientes, en particular
progesterona-dependientes, 8in embargo, no describe el uso
especifico de estos inhibidores de PR para inhibir la dependencia
de factores de crecimiento a células tumcrales y/o tumoreas tal
como eg reivindicado en la presente reivindicacién 1 de 1la
presente solicitud. Al inhibir la dependencia de factores de
crecimiento tales como el EGF a células tumorales, se previene el

progreso de los tumores del crecimiento dependiente de esteroides
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(en el cual pueden ser atacados con medicamentos anti-tumorales
tradicionales como 1los antiestrégenos) a un crecimiento
dependiente del factor de crecimiento que es mids dificil de
tratar, ver pdg. 6, primer parrafo de la presente solicitud. Tal
como se explica en la hoja 2, filtima oracién del primer pé&rrafo
de la presente solicitud, aparentemente no ha sido posible antes
de la presente invencién moatrar una inhibicién del factor de
crecimiento, en particular EGF, mediante el influenciamiento de
PR.

Por ello, el solicitante es de la opinién que el objeto de la
reivindicacién 1 de la presente solicitud es nuevo (y tiene
altura inventiva) frente a W098/34947, debido a que WO 98/34947
ni describe en general el uso de inhibidores PR para inhibir la
dependencia de factores de crecimiento a células tumoralea ni
describe especificamente el uso de antiprogestinas de férmula I

de WO 98/34947 para este propbsito particular.

EP 0466315

EP 0466315 se refiere a composiciones que contienen sulfatos de
xylano solos o en combinacifén con esteroides, para afectar la
funcién de factor de crecimiento y por inhibir la proliferacién

fibrobl&stica.
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En ningGn lado de esta referencia, y particularmente en los
pasajes relevantes indicados en el 1Informe de Bifisqueda
Internacional, existe una alusién o mejor afin una descripcién
especifica de que los inhibidores PR son capaces de inhibir la
dependencia de factores de crecimiento a células tumorales y/o
tumores tal como est& reivindicado en la presente reivindicacién
1 de la solicitud mencionada wé&s arriba. Por el contrario, en la
pdgina 3, lineas 22/23 de EP 0466315 A2 se establece que el
desarrollo del cédncer de mama “puede responder favorablemente a

un agente que provea una estimulacién del factor de crecimiento”

(agregado subrayado) y no una inhibicién del factor de
crecimiento como es el objetivo de la presente invencién.

En la pdgina 5, lineas 1 y 2, asi como en la pdgina 7, lineas
22/23, se describen varios ejemplos de esteroides apropiados que
pueden ser usados de acuerdo con EP 0466 315 A2 en combinacién
con los sulfatos de xylano. Los esteroides descriptos no
comprenden inhibidores PR.

Debido a que EP 0466 315 A2 ni en forma general ni en forma
especifica se refiere al uso de inhibidores PR de acuerdo con la
presente solicitud para inhibir la dependencia del factor de
crecimiento de células tumorales y/o tumores, esta referencia no
es relevante para establecer novedad o altura inventiva con

regpecto a la presente solicitud.
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WO 00/46234

Esta referencia se refiere a derivados esteroides de f6rmula
general (I) (ver p. ej. pAgina 2 de WO 00/46234, cuya férmula
difiere de la f&rmula I de acuerdo con la solicitud mencionada
mis arriba en que la f{iltima estrictamente requiere un
substituyente fluorcalquilo en 1la posici6n 17alfa del marco
esteroide, mientras que los compuestos de acuerdo con WO 00/46234

exhiben un esquema de sustitucién diferente.

Ademfs, a pesar de que WO 00/46234 en la p&gina 6, primer
parrafo, menciona que los compuestos reivindicados en ella son
antagonistas de PR y que pueden ser usados para tratar tumores
dependientes de PR, tales como céncer de mama o de ovarios, en
ninglin lugar se menciona ¢ describe que los inhibidores de PR, y
mucho menoe los inhibidores de PR especificos de acuerdo con la
f6rmula I de la solicitud mencionada mds arriba, son aptos para
inhibir la dependencia de factores de crecimiento de células
tumorales y/o tumores tal como estd reivindicado en la
reivindicacién 1 de la presente solicitud.

Por lo tanto, tampoco WO 00/46234 es considerada relevante con
respecto a la novedad y altura inventiva del objeto reivindicado

en la presente invencién.

W099/33855 y US 5,238,950



WO 99/33855 y US 5,238,950 estdn indicadas en el Informe de
Blisqueda Internacional meramente como referencias "A", es decir
que Be refieren al estado general de la técnica. En efecto, WO
59/33855 solo describe antiestrégenos para el uso, p.ej. en el
tratamiento de tumores. US 5,238,950 pe refiere a ciertos
compuestos no-esteroides gque son inhibidores de factores de
crecimiento derivados de plaquetas. Por lo tanto, ninguna de
estas dos referencias deben ser consideradas en relaciém con la

patentabilidad del objeto inventivo reivindicado.

En vista de los comentarios precedentes con respecto al arte
previo citado en el Informe de Blisqueda Internacional, el
solicitante pide a la Autoridad de Examen Preliminar
Internacional emitir un Informe de Examen Preliminar
Internacional favorable reconociendo la novedad y la altura

inventiva del objeto inventivo reivindicado.
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' Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Progesteronrezeptor-Inhibitoren

5 zur Hemmung der Wachstumsfaktorabhangigkeit von Tumorzellen.

ei/ANM/22821PDE 18.10.2000 . .
10 '
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Hemmung der Wachstumsfaktorai:hingigkeit von Tumorzellen
Beschreibung

Die Erfindung betrifft die Vefwenc'lung von Progesteronrezeptor-lrihibitoren
zur Hemmung der Wachstumsfaktorabhéngigksit von Tumorzellen.

Estradiol und Progesteron sind an der Entwicklung von Brustkr;ebs beteiligt.
Zum Zeitpunkt der Diagnose zeigt jedoch nur etwa 1/3 der Tumore eine
Steroidhormonabhingigkeit. Man nimmt an, dass bei der Mehrzahl
steroidhormonresistenter Tumoren die Proliferationskontrolle von
lokalwiri(enden autokrinen oder parakrinen peptidischen Wai:hstumsfaktoren
Ubernommen wird. Dabei resultieren invasive Tumoren mit &uflerst
schlechter Prognose, die Wachstumsfaktor—Rezeptor posmv _u_nd Steroid-
hormon resistent sind {Elledge et al, Semin. Onkol. 19 (1992}, 244-253).

Wachstumsfaktoren regulieren das Zellwachstum durch Aktivierung
intrazelluldrer Signaltransduktionswege nach Bindung an hochaffine
Tyrosinkinase-Rezeptoren auf der Zelloberfliche. Neuere Erkenntnisse lassen

vermuten, dass Mammakarzinomzelien durch Progestine fiir die mitogene

. Wirkurig von EGF sensibilisiert werden kdnnen {Groshong et al, Mol.

Endocrinol. 11 {(1997), 15693-1607). So k.onnte beispielsweise Progesteron

in der humanap Mammakarzinomzelllinie T47D den Eiqtritt von Zellen in die

S-Phase begleitet von-einem transisnten Anstieg der Aktivitat von Cyclin 1 D

und der cyclinabhéngigen Kinase 4 induzieren. Die Wachstumsstimuiation,

ist jedoch auf einen einzigen Zyklu§ beschrankt und von einem
Wachstumsarrest am G1/S-Ubergang des zweiten Zyklus'gefolgt (Groshong
et al. (1997}, supra; Musgrove et al, Mol. Cell. Biol. 13 {1993}, 3577-

" 3587). In ihrem durch Progesteron arretierten Zustand werden die Zellen fiir

die proliferative Wirkung von EGF sensitiv. Weite;hin wurde gezeigt, dass

Progesteron die Wirkung von EGF auf T470D Zellen durch Hochregulation

140
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von EGFR, Erb2 und Erb3 verstarkt und die Tyrosinphosphorylierung von -

Signalmolekilen erhSht (Lange et al, J. Biol. Chem. 273 {1998), 31308-

31316; Richer et al, J. Biol. Chem. 273 (1998), 31317-31326). Im

(Gegensatz dazu konnte eine Hemmung der Wirkung von EGF auf

Tumorzellen durch Beeinflussung des Progesteronrezeptors bisher nicht

gezeigt werden.

Im Rahmen der zur vorliegenden Erfindung fithrenden Versuche wurde nun
Uberraschenderweise festgestellt, dass Inhibitoren des
Progesteronrezeptors, z.B. 17a-Fluoralkylsteroide die Bindung von
Wachstumsfaktoren wie EGF an Tumorzellen zumindest teilweise verhindern
kénnen, insbesondere an Tumorzellen, die eine hohe oder/und konstitutive

Expression des Progesteronrézeptors aufweisen.

. Ein Gegenstand der vorliegenden Erfingjuné ist somit die Verwendung eines

Inhibitors des Progesteronrezeptors zur Herstellung eines Mittels fir die
Hemmung der Bindung von Wachstumsfaktoren an Tumorzellen und
insbesondere zur Hemmung einer durch Wachstumfaktoren bewirkten
Proliferation wvon Tumorzellen ‘bzw. Tumoren. Ein Inhibitor des
Progesteronrezeptors im Sinne der vorliegenden Erfindung ist vorzugsweise
eine Substanz, weiche kompeiitiv die Bindung von Progesteron an seinen
Rezeptor hemmt. Der Inhibitor des Progesteronrezeptors wird dabei
vorzugweise ausgewdhlt aus 17a-Fluoralkylsteroiden, wie sie z.B. in
WO0898/34947 offenbart sind. Diese 17a-FluoraIkylst_eroide weisen die

aligemeine Formel | auf:

worin

/Y



-3-
R! fiir eine Methyl- oder Ethylgruppe,
R? fur einen Rest der Formel C,FH,, wobein = 2,3,4,5 oder 6,m> 1 und

m+o=2n+1,
R? fir eine freie, veretherte oder veresterte Hydroxygruppe,

R* und R® je fir ein Wasserstoffatom, gemeinsam fur eine zusétzliche
Bindung oder eine Methylengruppe,
10,

St flr ein stéroidales ABC-Ringsystem der Teilformel A, B oder C

.
i ol

Hl R. R.
15 -
i H .
x RT X R? RI’
R R R
20 A B c
. stehen,
&
‘worin
25

R® ein Wasserstoffatom, eine geradkettige C,-C,-oder verzweigte Cy-Cy- -

Alkylgruppe oder ein Halogenatom,

R’ ein Wasserstoffatom, eine geradkettige C,-C.‘-. oder eine verzweigte C;-

30 C‘-Alkylgruppq, oder,
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wenn St fir ein steroidales ABC-Ringsystem A oder B steht, auRerdem R®

und R’ gemsinsam eine zusatzliche Bindung,

X ein Sauerstoffatom, eine Hydroxyminogruppierung =N~OH oder zwei

Wasserstoffatéme,

R® einen Rest Y oder einen ggf. mehrfach mit einer Gruppe Y substituierten -

Arylrest, wobei Y ein Wasserstoffatom, ein Halogenatom, eine -OH, -NO,, -

N, -CN, -NR*R%*, -NHSO,R®, -CO,R?, -C,-C,q-Alkoxy-, C;-C,s-Alkanoyloxy-,
Benzoyloxy-C,-C,,-Alkanoyl-, C,-C,,-Hydroxyalkyl- oder Benzoylgruppe ist

und R™ und R® gleich oder verschieden sind und wie R® ein

Wasserstoffaton oder eine C,-C,,-Alkylgruppe darstellen,

sowie far die Reste-NR*R® auch deren physiologisch vertragliche Salze mit .

Sauren und fir die Reste -CO,R® mit R®in der Bedeutung von Wasserstoff

auch deren physiologisch vertrégliche. Salze mit Basen.

Ein besonders bevorzugtes Beispiel flir derartige Inhibitoren des
Progestéronrazeptors ist die Verbindung 11B-(4-Acetylphenyl)-17B-hydroxy-
17a-{1,1,2,2,2-pentafluorethyl}-estra-4,9-dien-3-on {im Folgenden

Verbindung A). Dariiber hinaus sind jedoch auch andere Antiprogestine -

geeignet, beispielsweise Onapriston (118-[p-(Dimethylamino)phenyl]-17a-
hydroxy-17-(3-hydroxypropyl}-1 3a-estra-4,9-dien-3-on).

Die Wirkung der Progesteronrezeptor-Inhibitoren wird insbesondere bei
Tumorzellen  gefunden, die eine hohe oder/und konstitutive
Progestefonrezaptor-Expression aufweisen, béispielsweise der
Progesteronrezeptor-positiven Mammakarzinomzelllinie T47D (Sartorius et
al., Cancer Res. 54 (1994), 3668-3877).



8

-5-
Die Progesteronrezeptor-Inhibitoran hemmen die durch Progesteron
induzierte:Erhéhung der Expression von Wachstumsfaktoren, insbesondere
von soilchen Faktoren, die an Wachstumsfaktoren der EGF-Rezeptorfamilie

wie etwa den’ EGF Rezeptor binden. Besonders bevorzugt hemmen die

Inhibitoren die Bindung von EGF an humane Mammakarzinomzellen.

GeméR vorliegender Erfindung kénnen daher die Progesteronrezeptor-
Inhibitoren fir die Tumortherapie bei Sdugern und vorzugsweise beim

Menschen eingesetzt werden, und zwar insbesondere um die Progression

eines Tumors, insbesondere eines Mammakarzinoms von steroidabhangigem’

Wachstum zu wachstumsfaktorabhé@ngigem Wa;chstum zu blockieren. Auf

. diese Weise kann eine wirksame Behandlung des Tumors im Sta&ium des

" steroidabhéingigen Wachstums, 2.B. durch Antiestrogéne erfolgen, ohne

. verbunden_mit einer erheblichen Verschlechterung d_er__ Prognose fir den, .

-

- dassder Tumor zum Stadium des wachstumsfaktorabhéngigen Wachstums,

Patienten,” fortschreiten kann. Auch im Stadium des
wachstumsfakiorabhéngigen Wachstums kann das Verabreichen der
Progesteronrezeptor-Inhibitoren eine Verlangsamung des Tumorwachstums
bewirken.

Far die Zwecke der vorliegen&an "Erfindung kénnen nicht-steroidale

Anti'e-strogene wie z.B. Tamofixen und Nafoxidin als auch Raloxifen und

EMB800 verwendet werden: Die beiden letztganannten sind Vertreter der so

genannten SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators); auch andere
Verbindungen mit dem Wirkprofil der SERMs sind erfindungsgemaR
verwendbar, z.B. die in der PCT/EP99/05093 g-enannten Verbindungen und
von diesen wiederum insbesondere die Verbindung 5-{4-{5-[(RS)-4,4,5,5,5-
Pentafluorpentyl)sulfinyl]pantyloxy}phenyl)-B-phenyI-B,9-dihydro-7-H-

benzocyclohepten-2-ol.
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Beispiele fiir steroidale Antiestrogene umfassen jene, die in EP 0 348 341
A, insbesondere Faslodex, und jene, die in WOS88/07740 offenbart sind,
insbesondere 11R-Fiuor-7a-{5-[N-methyl-N-3-({4,4,5,5,5-
pentafluorpentylthio-propylamino]-pentyl}-estra-1,3,5(1 O)tr-ien-S, 17B-diol,
oder jens, die in WO89/33855 beschrieben sind, insbesondere 118-Fluor-
7a-{5-[methyl-(7,7,8,8,9,9,10,10,1 O-nonafluor-decyl)-aminol-pentyl}-estra-
1,3,5(10)trien-3,17R-diol oder pharmazeutisch vertrdgliche Derivate oder
Analoge davon. Aromataseinhibitoren mi.t einem antiestrogenen Effekt, wie
beispielsweise diejenigen, die aus den Seiten 7 - B der EP O 495 82§ B1

hervorgehen, kdnnen gleichfalls als Antiestrogene verwendet werden.

Die Verabreichung der Pr'ogesteronrezeptor-lnhibitoren kann nach Gblichen
Methoden beispielsweise lokal, topisch, subkutan, enteral oder parenteral
erfoigen. Fir die enterale Applikation kommen insbesondere Tabletten,
Dragees, Kapseln,_Pillen, Suspensionen_ader Lésungen. ih Betracht, die in
iblicher Waise mit den in der Gallenik bekannten Zusitzen und
Tragersubstanzen hergestelit werden kdnnen. Fiir die lokale oder topische
Anwendung kommen beispielswais.e Vaginalzdpfchen oder transdermale
Systeme wie Hautpflasterin Bétracht. Die subkutane Applikation kann durch

Injektion mit einer dligen Lésung erfolgen.

"Eine Dosiseinheit kann beispielsweise 0,1 bis 100 mg aktiver

Verbindung(en) { =Inhibitor{en) des Progesteronrezeptors) enthalten. Fir die
Gabe beim Menschen betrigt die tagliche Dosis der aktiven, Verbindung(en)
ungefahr 0,1 bis 400 mg, vorzugsweise ungefdhr 10 - 100 mg und

insbesondere ungefdahr 50 mg.

Weiterhin soll die Erfindung durch'die nachfolgenden Beispiele und Figuren

erldutert werden. Es zeigen:

Figur 1 Die antiproliferative Wirksamksit von Testsubstanzen auf die

Mammakarzinomzelllinie T47D.

~
)
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Figur 2 Die Proteinmengen des Progesteronrezeptors (PR) und des
Estrogenrezeptors (ER) in der Mammakarzinomzelllinie T47D.

Figur 3 Die transkriptionelle Aktivitit des Progesteronrezeptors in
T47D Zellen.

Figur 4 Eine Scatchard-Analyse der Bindung von EGF an T47D Zellen

' in Abhangigkeit von der Anwasenheit von Testsubstanzen.

Figur 5 Die Abhéngigkeit der Bindung von EGF an T47D Zellen von der
Anwesenhaeit von Testsubstanzsn.

Beispiel

1. Materialien und Methoden

Materialien:

'28%1_.EGF(100mCi/mmol) wurde von Amersham Buchler bezogen. Verbindung
A, Hydroxytamoxifen{4-OH-Tam), ZM182780 und Estradiol wurden im

Institut for Arzneimittelchemie der Schering AG nach bekannten Methoden

synthetisiert.

Zelllinien: .

Es wurde die humane Estrogenrezeptor (ER)- und Progesteronrezeptor (PR)-
positive Mammakarzinomzelllinie T47D (Freake et al., BBRC 101 {1981),
1131-1138) verwendet.

%



10

...-.1

4

20

i—-.

-

25

30

Wachstumsstudien:

Die Tumorzellen wurden bei 5000 quléanell in 96-We||-l?|atten fir 6 Tage
in RPMI Medium plus 10 % Rinderserum, 200 nM. Insulin und 0,1 nM
Estradiol in Anwesenheit der jeweils angegebenen Verbindungen kultiviert

und das Wachstum durch Anfarbung mit Kristallviolett bestimmt.
PR und ER Proteinmenge:

Die Bestimmung der PR und ER Mengen erfolgt in Zelllysaten unter
Verwendung von Steroid-Bindeassays mit radioaktiv markierterh Progesteron
bzw. Estradiol nach der bei Fuhrmann et al. {Contraception 54 (1996), 243-
.251) beschriebenen Methode. |

Bindung vc_;n 125_EGF an Tumorzellen:

R5020-vorbehandelte T47D Zellen wurden fir 2 h'mit '2%|-EGF bei 4°C
inkubiert. Die unspezifische Bindung war immer weniger als 10 % der

Gesamtbindung.

Transaktivierungsassay:

T47D Zellen wurden transi-ent mit MW-LU.C (Cato et al., EMBO J., 9:

2237-40}) transfiziert und in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 1 nM R5020
kultiviert. Zum Test auf einen PR-vermitfe[ten Antagonismus wurden die
transient. transfizierten T47D Zellen mit R5020 und zusétzlich mit
zunehmend;n Konzentrationen an Verbindung A oder RU486 behandelt.

Nach 24 h wurde ein Luziferasetest durchgafi'lhr_t.
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2. Ergebnisse

Figur 1 =zeigt die antiproliferative Wirksamkeit verschiedener
Testsubstanzen. T47D Zellen wurden in Gegenwart (obere Schraffierung)
oder Abwesenheit (untere Schraffierung) von O, 1 nM E, plus zunehmende
Konzentrationen von Verbindung A (a), Onapriston (®), ZK191703 (¢) oder
4-OH-Tam {#) kultiviert. Bei T47D Zellen zeigt Verbindung A selbst in
extrem gerihgen Konzentrationen eine signifikante antiproliferative Wirkuhg .

Figur 2 ieigt die PR- und ER-Proteinmengen in T47D Zellen.

Figur 3 zeigt die.transkriptionelle Aktivitdt von PR in T47D Zellen, wobei die
jewaeiligen Zellen transient mit MTV-LUC transfiziert und in Abwesenheit
{Co) oder Gegenwart von 1 nM R5020 kultiviert wurden (a). Zum Test auf
einem PR-vermittelten Antagonismus wurdel:l die transient transfizierten
T47D Zellen mit 0,1 nM R5020 und zunehmenden Konzentrationen an
Verbindung A oder RU468 behandglt (b).

In Figur 4 ist eine Scatchard-Analyse der '®I-EGF Bindung an T47D Zellen
gezeigt. Die Zellen wurden fiir 48 h in Gegenwart von 20 nM R5020 mit
oder ohne 20 nM Verbindung A kultiviet und dann gewaschen.
AnschlieBend wurde die EGF-Bindung Gber einen Konzentrationsbereich von
0,25 bis 150 ng/ml EGF durch Inkubation fiir 2 h bei 4°C bestimmt. Die

. Inse'rtionen zeigen die Menge an gébundonam L-iganden gegeniber dem

Logarithmus der freien Ligandenkonzentration. Esistzu srkennten, dass die

durch R5020 verursachte Erhdhung der EGF-Bindung {mittieres Bild) '

gegeniber der Kontrolle (oberes Bild) bei Zugabe von Verbindung A (unteres

Bild} blockiert werden konnte.

In Figur 5 ist die Bindung von '¥|-EGF an intakte T47D Zellen gezeigt. Die

Zellen wurden hierzu fiir 48 h mit 2 bzw. 20 nM R5020 plus.Verbindung A '

oder Onapriston oder Verbindung A alleine behandelt. Auch hier ist zu

1Y/P
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erkennen, dass Verbindung A die-durch R5020 hervorgerufene Erhdhung

der EGF-Bindung an T47D Zellen blockiert. Ein dhnlicher - wenn auch
erheblich schwacherer -Effekt wird auch far Onapriston_gefunden.

3.. Diskussion”

Die vorstehenden Ergebnisse zeigen, dass das Estradiol-stimulierte
Wachstum von T470 Zellen mit hohem und konstitutivem' PR-Gehalt
wirksam durch Verbindung A blockiert wurde.

Durch Trarisaktivierungsﬁssays konnte gezeigt werden, dass der PR.in den
T47D Zellen transkriptionell aktiv war und durch Verbindung A blockiert

werden konnte.

Eine Stimulierung.der T47D Zellen.mit R5020. filhrte zu einer 2- bis_3-fach .

erhdhten EGF-Rezeptorexpression, die durch Verbindung A blockiert wurde.
Gleichzeitig war die Bindung von EGF an die Zellen 2- bis 3-fach erh6ht und
Konnte durch Verbindung A und weniger effizient durch Onapriston
verhindert werden. Die erhdhte EGF-Bindung an R5020 behandelte Zelle_n

konnte durch eine erhdohte EGF-Rezeptor-Expression oder -erhdhte

-Heterodimerbildung zwischen EGF-Rezeptor und erbB2 hervorgerufen sein.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen die Wechselwirkungen zwischen PR-

und Wachstumsfaktor-Signalsystemen in humanen Mammakarzinomzelten.

" Durch Einsatz von Antiprogestinen kann die Progres.sion von Tumorzellen

vom steroidabhéingigen Wachstum zum wachstumsfaktorabhéngigen

Wachstum gehemmt bzw. verhindert werden. .
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Anspriiche

Verwendung eines Inhibitors des Progesteronrezeptors zur

Herstellung ein-es Mittels fir die Hemmung der Bindung von

- Wachstumsfaktoren an Tumorzellen oder/und an einen Tumor.

Verwendung nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, .
dass eine durch Wachstumsfaktoren bewirkte Proliferation der

Tumorzellen oder/und des Tumors gehemmt wird.

_Verwendung nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

dass der Inhibitor des Progesteronrezeptors ausgewahit wird aus'17a- .

Fluoralkylsteroiden der allgemeinen Formel |
R B |

worin

R' fiir eine Methyi- oder Ethylgruppe,

R? fir einen Rest der Formel CF,H,, wobei n 2,3,4,5 oder 6,m>1
und m+o=2n+1 ist,

R? far eine freis, veretherte oder veresterte Hydroxygruppe,

R* und R® je fiir ein Wasserstoffatom, gemeinsam fiir eine zusatzliche

Bindung oder eine Methylengruppe,
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St fir ein steroidales ABC-Ringsystem der Teilformel A, B oder C
stehen,

worin

R® ein Wasserstoffatom, eine geradkettige C,-C,-oder verzweigte C,-

C,-Alkylgruppe oder ein Halogenatom,

R’ ein Wasserstoffatom, eine geradkettige C,-C,- oder eine

verzweigte C,;-C,-Alkylgruppe, oder, -

wenn St fir ein steroidales ABC-Ringsystem A oder B steht,

auBerdem R® und R’ gemeinsam eine zusétziiche Bindung,

X ein Sauerstoffatom, eine Hydroxyminogruppisrung =N~ OH oder
zwei Wasserstoffatome,

R® einen Rest Y oder einen ggf. mehrfach mit einer Gruppe Y
substituierten Arylrest, wobei Y ein Wassarstoff'a'tom, ein
Halogenatom, eine -OH, -NO,, -N;, -CN, -NR*R®, -NHSO,R®, :CO,R?,
C,-C,o-Alkoxy-, C,-C,,-Alkanoyloxy-, Benzoyloxv-c,-C;O-Aikanoyl-, C,-
C,o-Hydroxyalkyl- oder Benzoylgruppe ist

und R®™ und R®™ gleich oder verschieden sind und wie R? ein

Wasserstoffatom oder eine C,—C,O-Alkylﬁrupbe darstellen,
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bedeuten,

sqwie far die Reste-NR*R®™ auch deren physiologisch vertrigliche .
Salze mit Saduren und fir die Reste -CO,R® mit R®%in der Bedeutung
von Wasserstoff auch deren physiologisch vertrdgliche Salze mit

Basen.

Verwendung nach Anspruch 3,

dadurch ge.kennzeichnet.

dass_ der Inhihitor des Progesteronrezeptors die Verbindung 11R-{4-
Acestylphenyl)-1 7B-hvdro;ty-1 7a-{1,1 ,2,2,2-pentaﬂuorethyl}estra—4,9—

dien-3-on ist.

Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Tumorzellen eine hohe oder/und konstitutive

Progasteronrazeptor—Expre_ssion aufweisen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Tumorzellen Mammakarzinomzellen sind.
|

Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis é,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Bindung von EGF oder/und anderen Faktoren, die an den
EGF-Rezeptor binden, an Tumorzellen gehemmt wird. .

Verwendung nach einem der Anspridche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

das.;, die Bildung von Heterodimeren zwischen dem EGF-Rezeptor und
erbB2 gehammt wird. -
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Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis- 8 fir die

Tumortherapie. -
Verwendung nach Anspruch 9, um die Progression eines Tumors von

stéroidabh'a'ngigem Wachstum zu wachstumsfaktorabhingigem

Wachstum zu hemmen.
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Figur 1:

Antiproliferative Wirksamkaeit . T4".70 Zellen wuchsen in
Gegenwart (obere} oder Abwesenheit _ funtere
Schraffierungen} von 0.1 nM E, plus zunehmende
Konzentrationen von Verbindung A (a), Onapriston (m),
ZK191703 (¢} oder 4-OH-Tam ().
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Figur 2:

T47D Zellen

.Protein.mengen des Progesteronrezeptors {PR) und des
Estrogenrezeptors (ER) in T47D Zellen: Die PR- und ER-
Mengen wurden in Zelllysaten unter Verwendung von

. Steroidbindeassays mit radioaktiv markiertem

Progesteron bzw. Estradiol bestimmt.
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Figur 3: Transkriptionelle Aktivitdit von PR in T47D

Zellen. A: T47D Zellen wurden transient mit MTV-LUC
transfiziert und in Abwesenheit oder Gegenwart von 1
nM R5020 kultiviert. B: Zur Untersuchung eines PR-
vermittelten Antagonismus wurden _die transient
transfizierten T47D Zellen mit 0,1 nM R5020 und
zunehmenden Konzentrationen an Verbindung A oder
RU486 behandelt.
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5020 + Verblndungh

Scatchard-Analyse der '25-EGF-Bindung. T47D-Zellen
wurden fir 48 Stunden in Gegenwart von 20 nM
R5020, mit oder ohne 50 nM Verbindung A gazﬁ'chtet,
dann gewaschen und anschlieRend wurde die 1285|-EGF-

Bindung (ber sinen queich von 0.25-150 ng/ml EGF

durch Inkubation fir 2 Stunden bei 4°C bestimmt. Die

Inserts zeigen die Menge arlr gebundenem Liganden

gegen den Logarithmus der freien Ligandkonzentration.
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Figur 5:

Bindung von '#I-EGF. an .iritakte T47D Zellen. Die Zellen
wurden flir 48 Stunden mit 2 oder 20 nM R5020 plus
Verbindung A bzw. Onapriston, oder mit Verbindung A alleine,

vorbehandelt.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inbhibidor del receptor de progesterona para la
preparacién de un medicamento para la inhibicién del enlace de

factores de crecimiento a células tumorales y/o a un tumor.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por
el hecho de que se inhibe una proliferacidén de las células tu-

morales y/o del tumor causada por factores de crecimiento.

3. Uso de acuerdc con 1a_reivlndicacién 1l o 2, caracterizado
por el hecho de que el inhibidor del receptor de progesterona
se elige entre 17u-fluorcalquilesteroides de la £6rmula gene-

ral I

en la cual

R! representa un grupo metilo o un grupo etilo,

R? representa un radical de la férmula C,FuH,, Siendo n 2, 3,
4, S50 6, m>1y m+to = 2n+l,

R representa un grupo hidroxi libre eterizado o esterificado

Cada uno de R* y R® representa un &tomo de hidrdgeno comin para
un enlace adicional o un grupc metlleno,

St representa un sistema de anillo ABC esteroidal de la fér-

mula parcial A, Bo C

Rl - H' R'

en donde

’60
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R® representa un atomo de hidrégeno, un grupo Ci1~Cy—alquilo de
cadena lineal o un grupo C3-Cs-alqullo ramificado o un aAto-
mo halégeno,

R’ representa un 4tomo de hidr6geno, un grupo C;-Ci-alquilo de
cadena lineal o un grupo C3;~Cs-alquilo ramificado o,
8i St representa un sistema de anillo ABC esteroidal A o
B, entonces R® y R’ conjuntamente representan un enlace
adicional,

X representa un dtomo de oxigeno, una agrupacién hidroximino
= N - OH o dos atomos de hidrégeno,

R® representa un radical Y o un radical alquilo eventualmente
substituido varlas wveces con un grupo Y, para 1o cual Y es
un atomo de hidrégeno, un a&tomo de halédgeno, un grupo -OH,
~NOz, -N3, -CN, -NR™R®™, -NHSO,R’, -CO.R’, C;-Cio-alcoxi, C;-
Cio—alcanoiloxi, benzoiloxi-C;-Cig-alcanoil, C;-Cio-hidroxi-
alquilo o benzoilo

vy R* y R® son iguales o diferentes y al igual que R® represen-
tan un atomo de hidrédgeno o un grupo Ci-Cip—alquilo,

asi como para los radicales -NR™R"™ también sus sales fisio-
l6gicamente compatibles con Acidos y para los radicales
-CO;R? con R? significando hidrégeno también sus sales fi-

siolégicamente compatibles con bases.

4. Uso de acuerdo con la reivindicaciédn 3, caracterizado por
el hecho de que el inhibldor del receptor de progesterona es
el compuesto 1l18-({4-acetilfenil)-178~-hidroxi-17e-(1,1,2,2,2-

pentafluorcetil)-estr-4, 9-dien-3-ona.

5. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, ca-
racterizado por el hecho de que las células tumorales muestran
una elevada o/y constitutiva expresién del receptor de protes-

terona.

6. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, ca-
racterizado por el hecho de que las células tumorales son cé-

lulas carcinomas mamarilas.

Jé/
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7. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, ca-
racterizado por el hecho de gque se inhibe el enlace de EGF y/o
de otros factores que se enlazan al receptor EGF a las células

tumorales.

8. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, ca-
racterizado por el hecho de que se inhibe la formacién de he-

terodimeros entre el receptor EGF y erbB2.

9. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para

la terapia de tumores.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacliédn 9 para inhibir la
progresién de un tumor de un crecimiento dependiente de este-
roides hacia un crecimiento dependiente de factores de creci-

miento

/6T
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Hemmung dar WachstumsfaktorabhEngigkelt van Tumarzelien

Beschrelbung

Die Erfindung hetrifft die Verwendung von Progesteronrezeptor-inhibitoren
zur Hemmung der Wachstumsfaktarabhingigksit von Tumarzsllen.

Estradiol und Progesteron sind an der Entwickiung van Brustkrebs bsteiligt.
Zum Zaitpunkt der Diagnose zeigt Jedoch nur etwa 1/3 der Tumore eine
SteroldhormonsbhBingigkeit. Man nimmt an, dass bel der Mehrzahl
steroidhormonresistenter Tumoren dis ProlHerationskontralls von
lokalwirksnden autokrinen oder parakrinen peptidischen Wachstumsfaktaren
tUbsrnommen wird. Dabel resultiersn invasive Tumoren mit Suarst
sohlachtsr Prognioss, die Wachstumsfektor-Rezeptor positv und Sterold-
hormon reslstent sind (Elledge et al, Semin. Onkal. 19 (1982), 244-253).

Wachstumsfaktoren ragullsran das Zellwachstum durch Aktivierung
intrazeliuldrer Signaltransduktionawegs nach Bindung an hochaffine
Tyrosinkinasa-Rezaptoren suf der Zelloberfliiche. Neusre Erkanntnizee lnsasn
vermuten, dass Mammakarzinomzellen durch Progestine {lr die mitogene
Wirkung von EGF sensibilisiort werden k&nnen {Groshong et al, Mol.
Endocrinol. 11 {1997), 1593-1807). So konnts beispislsweise Progesteron
in der humanen Mammakarzinomzsllimie T47D den Eintritt von Zellan In die
S-Phase beglaitet von einem transianten Anstleg der Akdvitit von Cyolin 1D
und der cyclinsbhinglgen Kinase 4 induzieren. Die Wachstumsstimulation
ist Jedoch auf einen einzigen 2Zyklus beschrinkt und von emem
Wachstumsarrest am G 1/S-Ubergang des zweiten Zyklus gefalgt {Groshong
st al. (1997). supra; Musgrove et al, Mol. Cell. Biol. 13 (1883), 3677-
3587). In ihrem durch Progesteron arretierten Zustand werden die Zellen fOr
dia proliferative Wirkung von EGF sensitv. Weflterhin wurde gezeigt, dass
Progesteron die Wirkung von EGF auf T47D Zellen durch Hochregulation
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von EGFR, Erb2 und Erb3 veratérkt und die Tyrosinphosphoryliarung von
Signatmolekillen arhaht {Lange st al, J. Biol. Chem. 273 {1998}, 31308-
31316; Richer st al, J. Biol. Chem. 273 (1998), 31317-31326). Im
(Qegensatz dezu konnte eine Hemmung der Wirkung von EGF auf
Tumorzellen durch Beeinflussung des Progestaronrezaptors bisher nicht

gezeigt werden.

Im Rahmen der zur vorilegendsn Erfindung fhrenden Versuches wurde nun
Gberraschenderweiss festgestallt, dass Inhibitoren des
Progesteronrezeptors, 2.B. 17c-Fluoralkyistarcide die Bindung von
Wachstumesfsktoren wie EGF an Tumorzellen zumindesttellwelse verhindern
kdnnan, insbescndare ah Tumorzellen, die eina hahe ader/und konstitutve
Expl;euion des Progesteronrezsptors aufwaisan.

Ein Gegenstand der vorlisgandan Erfindung ist somit dia Verwendung sines
Inhibitors des Progesteronrezeptors zur Herstellung einas Mittels fOr die
Hemmung der Bindung von Wachstumsfsktoren an Tumorzellen und
insbesondere zur Hemmung siner durch Wachstumfaktoren bawirkten
Prolferation von Tumorzellan b2zw. Tumorsn. Ein Inhibitor des
Progesteronrezeptors im Sinne der vorlisganden Erfindung lst vorzugswaise
eins Substanz, welche kompstitiv die Bindung ven Progestsron an seinen
Rezeptor hemumt. Der inhibitor des Progesteronrezeptors wird dabel
vorzugweise susgewdhit asus 17o-Fluoralkylsteroiden, wie sie z.B. in
W098/34547 offenbart' sind. Diese 17a-Flucralkylsterolde weisen die
eligameaine Formsl | auf:

waoarin
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R' far eine Methyl- oder Ethylgruppe,

R? fOr einen Rest der Formel C,FH,, wobel n = 2,3,4,5 oder 6,m>1 und
m+o=2n+1,

R? fir alne freie, veretherta oder veresterte Hydroxygrupps,

R* und R® je fOr ein Wesserstoifatom, gemsinaem fir eine zusétziiche
Bindung oder aine Methylengruppe,

St fOr ein stercidales ABC-Ringsystem der Teilformel A, B oder C

%% %

stehen,

worln

R® ein Wassearstoffatom, sine geradkettige C,-C,oder verzwsigts Cy-C,~
Alkylgruppe oder ein Halagenatom,

R? ein Wasserstoffstom, eine geradkettige C,-C,- oder eine verzweigta GC,-
C.-Alkylgruppe, oder,

/6
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wenn St fir sin steroidales ABC-Ringsystsm A oder B steht, auBerdem R*
und R? gemeinsam eine 2usitzfiche Bindung,

X ain Sauerstoffatom, eine Hydroxyminogruppierung =N~ OH oder zwei
Wasserstoffatome,

R* einen Rest Y oder elnen ggf. mehrfach mit einer Gruppe Y substitulerten
Aryirest, wobal Y sln Wassearstoffatom, ein Halogenatom, eine -OH, -NO,, -
N,, -CN, -NR™R®™, -NHSO,R", -CO,R?, C,-C,g-Alkoxy-, C;-C,g-Alkanoyloxy-,
Benzayloxy-C,-C,-Alkanoyl-, C,-C,,-Hydroxyalkyl- oder Banzoyigruppe Ist

und R® und R™ gleich oder verschieden sind und wis R® ein
Wasserstoffatom oder elns C,-C,;-Alkylgruppe darstelien,

badauten,

sowie fiir die Reste-NR™R™ aych deren physiologlsch vertrigliche Salze mit
S8uren und fir die Reste -CO,RA" mit R*in der Bedeutung von Wasserstoff
such dersn physiologisch vertrigliche Salze mit Basen.

Eln besonders bevorzugtes Bglapiol {ir derartige Inhtbltoren des
Progesteronrezeptars ist die Varbindung 118-{4-Acetylphenyl}-1 70-hydroxy-
170-(1,1,2,2,2-pentafluorethyl}-sstra-4,9-dien-3-on (im Foigenden
Verbindung A). Darber hinaus wind jedoch auch anders Antiprogsstine
gesignet, belspislsweise Onapriston {118-[p-{Dimsthylamino)phenyll-17a-
hydroxy-17-{3-hydroxypropyl)-13c-estra-4,9-dien-3-on).

Die Wirkung der Progesteronrezeptor-inhibitoran wird insbesonders bel
Tumorzellen gefunden, die eine hoha oder/und konstitutive
Progesteronrezeptor-Exprassion sufweisen, beispielsweise der
Progesteronrezeptor-positivan Mammekarzinonzslliinie T47D {Sartorius et
al., Cancer Res. 54 (1994), 3668-3877).

/6y
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Die Progestsronrezeptor-inhibitoran hemmsn die durch Progestsron
Induzierts Erhdhung der Exprassion von Wachstumsfaktoren, insbesondere
von solchen Faktoren, dis an Wiachmmsfnktnnn der EGF-Rezsptorfamilie
wls etwse den EGF Rezeptor I;indun. Besonders bevorzugt hamman die
Iinhibltaren die Bindung von EGF an humane Mammakarzinomzellen.
:

Gem&8 vorliegander Erfindung kinnen dehsr dis Progesteronrezeptor-
Inhibitaren fOr die Tumorthenipio bei Sdugern und vorzugawsise beim
Msnschean singesatzt werdsn, ;.lnd zwar Insbasonders um die Progression
sines Tumors, insbesonders eines Mammakarzinoms von steroldabhangigem
Wachstumn 2u wachstumsfaktorabhingigem Wachstum zu blockisren. Auf
diege Weise kann aeine wirksame Behandiung des Tumots im Stadium des
steroidsbhingigen Wachstums, z.B. durch Antiestrogene arfolgen, chne
dess der Tumor zum Stadium des wachstumafaktorabhingigen Weachstums,
verbunden mit einer erheblichen Verschlechterung der Prognoas fGr den
Patisnten, fortschreiten: kann. Auch im Stadlum des
wachstumsfaktorabhiingigen Wachstums kann das Varabreichen der
Pragesteronrazaptor-Inhibitoren sine Verlangsamung des Tumorwachstums
bewirksn.

FOr die Zwecke der vorllegenden Erfindung kdnnen nicht-staroidale
Antiestrogens wis z.B. Tamiofixan und Nafoxidin als auch Ralaxifen und
EMB00 varwendst werden. Die beiden letztgenannten sind Vertreter der so
genannten SERMs (Sslective Ed'trogen Receptor Modulators); auch andera
Verbindungen mit dam Wirkprofil der SERMs sind erfindungsgemin
verwendbar, z.B. die in der PCTI'EPBBIOEOB:-I gsnannten Verbindungen und
von diesan wiederum Insbeaond:-ru dis Verbindung 5-{4-{5-[(RS)-4,4.,5,5,5-
Pentafiuorpentyl)sulfinyllpentyloxy}phenyl)-6-phenyi-B,8-dlhydro-7H-
benzocycloheptan-2-ol, !
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Beispisle fOr stercidale Antisstrogene umfassen jene, die in EP O 348 341
A, insbesondere Feslodex, und Jene, die in WO9B/0774Q0 offenbart sind,

insbesondere 11R-Fluor-70-{5-[N-methy!-N-3-{4,4,5,5,5-
pertafiucrpentytthlo-propylaminc]-pentyli}-astra-1,3,5(10)trien-3, 1 73~diol,

. oder jene, die in WOBB/33865 baschrieben sind, inshesondare 11B-Fluor-

7o-{5-[methyl-(7,7,8,8,9,8,10,10, 10-nonaflucr-decyll-amino)-pentyl}-estra-
1,3.6{10)trien-3,178~dicl oder pharmazeutisch vertrigliche Derivate oder
Ansloge davon. Aromatasseinhibitoran mit sinem antiestrogenen Effakt, wis
beisplelswelse diejenigen, die aus den Seiten 7 - 8 der EP O 495 825 B1
hervorgehen, kénnen gleichfells als Antiestrogens verweandet warden.

Dle Verabreichung der Progsstsronrezeptor-inhibltoren kann nach Gblichen

Methoden beispielswelsa lokal, topisch, subkutan, enteral oder parenteral

erfolgen. Fir die enterale Applikation kommen Inshssondere Tabletten,
Dragees, Kapssin, Plllen, Suspensianen oder Losungen in Betracht, die in
Ublicher Welse mit den In der Gellenik bekanntsn Zusétzen und
Trigersubstanzen hergestelit werden kénnen. Fir die lokale oder topische
Anwendung kommen helsplslswaise Vaginaizipfchen oder transdermala
Systerne wie Hautpflagtar in Batracht. Die sublartane Appliketion kann durch
Injekdon it ainer &llgan Lisung erfolgen,

Eine Doesissinheit kann belspieilswelse 0,1 bls 700 mg aktiver
Verbindung(en) (=Inhibitor{en) des Progesteronrazeptors) anthaltan. Fiir dia
Gabae beim Menschen betrigt dle tigliche Dasls der aktiven Verbindung(en)
ungefihr 0,1 bis 400 mg, vorzugswelse ungefdhr 10 - 100 mg und
insbesonders ungefihr 50 mg,

Waiterhin sall die Erfindung durch die nachfolgenden Beisplsis und Figuran
eridutert werden. Cs zeigen:

Figur 1 Die antiproliferative Wirksamkeit von Testsubstanzen auf die
Mammakarzinomzelllinie T47D.
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Figur 2

Flgur 3

Figur 4

Figur 6

Beispial

-7-

Dis Proteinmengen des Progestsronrezeptors (PR} und des
Estrogenrezeptors (ER) in der Mammakarzinomzelllinie T47D.

Die transkriptionelle Aktivitdt des Progesteronrazeptors in
T47D Zellen.

Eine Scatchard-Analyse der Bindung von EGF an T47D Zelien
in Abhiinglgkalt von der Anwessnhasit von Testsubstanzen.

Die Abh#ngigksit der Bindung von EGF an T47D Zellen von der
Anwesenheit von Testsubstanzen.

1. Materialien und Methoden

Materialien:

1251.EGF{100mCl/mmol) wurde von Amersham Buchler bazogen. Varbindung
A, Hydroxytamoxifen(4-OH-Tam), ZM182780 und Estradio! wurdan Im
Institut fOr Arzneimittelchemis der'Schering AG nsach bekannten Mesthoden
synthetislert.

Zeflllinien:

Es wurde dia humans Estrogenrezeptor (ER)- und Progestaronrexaptor (PR}~
positive Mammakarzinomzelllinie T47D (Freaks et al., BBRC 101 (1981),
1131-1138) verwendet.
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Wachstumsstudien:

Die Tumorzellen wurden bel 5000 ZnIlInIWalI in 96-Waell-Platten fir 6 Tage

in RPMI Medium plus 10 % Rinders

rum, 200 nM Insufin und 0,1 nM

Estradiol in Anwesenheit der jeweilt apgegebenen Vearbindungen kultiviert

und das Wachstum durch Anférbung

PR und ER Proteinmenge:

Die Bestimmung dar PR und ER
Verwendung von Steroid-Bindeassays

mit Kristallviolstt bestimmt.

ngen erfolgt in Zelllysatsn untar
radioaktiv markiertern Progasteron

bzw. Estradicl nach der bei Fuhrmann T( al. (Contraception 54 (1996}, 243-

251) beschriabenen Methoda.

Bindung von '=-EGF an Tumorzellen:

R5020-varbshandelta T47D Zellen wurden fir 2 h mit ¥|-EGF bel 49C

inkubiert. Dis unspezifische Bindung
Gesamtbindung.

Transaktivierungsassay:

war immer weniger als 10 9% der

T47D Zellan wurden transient mIthT‘I-LUC (Cato et al., EMBO J., 9:
2237-40) transfiziert und in Abwesanheit bzw. Gegenwart von 1 nM R5020
kuliviert. Zum Test auf sinen PR-vermitteltan Antagonismus wurden die

translent transfiziertan T47D Zall

mit R5020 und zusdtziich mit

2unahmenden Kanzentrationan an Veghindung A oder RU486 behandalt.
Nach 24 h wurde ein Luziferasetest durchgefihrt.

192
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2. Ergebnisse

Figur 1 =zeigt die antiproliferative Wirksamksit verschiedaner
Testsubstanzan. T47D Zsllen wurden in Gegenwart {abera Schraffisrung)
oder Abwesenhelit {untere Schraffiarung) von 0,1 nM E, plus zunehmende
Konzentrationen von Verbindung A {a), Onapriston (=), ZK181703 () oder
4-0H-Tam () kultiviart. Bsi T47D Zsllan zeigt Verbindung A selbst in
extram geringen Konzentrationen ninuigniﬁkame antiproliferative Wirkung.

Figur 2 zeigt die PR- und ER-Protelnmengen in T47D Zellen,

Figur 3 zelgt die transkriptioneile Akijvitit von PR in T47D Zellen, wobei die
jewailigen Zellsn tansient mit MTV-LUC transfiziert und in Abwsesenheit
{Co) ader Gagenwart von 1 nM R5020 kuidvisrt wurdan (a). Zum Test auf
sinem PR-vermitteitsn Antagonismus wurden die transient tranefiziertsn
T47D Zellen mit 0,1 nM RE020 und zunehmenden Konzentrationen an
Verbindung A odar RU488 beham.iolt (b).

In Figur 4 ist eins Scatchard-Analyse der '%)-EGF Bindung an T47D Zsllen
gezeigt. Dis Zalien wurden fir 48 h In Gegenwart von 20 nM R6020 mit
oder ohne 20 nM Verbindung A kultivirt und dann gewaschen.
AnschlisBend wurde die EGF-Bindfmg {tber sinen Xonzentrationsbersich von
0,25 bis 150 ng/ml EQF durch Inkubation fGr 2 h bei 4°C bestimmt. Die
Insertionan zalgen dis Menge an gsbundenem Liganden gegenilber dem
Logarithmus der freien Ligandenkonzentration. Es ist zu srkennten, daas dis
durch R5020 verursachte ErhShung der EGF-Bindung (mittleres Bild)
gegenlber der Kontrolle (oberes Bild) bsl Zugaba von Verbindung A (untares
Bild) blockiert werden konnte.

In Figur 5 ist dis Bindung von '¥|-EGF an Intakte T47D Zellen gezeigt. Die
Zellen wurden hierzu fGr 48 h mit 2 bzw. 20 nM R5020 plus Varbindung A
oder Onapriston oder Verbindung A allsine bshandelt. Auch hier Ist zu

/g3
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srkennen, dass Verbindung A die durch R6020 hervorgerufane ErhShung

der EGF-Bindung an T47D Zallen blockiert. Eln ahnlicher - wenn auch
erheblich schwécherer -Effekt wird auch fr Onapriston gefunden,

3. Diskussion

Die vorstehenden Ergebnissa 2zeigen, dass das Estradiol-stimulierts
Wachstum von T47D Zallen mit hohem und konstitrtivern PR-Qshait
wirksam durch Verbindung A blockiert wurde.

Durch Transaktivisrungsassays konnte gezeigt werden, dass der PR In den
T47D Zellen transkriptionell aktiv war und durch Verbindung A blocklert
werden konnte.

Eine Stimullerung dar T47D Zellen mit R5020 fGhrte zu einer 2- bis 3-fach
erhdhten EGF-Rezeptorexpression, dis durch Verbindung A blockiert wurde.
Gleichzeltig war die Bindung von EGF an die Zsllen 2- bis 3-fach erh8ht und
konnte durch Verbindung A und weniger efflzlent durch Onapriston
verhindert werden. Die erhdhts EGF—Bindu.ng an R6020 behandelts Zellen
kinnte durch eine erhchts EGF-Rezeptor-Expression oder erhdhte
Heterodimerblidung zwischen EGF-Rezeptor und erbB2 hervorgerufen saln.

Dia vorlieagandan Ergsbnisse ZIiﬂB.ﬂ dis Wechselwirkungen zwischen PR-

und Wachstumsfaktor-Signalsystemen In humanen Mammakarzinomzellen. -

Durch Einsetz von Antiprogastinen kann die Progreasion voan Tumorzelien
vom stercidabhlngigen Wachstum zum wachstumsfakiorabhingigen
Wachstum gehemmt bzw. verhindert wardan.

1y
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Anspriche

Verwendung eines Inhibltors .des Progesteronrezeptors zur
Herstallung eines Mhtels fir dis Hemmung der Bindung von
Wachstumafaktoren an Tumorzellan ader/und an sinen Tumeor.

Verwendung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzsichnet,

dass eine durch Wachstumefaktoran bewirkte Proliferation der
Tumarzellen oder/und des Tumors gehsmmt wird.

. ° Varwandung nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzelchnet,
dass derInhibitor des Progestaronrezeptora ausgewshit wird aus 17¢a-
Fluoralkylsteroiden der aligemeinen Fermal |

' B

R
H &
I.

worln
R! fir elne Muﬂm\;l- oder Ethyigruppe,

R? flir einen Rast der Formal C,F_H,, wobei n 2,3,4,5 oder 6,m> 1
und m+o=2n+1 ist,

R? flir eine frele, varetherte oder verestsrte Hydroxygruppe,

R* und R® ja fiir sin Wasserstoffatom, gemnainsam f{r eine zusatzliche
Bindung oder aine Methylengruppe,
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5t fiir ein steroidales ABC-Ringsystam der Teilformel A, B oder C
stehen,

5 %

warln

R? ein Wassarstoffatom, eine geradksttige C,-C,-oder verzweligte C,~
Cs-Alkylgrupps oder ein Haloganatom,

R’ ein Wasserstoffatom, aline geradksttige C,-C,- oder eine
verzweigte C;-C,-Alkylgruppe, oder,

wenn St fOr ein steroldales ABC-Ringsystem A oder B steht,
auBerdem R® und R’ gemeinsam eine zusitzlicha Bindung,

X oin Sauerstoffatom, sina 'Hvdroxymlnogmppierung =N ~0OH oder
zwel Wasserstoffatorne,

R® elnen Rest Y oder einen ggf. mehrfach mit elner Gruppa Y
substtuiertan Aryirest, wobei Y ein Wasserstoffatom, ein
Halogenatom, eins -OH, -NO,, -N,, -CN, -NR™R™, -NHSO,R", -CO,R",
Cy-CyorAlkoxy-, Cy-Cy-Alkanoyloxy-, Banzaylaxy-C,-C,q-Alkanoyt-, C,-
Cio-Hydroxyalkyl- oder Benzoylgruppe ist

und R*™ und R™ pleich oder verschieden sind und wie R® ein
Wasserstoffetom oder sine C,-C,~Alkylgruppe darstealien,

196
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bedsuten,

sowie flr dls Reste-NR™R™ auch deren physiclogisch vertrigliche
Salze mit SSuren und fOr die Reste -CO,R® mit R®In der Badsutung
von Wassergtoff auch deren physioclogisch vertrigliche Salze mit
Basen.

Verwendung nach Anspruch 3,

dadurch gekennzelchnet,

daas der Inhibitor des Progasteronrezeptors die Verbindung 11B-{(4-
Acatylphenyll-178-hydroxy-17a-{1,1,2,2,2-pentafiucrethyl)sstra-4,9-
dien-3-on ist.

Verwendung nach einam der Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gskennzsichnet,

dass dis Tumorzellen elne hohs oder/und konstitutive
Progesteronrezeptor-Expression sufweisen.

Verweandung nach einam der Ansprichs 1 bls b,
dadurch gekennzaichnet,
dess die Tumorzellen Marmmakarzinomzellan sind.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8,

dadurch geksnnzaichnet,

dass die Bindung von EQF odsr/und anderan Faktorsn, die an den
EGF-Rezeptor binden, an Tumorzelien geshemmt wird.

Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Bildung von Heterodimeren zwischen dem EGF-Rezeptor und
erbB2 gehammt wird.
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Verwendung nach einem dar Anspriche 1 bls 8 fir die
Tumortherapie.

Verwendung nach Anspruch 8, um die Prograssion sines Tumors von
steroidabhénglgem Wachstum zu wachstumsfaktorabhiéngigem
Wachstum zu hemmen.

47/ 4
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Zusammenfassung

Dis Erfindung betrifft die Verwendung van Progesteronrezeptor-nhibitoren
zur Hemmung der Wachstumsfaktorabhingigksit von Tumorzellen.

el/ANM/22821PDE 16.10.2000

/‘77'
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Figur 1:

Antiproliferative Wirksamkait . T47D Zellen wuchsen in
Gegenwart ‘(obers) oder Abwesanhelt {untere
Schraffisrungen) von 0.1 nM E; plus zunehmende
Konzentrationsn von Verbindung A {a), Onapriston {m),
ZK191703 (¢} oder 4-OH-Tam ().

/60
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Figur 2:

T47D Zellen

Protélnmengen des Progssteronrezaptars (PR) und des
Estrogenrezeptors (ER) in T47D Zellen. Die PR- und ER-
Mengen wurden in Zelllysaten unter Verwsndung von
Stsroidbindeassays mit radlioaktiv markiertem
Progesateron bzw. Estradial bastimmt,

/2!
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% relalive LUG-AktiA
s 8 8 B8

T 1 =3 Ca (1% EOH)
Em. RS20 (1nM)

4 /7

Vi
1 !
] !

| —
T4TD Zallan
RETI0 {8.9nM)

% relalive LUC-AXIVIAL

b yaxbizeiung M

Figur 3:

—o— R 488
—— a_
R R A

Verbindung (M)

Transkriptionelle Aktivitd3t von PR in T47D

Zelien. A: TA7D Zellan wurden transient mit MTV-LUC
transfizlert und In Abweaseanheit oder Gegenwart von 1
nM R5020 kultiviert. B: Zur Untersuchung eines PR-
vermittelten Antagonismus wurden die transient
transfiziarten T47D Zellan mit 0,1 nM R5020 und
zunehmeanden Konzentratonsn sn Verbindung A oder
RU488E behandeit.
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s Figur 4:

Scatchard-Analyse der *®l-EQF-Bindung. T47D-Zellan
wurden fir 48 Swnden in Gegenwart von 20 nM
R5020, mit ader chne 50 nM Verbindung A gezichtet,
dann gewaschen und anschlisBend wurde die **5|-EGF-
Bindung Ober einan Beraeich von 0.25-150 ng/mi EGF
durch inkubetion fir 2 Stunden bal 4°C bestimmt. Die
Inserts, zeigen die Menge an gebundenem Liganden
gegsen dan Logarithmus der freien Ligandkonzentration.

/¥3
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Figur &:

Bindung von '®-EGF an intakte T47D Zsellen, Die Zellen
wurden fir 48 Stunden mit 2 oder 20 nM R5020 plus
Verbindung A bxw. Onapristan, oder mit Varbindung A slleine,
vorbshandeit.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor del receptor de progesterona para la
preparacién de un medicamento para la inhibicién del enlace de

factores de crecimiento a células tumorales y/0 a un tumor.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por
el hecho de que se inhibe una proliferacién de las células tu-

morales y/o del tumor causada por factores de crecimiento.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado
por el hecho de que el inhibldor del receptor de progesterona
se elige entre l7u-fluorcalguilesteroides de la férmula gene-

ral I

en la cual

R! representa un grupo metilo o un grupo etilo,

R? representa un radical de la férmula C,FyH,, siendo n 2, 3,
4, 506, m> 1y mto = 2n+l,

R’ representa un grupo hidroxi libre eterizade o esterificado

Cada uno de R* y R® representa un 4tomo de hidrégeno comin para
un enlace adicional o un grupo metileno,

St representa un sistema de anillo ABC esteroidal de la fér-

mula parcial A, B o C

R R! R

en donde
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R® representa un atomo de hidrdédgeno, un grupo C;-Cq—alquilo de
cadena lineal o un grupo Cy-Csq-alquilo ramificado o un Ato-
mo halégeno,

R’ representa un A&tomo de hidrégeno, un grupo C;-C¢-alquilo de
cadena lineal o un grupo C;-Cis~alquilo ramificado o,
si St representa un sistema de anilloc ABC esteroidal A o
B, entonces R® y R’ conjuntamente representan un enlace
adicional,

X representa un atomo de oxigeno, una agrupacién hidroximino
= N - OH o dos &tomos de hidrégeno,

R* representa un radical Y o un radical alquilo eventualmente
substituido varlas veces con un grupo Y, para lo cual Y es
un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo -OH,
-NO2, -Ns, -CN, -NR*R™, -NHSO,R’, -CO;R’, Ci~Cjo-alcoxi, C;-
Cio—alcanoiloxi, benzoiloxi-Ci-Cyp—alcanoil, C;-Cip-hidroxi-
alquilo o benzoilo

y R*™ y R® son iguales o diferentes y al igual que R’ represen-
tan un atomo de hidrégeno o un grupo C,-Cp-alquilo,

asi como para los radicales -NR™R®™ también sus sales fisio-
l6gicamente compatibles con acidos y para los radicales
-CO.R* con R’ significando hidrégeno también sus sales fi-

siolégicamente compatibles con bases.

4, Uso de acuerdo con la reivindlcaciédn 3, caracterizado por
el heche de que el inhibidor del receptor de progesterona es
el compuesto 11B-{4-acetilfenil)-178-hidroxi-17a-(1,1,2,2,2-

pentafluorocetil)-estr-4,9-dien-3-ona.

5. Uso de acuerdo con una de las relvindicaciones 1 a 4, ca-
racterizado por el hecho de que las células tumorales muestran
una elevada o/y constitutiva expresién del receptor de protes-

terona.

6. Uso de acuerdo con una de las relvindlicaciones 1 a 5, ca-
racterizado por el hecho de que las células tumorales son cé-

lulas carcinomas mamarias.
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7. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, ca-
racterizado por el hecho de gque se inhibe el enlace de EGF y/o
de otros factores que se enlazan al receptor EGF a las células

tumorales.

8. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, ca-
racterizado por el hecho de que se inhibe la formacidén de he-

terodimeros entre el receptor EGF y erbB2,

9. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para

la terapia de tumores.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9 para inhibir la
progresién de un tumor de un crecimiento dependiente de este-
roldes hacia un c¢recimiento dependiente de factores de creci-

miento
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COLOMBIA
DOCUMENTO DE CESION
ASSIGNMENT DOCUMENT

Los suscritos,
{We, the undersigned)

1) ROSEMARIE LICHTNER
con domicilio en Berlin, Rep. Fed de Alemania
(domiciled in})

2) ULRIKE FUHRMANN
con domicilio en Berlin, Rep. Fed. de Alemania
(domiciled in)

declaramos que somos los inventores de la invencién que lleva el titulo
(declare that we are the inventors of the invention titied)

Inhibition of the Growth Factor Dependency of Tumor Calls
y que hemos cedido el derecho sobre esta invencién en Colombia, junto con los
privilegios
(and that we have assigned our rights over this invention in Colombia, together with its
privileges)

y anexidades a favor de SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
(and attachments, to)  Beriin, Rep. Fed. de Alemania

Rosemarie Lichtner Ulrike Fuhrmann



Urkundenrolle-Nr. R 164/2003

Ich habe das Mitwirkungsverbot nach § 3 Abs. 1 Nr. 7 BeurkG erliutert. Meine Frage, ob eine

Vorbefassung im Sinne der Vorschrift vorliege, wurde verneint.

Die vor mir geleisteten Unterschriften

der Frau Rosemarie Lichtner,
geboren am 21. April 1949,

der Frau Dr. Ulrike Fuhrmann,
geboren am 12. Mai 1959,

- von Person bekannt —

beide geschiftsansiissig in 13353 Berlin, MiillerstraBe 178,

bige ich.

it 31. Miirz 2003

Notar

Kostenberechnung gem. §§ 141, 154 KostO
Geschiiftswert: 12.000,00 €

Beglaubigungsgebiihr §§ 32, 451 15,00 €
Wegegebiihr gem. § 58 15,00 €
Schrajbauslagen §§ 136, 152 1,00 €

lagen §§ 137, 152 1,44 €

lin, 31. Marz 2003
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Apostille
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese dffentliche Urkunde

2. ist unterschrieben von Dimiti Rempen

3. inseiner Eigenschaftals Notar

4. sie ist versehen mit dem Siegel
des Notars

Bestiitigt
in Berlin 6. am 4. April 2003

5

7. durch den Priisidenten des Landgerichts in Berlin
8. unterNr.9101aE-F. 1009/2003
9

Siegel

TN

(Kupfernagel)
Vorsitzender Richtar am Landgericht




Traduccidén Oficial del Aleman de la certificacidédn la nota de
gastos y la apostilla adjuntas al Documento de Ceaidén suscrito
entre las inventoras Rosemarie Lichtner y Dra. Ulrike Fuhrmann
y la compafila Schering Aktiengesellschaft domiciliada en Ber-

1lin, Alemanila.

Registro Notarial Nimero R 164/2003

Habiendo explicado la prohibicién de participacién conforme al
Articulo 3 inciso 1 Numeral 1 de la Ley de Notarizaclén, yo
les pregunté a las participantes si existe algfin impedimento

en el sentldo de dicha Ley. La respuesta fue negativa.

Autentico las firmas que aparecen anteriormente, las cuales

fueron ejecutadas en mi presencia y pertenecen a
1) Sefiora Rosemarle Lichtner, nacida el 21 de Abril de 1949,

2) Sefiora Dra. Ulrike Fuhrmann, nacida el 12 de Mayo de 1959,

ambas conocldas personalmente por el suscrito notario y domi-

ciliadas comercialmente en 13353 Berlin, MilllerstraBe 178B.
Berlin, 31 de Marzo del 2003 '

Dimitrl Rempen, Notarlo en Berlin
(Firma y Sello Oficial)
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Nota de gastos segin Articulos 141,154 Disposicién Impuestos:

Valor del negocio: 12.000,00 EUROS

Impuesto Articulo 32, 451 Disp. Impuestos 15,00 EUROS
Impuesto Articulo 58 Disp. Impuestos 15,00 EUROS
Impuesto Articulos 136, 152 Disp. Impuestos 1,00 EUROS
Impuesto Articulos 137, 152 Disp. Impuestos 1,44 EUROS
I.V.A. 1l6% 5,19 EUROS

Total: 37,63 EUROS

Berlin, 31 de Marzo del 2003

Dimitri Rempen, Notarlo (firma)

2.
3.
4.

10.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Repiblica Federal de Alemania éi

3,
Este documento piblico Eg
Ha sido firmado por: Dimitril Rempen . -

En su calidad de: Notario

Y lleva el sello: Del mencionado Notario
Confirmado

En: Berlin

El dia: 4 de Abril del 2003

Por: El Presidente del Tribunal Regional en Berlin
Bajo el No.: 9101 a E-F 1009/2003

Sello: EL PRESIDENTE DEL TRIBUNAL REGIONAL EN BERLIN

Firma: Por encargo: Kupfernagel,

Juez Presidente en el Tribunal Reglonal <</]
A (7-\&

ADOLF WATZKE
Traduetor Ofieial

Res. 8433 Minjusticis
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la solicitud.

Representacidn graficay fologr&fira del Disafio Industial o muestra del
Material que Incorpora el disefo. .

()
Comprobante de pago de Jas tas:s estahlecldas . L.

Fecha:

—

o oS —

INCOMPLETA { )

. UsuARio Wcmbn |

— et e — '-
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Follo 185
2020
Bogota, D.C.,
. 72

Doctor: Oficlo N* 07273
Gustavo Hollmann Restrepo
Apoderado
Schering Aktiengeselischaft
ASUNTO: Radicacién N° - 03040572

Sollcitud intemacional PCT/EP2001/12004

Fecha inicio fase nacional 18/05/2003

Tramite 011

Evento 379

Actuacién 430

Follos 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la
Decislén 486 de la Comisién de ia 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:

a Los dibujos adjuntos no son legbles o coplables para trdmites posteriores de
publicacién y thulo.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsién 486, se le requlere
para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de notificacion del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al preserte requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, iiteral e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
isiéfi de Nuevas Creaciones.

E anterdor requerimiento fue  notificado por fijacén en lista de
fecha, DECET M .



