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Solicitud de Patente de Invencion titulada: “Terapia combinada contra
tumores que comprende derivados sustituidos de acriloilo distamicina e

inhibidores de proteina quinasa (Serina/Treoina quinasa)”

Solicitante: Pharmacia Italia S.P.A.

RESPUESTA AL AUTO NOTIFICADO POR FIJACION EN LISTA NO. 185

DEL 13 DE JUNIO DE 2008, OFIciO No. 7831 (EXAMEN DE FONDO)

ALVARO CORREA ORDONEZ, mayor de edad y vecino de Bogota D.C., identificado tal como
aparece al pie de mi firma, en mi caracter de apoderado de la sociedad en referencia, doy

respuesta al auto emanado por ese Despacho dentro del término legal:
1. Objeciones del Examinador

1.1  De las reivindicaciones de la solicitud

El Examinador considera que:

“La reivindicacién 1 no es concisa al indicar «un inhibidor de proteina quinasa™ ya que

puede incluir compuestos que no hacen parte del objeto de la invencion.

En la reivindicacion 2 se deben escribir los nombres de los principios activos de acuerdo a

la Denominacion Comun Internacional.
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La reivindicacion 8 se debe hacer dependiente de la reivindicacion 1.

Los productos de la reivindicacién 9 y sus dependientes no mencionan componentes
diferentes a los de las composiciones farmacéuticas de la reivindicacién 1, por lo tanto no es

necesario que sean independientes.”

En cuanto a las reivindicaciones 23 y 24 el Examinador considera que estan exceptuadas de

patentabilidad segln el articulo 20 D 486 literal a)-d).

Asi mismo, El Examinador objeta las reivindicaciones 17 a 22 porque indican el uso de un
derivado acriloilo distamicina de férmula (1) para la fabricacion de medicamentos, lo cual

no se considera como invencion y por lo tanto no es patentable.
1.2 Nivel Inventivo

Sobre el requisito del nivel inventivo, el Examinador establece que encontrd los
documentos: D1 (WO 01/97618) y D2 (Articulo: International Journal of Cancer, volume

72, Issue 5, paginas 810-814) que afectan el nivel inventivo de la solicitud.

“El documento DI describe composiciones farmacéuticas que lienen un efecto sinérgico
antitumoral 'y estdn conformadas por un agente antitumoral y un derivado de acriloil

distamicina de formula: (...)

Con estos compuestos pueden formar composiciones farmacéuticas muy similares a las
descritas en la presente solicitud ya que al realizar los respectivos reemplazos de los
sustituyentes R1 y R2 de la formula (1), se obtienen los mismos compuestos derivados de
acriloilo distamicina. Estas composiciones descritas en DI también estan conformadas por
un derivado de acriloilo distamicina y un agente antitumoral, y solo se diferencian de las
composiciones de la solicitud en estudio en que dicho agente antitumoral corresponde a un

inhibidor de proteina quinasas.

Estas composiciones, ademds de tener los mismos principios activos, es decir, derivados de

acriloilo distamicina y un agente antitumoral, sugieren y demuestran con diversos ensayos
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un efeclo sinérgico al combinarlos.

El documento D2 describe el efecto citotoxico sinérgico de algunos derivados de
distamicina-A en combinacion con citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF). De
acuerdo a lo establecido en D2, el aumento de la sensibilidad de las células de TNF estd
relacionado con la inhibicion de TNF inducida por la fosforilacion de las enzimas quinasas
las cuales estarian involucradas en el mecanismo de accion antitumoral de los derivados de
distamicina-A, lo cual sugiere que una combinacion un derivado de distamicina-A con un
inhibidor de proteinas quinasas puede generar un efecto aumentado de su actividad

antiproliferativa.

Dados los argumentos anteriores, vemos que las diferencias entre las composiciones

SJarmacéuticas de la solicitud en estudio y las de las anterioridades citadas no parecen

concederle a las composiciones reivindicadas un efecto técnico inesperado, ventaja o
mejoria con respecto a los presentes en el estado de la técnica, ya que tienen los mismos
componentes de actividad antitumoral conocida y no se presentan datos de ensayos que
demuestren una actividad sorprendente o un efecto sinérgico superior al demostrado en el
arte previo para este lipo de composiciones, por lo tanto se les puede considerar

composiciones farmacéuticas alternativas a las ya conocidas.

Teniendo en cuenta el problema técnico de la presente solicitud, el cual es la necesidad de
proveer composiciones farmacéuticas compuestas por un derivado de acriloilo distamicina
de formula (1) mds un inhibidor de proteina quinasa que produzcan un efecto
antineopldsico sinérgico, vemos que la informacion de cualquiera de las anterioridades
citadas le sugiere al experto en la materia, utilizando sus conocimientos generales, o

diseflar composiciones farmacéuticas compuestas por agentes con conocida actividad

- antitumoral y solucionar asi este problema técnico de manera obvia, por lo tanto el objeto

reivindicado en esta solicitud de patente no tiene nivel inventivo, ”

2. Argumentos a favor de la patentabilidad de la solicitud

2.1. Modificacion de las reivindicaciones para que sean iguales a las aprobadas por la

Oficina Europea de patentes,
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Presento junto con este escrito un Capitulo Reivindicatorio Modificado, en el cual se
incorporan las modificaciones hechas a la solicitud equivalente presentada ante la Oficina
Europea de Patentes para este mismo invento y que fue otorgada bajo el nimero EP
1461083 Bl. De igual manera, las reivindicaciones 14 a 25 dirigidas a un uso fueron

eliminadas.

Para que la anterior modificacion surta efecto, adjunto el nvuevo capitulo reivindicatorio,
formulario de modificacion voluntaria a solicitud pendiente y la tarifa establecida por ese

Despacho para este tramite.
2.2. Las reivindicaciones de la solicitud.

2.1.1  El Examinador considera que el termino “inhibidor de proteina quinasa” de la
Reivindicacion 1 no es conciso porque puede incluir compuestos que no son parte de la
invencion. Este término estd definido y claro en la especificacion. Especificamente, el
texto de la solicitud suministra suficiente descripcion para inhibidores de proteina de
quinasa, incluyendo modalidades especificas. Esto se encuentra en las paginas 4 lineas 3 a

7y6lineas 1 a7.

2.1.2  El solicitante ha modificado la Reivindicacion 2 para que se muestren los nombres
quimicos de los inhibidores de proteina quinasa que alli se mencionan. Sin embargo,
también se han eliminado de esta reivindicacion los CP-564959, ZD 2171 y CI-202 por

cuanto los nombres quimicos de los mismos no estan disponibles.

2.1.3  En cuanto a la objecion dirigida a la Reivindicacion 8, se aclara al Examinador que
esta reivindicacién corresponde a la nueva Reivindicacion 7 que es dependiente de la
Reivindicacion 1. La Reivindicacion 7 se relaciona con una composicion farmacéutica que
comprende un representante del compuesto de formula (I) y un inhibidor de proteina de

quinasa seleccionado de ST1571, ZD-1839, OSI-774 y SU 5416.

2.14 En cuanto a la objecion dirigida a la Reivindicacion 9, se aclara al Examinador
que esta reivindicacion corresponde a la nueva Reivindicacion 8. La nueva Reivindicacion
8 y la nueva Reivindicacion 1 tienen objetos diferentes; especificamente, la nueva

Reivindicacion 1 estd dirigida a una composicion farmacéutica mientras que la nueva
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Reivindicacion 8 corresponde a un producto como preparacién combinada para uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de tumores. Por lo tanto, la nueva

Reivindicacion 8 no puede ser dependiente de la Reivindicacion 1, debe ser independiente.
2.3.  Nivel inventivo

2.3.1.  El nivel inventivo de una solicitud se encuentra definido en el Articulo 18 de la
Decision 486 y se establece cuando “si para una persona del oficio normalmente versada en
la materia técnica covrespondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia ni se hubiese

derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

2.3.2. El Examinador considera que la presente solicitud no tiene nivel inventivo debido a
las divulgaciones hechas en los documentos D1 y D2, Particularmente, el Examinador
establece que D2 describe el efecto citotoxico sinérgico de algunos derivados de
distamicina-A en combinacion con citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF).
Sin embargo, de acuerdo con lo que se establece en D2, el incremento en la sensibilidad de
las células TNF esta relacionada con la inhibicion de TNF inducida por la fosforilacion de
las enzimas de quinasa lo cual puede estar relacionado con el mecanismo anti-tumoral de los
derivados de distamicina-A, lo cual sugiere que una combinacion de un derivado de
distamicina-A con un inhibidor de proteina quinasa puede generar un efecto incrementado
de su actividad anti-proliferativa. Ademas, el Examinador alega que no hay datos

bioldgicos en la presente invencion.

2.3.3. Contrario a lo que plantea el Examinador, los documentos del arte previo citados no
afectan el nivel inventivo de la presente solicitud por cuanto no es posible derivar la

presente invencion a partir de las ensefianzas contenidas en los documentos D1y D2.

23.4. En relacion con DI, se tiene que esta anterioridad simplemente ensefia una
composicion que comprende un derivado de distamicina de acriloilo de féormula (I) y un
agente antimicrotubular y/o antimetabélico. DI no ensefia ni sugiere una composicion
farmacéutica que comprende derivados de distamicina de acriloilo de formula (I) y un

inhibidor de proteina quinasa, Gtiles en el tratamiento de tumores.

2.3.5. Con respecto a D2, esta publicacién muestra un efecto sinérgico anti-proliferativo
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de dos derivados de distamicina-A, estructuralmente diferentes a los compuestos de la
presente invencion, con TNF. D2 no ensefia, divulga ni sugiere que la combinacion de un
derivado de a-bromo o a—cloro-acriloil-distamicina de férmula (1) con inhibidores de
quinasa pueden producir un efecto sinérgico antineoplastico, lo cual esta en concordancia
con la presente solicitud. Ademas, tal y como se muestra en la publicacion cientifica M.
Ciomei ef al. British Journal of Cancer 1995, 72:1504-1508 (Anexo 1) hemos presentado
que el efecto sinérgico de lo derivados de distamicina con inhibidores de quinasa son

impredecibles a partir de las ensefianzas disponibles en el estado de la técnica.

2.3.6. Especificamente, en la publicaciéon de M. Ciomei ¢f al. se muestra que la actividad
citotoxica de FCE 24515, uno de los derivados de distamicina-A citados en D2, se
disminuye en combinacién con Jos inhibidores de quinasa: genistein o staurosporine. Se
sugiere al Examinador ver el resumen de ésta publicacion en la pagina 1504, y el segundo
parrafo de la columna de la izquierda de la pagina 1507. Estos datos suministran evidencia
de que fa combinacién de un derivado de Distamicina-A con inhibidores de quinasa llevan a
resultados impredecibles. Entonces, en vista de las ensefianzas de los documentos del
estado de la técnica, una persona versada en la materia no hubiera podido tener expectativas
razonables que lo llevaran a pensar que la combinacién del compuesto de la presente
invencion con un inhibidor de quinasa produjera el efecto sinérgico que ahora se reclama en

la presente solicitud.

2.3.7. Adicionalmente, evidencia de nivel inventivo para la presente solicitud se puede ver
en los datos experimentales in vitro (Anexo 2) que muestran los efectos antineopldsticos
sinérgicos de la composicion farmacéutica de la presente invencion. Especificamente, los
datos experimentales adjuntos, muestran los resultados de la combinacion de brostallicin

con;

ST1571 en una linea de célula humana CML del tipo K562,
ZD1839 en una linea de célula de cancer de pulmon del tipo NCI-H322M y
0S1-774 en una linea de carcinoma humano de pecho del tipo MDA-MB-468.

Mientras que la brostallicina es un representante de derivados de acriloilo distamina,
ST1571, ZD1839 y OSI-774 representan tres diferentes tipos de inhibidores de proteina

quinasa. En consecuencia, los resultados de las Tablas | a 3 que se adjuntan demuestran
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claramente el efecto sinérgico antineoplastico de la composicion que comprende un
derivado de acriloilo dictamina y un inhibidor de proteina quinasa como ahora se reclama.
Teniendo en cuenta que ninguna de las referencias citadas muestra o divulga la composicién
que comprende un derivado de acriloilo dictamina y un inhibidor de proteina quinasa que
muestren efecto sinérgico antineopldstico, entonces la presente invencion si cuenta con nivel

inventivo frente a los documentos del estado de la técnica.

3. Solicitudes concedidas en otros paises para esta misma invencién.

A manera informativa, pongo en conocimiento del Examinador que la patente EP 1461083
B1 (16 de febrero de 2006) equivalente a la presente solicitud colombiana ha sido otorgada,
habiendo sido evaluada segin los criterios de novedad, nivel inventivo y aplicacion

industrial universales.

En virtud de lo anterior, solicito que se acepten las razones expuestas en el presente
documento y en consecuencia, se otorgue el privilegio de patente de invencién para el
invento que se tramita en este expediente.

4, Anexos.

Anexo 01. M. Ciomei ef al. British Journal of Cancer 1995, 72:1504-1508.

Anexo 02. Datos experimentales in vitro que muestran los efectos antineoplasticos

sinérgicos de la composicidn farmacéutica de la presente invencion.

Atentamente,

AW ARO CORREAORDONEZ

C.C.No.79.143.366 de Usaquén
T.P.20.281
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Anexos: Capitulo reivindicatorio modificado
Formulario de modificacién
Recibo
Anexo 1
Anexo 2

BOGLMS/BOGDMS-127092 DOC - P2004/000020
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica que comprende un portador o
exciplente farmacéuticamente aceptable vy, como ingrediente

activo,

Un derivado de acriloilo distamicina de la férmula (I):

H,C n . )
R,
o]

En donde:
R; es un atomo de bromo o cloro; o

R2 es una distamicina o un grupo de formula (II):

(m

w

n

En donde

m es un entero entre 0 a 2;

n es un entero entre 2 a 5;

res 0o 1;

X v Y son, el mismo o diferente e independientemente de cada uno

un anillo heterociclico, un &tomo de nitrdgeno o un grupo CH;

G es fenileno, un anillo heterociclico saturado o no saturado con

5 a 6 miembros con 1 a 3 heteroatomos selecclonados entre N, O ©

S, o es un grupo de fdérmula (III) como sigue:
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En donde Q es un atomo de nitrdgeno o un grupo CH y W es un
oxigeno o un atomo de azufre o es un grupo NR3 en donde Rz es

hidroégeno o un alquilo con 1 a 4 carbonos;

B es seleccionado del grupo que consiste de:

NH, NRR, NRR,

/gNR.‘ : ANRS ; \ﬁANR, :
H
N

4
0O

N
—CcN . —NBR. —CONRR, —NHCONRR,

En donde Ry es ciano, amino, hidroxi o alcoxi con 1 a 4 carbonos;
Rs, R¢ v Ry, es el mismo o diferente, son hidrdégeno o alquilo con

1 a 4 carbonos;

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; y

un inhibidor proteina quinasa.

2. Una composicidn farmacéutica de acuerdo con la

reivindicacién 1 en donde el inhibidor de proteina quinasa se

selecciona del grupo que consiste de:
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STI571 (Benzamida, 4~[(4-metil-l-piperazinil)metil]-N-(4-metil-

3[([4-(3-piridinil)-2-pirimidinil)amino]fenilo]-)

ZD-1839 (4-Quinazolinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-

{3~ (4-morpholinil)propoxi]-)

0SI-774 (4-Quinazolinamina, N-(3-etinilfenil)-6, 7-bis(2-

metoxietoxi)-)

PKI 166 (Fenol, 4-[4-[[(1R)- 1 -feniletil]amino]-7H-pirrolo [2,6 3-
dlpirimidin-6-il]-)

EKB-569 (2-Butenamida, N-{4-{(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-3-

ciano-7-etoxi~-6-quinolinil]-4-(dimetilamino) -, (2E)-)

GW572016 (4-Quinazolinamina, N-[3-cloro-4-[(3-
fluorofenil)metoxil]fenil]-6~ [5-[[[2~

(metilsulfonil)etil]amino]metil-2-furanilo]-)

CEP 2563 (B-Alanina, L-Iysil-,[(9S, 10S,12R)-2,3 ,9,10,11,12-
hexahidro-10-metoxi~-9-metil-1 -ox0-9, 12-epoxi- 1H-diindolo[ 1
,2,3-fg:37,2", 1'"-k1] pirrolo[3,4-1][1,6] benzodiazocin- 10-

ilimetil ester, hidrocloruro (1:2))

UCN-01 (9,13-Epoxi-1H, 9H-diindolo[1,2,3-
gh:37,2’,1"Im]lpirrolo(3,4-7][1,7]benzodiazonin-1 -
ona,2,3,10,11,12,13-hexahidro-3-hidroxi-10-metoxi-9-metil-11-
{metilamino) -, (3R,95,10R,11R,13R)~)

CGP 41251 (Benzamida, N-[(9S,10R, 11R,13R)-2,3,10,11,12,13-
hexahidro-10-metoxi-9-metilo-1 -ox0-9,1 3-epoxi- 1H, 9H-diindolo]
1,2,3-gh:3",2", 1'-Imlpirrolo(3,4-31(1 ,7]benzodiazonin-11 -il]-
N-metil-)

Safingocl (1,3-Octadecanediocl, Z2-amino-, (28, 38)-)
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Perifosina (Piperidinium, 4-[[hidroxi{octadecilloxi)fosfinil]

oxi)~1,1l-dimetil-, sal interna)

SU 5416 (Z2H-indol-2-one, 3-[(3,5~-dimetil-1H-pirrol-2-il)
metileno] -1, 3-dihidro-)

CGP 79787 (1 -Ftalazinamina, N~ (4-clorofenil)-4-(4-

piridinilmetil)-)

2D 6474 (4-Quinazolinamina, N-(4-bromo-2-fluorofenil)-6-metoxil-

7-1(1 -metil~4-piperidinil)metoxil]-)

SU-11248 (acido Butanedioico , 2-hidroxi-, (28)-, compuesto con
N-[2-(dietilamino)etil]-5-{(Z)-(5-fluoror-1,2-dihidro-2-oxo-3H-
indol-3-ilideno)metal]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida(l:1));

Flavopiridol (4H-1 -Benzopiran-4-ona, 2-(2~clorofenil)-5,7-

dihidroxi-8-[((3%,4R)-3~hidroxi~l-metil-4-piperidinil]-).
3. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la

reivindicacidén 2 en donde el inhibidor de proteina quinasa se

selecciona del grupo que consiste de:

STI571 (Benzamida, 4-[(4-metil-l-piperazinil)metil]-N-(4-metil-

3[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil)amino]fenilo]-)

ZD-1839 (4-Quinazolinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-

[3-(4-morpholinil) propoxi] -)

0SI-774 (4~Quinazolinamina, N-(3-etinilfenil)-6, 7-bis(2-

metoxletoxi)—~)

SU 5416 (2H~indol-2-one, 3-~[(3,5-dimetil-1lH-pirrol-2-
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il)metileno]~1,3-dihidro-).

4. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidén 1 que comprende un derivado de acriloilo
distamicina de férmula (1) en donde R; y Ry son segin se definid
en la reivindicacién 4, r es 0, mes 0 0o 1, nes 4, X y Y son

ambos grupos CH y B se selecciona de:

NH, NR,R, NRR,

N NP

: FOONTR,

—CN . —CONRgR; —NHCONR,R,

Fn donde Ry es clano o hidroxi y Rs, Rg v Ry son iguales o

diferentes, y son hidrdgeno o alquilo con 1 a 4 carbonos.

5. Una composicidon farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidén 4 que comprende un derivado de acriloilo
distamicina de férmula (1) en donde R1 es bromo, R2 es un grupo
de férmula (II) en donde r y m son 0, n es 4, X y Y son CH, B es

un grupe de férmula:

COWRR,
\NJ%

NR,

en donde Rs, Rgy Ry son atomos de H opcionalmente en la forma de

una sal farmacéuticamente aceptable.

6. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 1 que comprende un derivado de acriloilo
distamicina, opcionalmente en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, seleccionada del, grupo que consiste

de:
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1. Clorhidrato de N-[5-[[[5-[[[2-

[ (aminoiminometil)amino] etil] amino] carbonil] —l-metil-1H-
pirrol—3—il] amino] carbonil] —1— metil—-lH-pirrol—3-il] —4—
[[[4— [(2—bromo-l—oxo-2-propenil) amino] -1l-metil-1H-pirrol-
2~11 [carbonil] amino]—l-metil-1H-pirrol -2 — carboxamida

(Brostaglicina):

2. Clorhidrato de N-(5-{[(5-{[(5-{[(5-{[(2- {[amino
(imino) metil] amino} propil) amino] carbonil}~l-metil-1H—
pirrol-3-il) amino] carbonil}—l-metil-1H-pirrol-3—il) amino]
carbonil}-1-metil—1H-pirrol-3—il)—4— [ (2—bromoacriloil)

amino] —-l-metil-1H- pirrol-2-carboxamida;

3. Clorhidrato de N—(5—{[(5~{[(5~{[(3—amino~3— iminopropil)
amino] carbonil}-Il-metil-1H-pirrol-3—il) amino] carbonil}-1—
metil—1H— pirrol-3-il) amino] carbonil}-l-metil-1H-pirrol—3—
il) —4— [ (2-bromoacriloil) amino] —1— metil-l1H-pirrol-2-

carboxamida;

4, Clorhidrato de N~ (5—{[(5—{[(5—{[(3—amino—3— iminopropil)
amino] carbonil}-l-metil-1H-pirrol—3— 1il) amino] carbonill}-—
l-metil~1H— pirrol-3—il) amino] carbonil}-1-metil—-1H—
pirrol—3-il)-4— [(2-bromoacrileoil) amino] —1— metil—1H—
imidazol-2—carboxamida;

5. Clorhidrato de N—(5—{ [ (5—{[(5—{[(3—amino—3~-iminopropil)
amino] carbonil}-l-~metil-~1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-
metil-1H-pirrol—-3—il) amino] carbonil}—-l-metil—1H— pirrol-3-
i1)-3-[(2-bromoacriloil) amino]-1- metil-1H—pirazol-5-

carboxamida;

6. N=(5-{[(5-{[(5-{[(3-amino-3-oxopropil)amino]carbonil} —
1- metil—-1H~pirrol—3— il) amino]carbonil}-l-metil—1H—pirrol—
3— 11) amino] carbonil}—l-metil—1H—pirrol—3-11)-3— [ (2—

bromoacriloil) amino]—l-metil—1H— pirazol-5-carboxamida;

7. Clorhidrato de N—(5—{[(5—{[(5={ [(2— { [amino (imino)



metillamineo} etil)amino]carbonil}~l-metil—1H— pirrol-3-il)
amino]carbonil}-l1-metil-1H-pirrol-3-il) amino] carbonil}-1-
metil—1H— pirrol-3—il) —4—[(2-cloroacriloil) amino] —1—

metil-1H-pirrol-2-carboxamida;

8. Clorhidrato de N—(5—{[(5—{[ (3~ {[amino (imino)metil]
amino} propil)amino] carbonil}—1-metil-1H- pirrol—3-—1i1)
amino] carbonil}—l-metil-1H— pirrol—3—il)-4-[ (2—

bromecacriloil) amino] —l-metil-1H-pirrol-2-carboxamida;

9, Clorhidrato de N—(5-{ [ (5-{[(3-amino-3-iminopropil)
amino] carbonil}-l-metil-1H- pirrol—3—il) amino] carbonil}-—
l-metil-1H— pirrol-3—il) —4— [ (2-bromocacrileil) amino] -1-—

metil-lH—pirrol-2-carboxamida;

10, N—{5—[({5~[({5~[({3— [(aminocarbonil)amino]propil}
amino) carbonil] -l-metil-1H-pirrol-3-il} amino) carbonil] —
l-metil-1H-pirrol-3-il} amino) carbonil] -l-metil—I1H-pirrol—
3-11}- 4—[ (2-bromoacriloil)amino]—1l-metil~1H-pirrol—2-—

carboxamida.

Una composicidén farmacéutica segun la reivindicacién 1 que

comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable vy,

como ingrediente activo,

Clorhidrato de N—([5—[[[[5~[[[2-[(aminoiminometil)

aminoletil]lamino] carbonil]-l-metil-1H-pirrol-3-

ilJamino]carbonil]-1-metil-1H- pirrol-3-i1]-4-[[[4-[(2-bromo-1-~

oxo-2-propenil) amino] —l-metil-1H-pirrol-2- il([carbonil]amino]-

l-metil~1lH-pirrol-2-carboxamida (Brostalicina); vy

un inhibidor de proteina quinasa se selecciona del grupo gque

consiste de:

STI571 (Benzamida, 4-[(4-metil-l-piperazinil)metil]-N-(4-metil-
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3[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil)amino]fenilo]~)

ZD-1839 (4-Quinazolinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-

[3-(4-morpholinil)propoxi]-)

05I-774 (4-Quinazolinamina, N-(3-etinilfenil)-6, 7-bis(2-

metoxietoxi) -)

SU 5416 (2H-indol-2-one, 3-[(3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
il)metilenco] -1, 3-dihidro-).

8. Productos que comprenden un derivado de acriloilo

distamicina de férmula (I):

En donde:
Ry es un atomo de bromo o cloro; o

R2 es una distamicina o un grupo de férmula (II):

()

En donde

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

r es 0 o 1;
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X y Y son, el mismo o diferente e independientemente de cada uno

un anillo heterociclico, un atomec de nitrdgenc o un grupo CH;

G es fenileno, un anilloc heterociclico saturado o no saturado con
5 a 6 miembros con 1 a 3 heterocatomos seleccionados entre N, O o

S, © es un grupo de férmula (III) como sigue:

En donde Q es un atomo de nitrdgeno o un grupo CH y W es un
oxigeno o un atomo de azufre o es un grupo NR3z en donde R; es
hidrégeno o un alguilo con 1 a 4 carbonos;

B es seleccionado del grupo gue consiste de:

NH, NR,R, NRR,

/gnn; : ANRS ; \NAN'RS

' H

; i
<, =<3, <

—CN . —NRR,. —CONRR, —NHCONRR,

En donde Ry es ciano, amino, hidroxi o alcoxi con 1 a 4 carbonos:;

Rs, Re v Ry, es el mismo o diferente, son hidrdgeno o alquilo con

1 a 4 carbonos;

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; y un inhibidor
proteina quinasa como una preparacién combinada para uso

simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de tumores.

9. Productos de acuerdo con la reivindicacidn 8 en donde el

inhibidor de quinasa es seleccionado del grupo que consiste de:
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STI571 (Benzamida, 4-[(4-metil-l-piperazinil)metil]-N-(4-metil-

3[{[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil)amino]fenilo]-)

ZzD-1839 (4-Quinazolinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-

[3~(4-morpholinil)propoxi] -)

08I-774 (4-Quinazolinamina, N-(3-etinilfenil)-6, 7-bis(2-

metoxietoxi) —)

PKI 166 (Fenol, 4-[{4-[[(1R)- 1 -feniletil]amino]-7H-pirrolo [2,3-
dlpirimidin-6-11]-)

EKB-569 (2-Butenamida, N-[4-{ (3-cloro-4~-fluorofenil)amino]-3-

ciano~7-etoxi-6-quinolinil]~4-(dimetilamino)-, (2E)-)

GW572016 (4-Quinazolinamina, N-[3-cloro-4-[(3-
fluorofenil)metoxil]fenil]—-6- [5-[[[2~

(metilsulfonil)etillamino]metil-2-furanilo]-)

CEP 2563 (B-Alanina, L-~Iysil-,[(9S, 10S,12R)-2,3 ,9,10,11,12-
hexahidro-10-metoxi~9%9-metil-1 -oxo-9, 12-epoxi-~ 1lH-diindolo[ 1
,2,3-fg:37,2", 17~kl) pirrolo[3,4-1][1,6] benzodiazocin- 10-

il)metil ester, hidrocloruro (1:2))

UCN-01 (9,13-Epoxi-1H,9H-diindolo[1,2,3~
gh:37,2",1"Im]pirrolo(3,4-7][1, 7lbenzodiazonin-1 -
ona,2,3,10,11,12,13-hexahidro-3-hidroxi-10-metoxi-9-metil-11~
(metilamino) -, (3R, 95,10R,11R,13R)~)

CGp 41251 (Benzamida, N-[(93,10R, 11R,13R)-2,3,10,11,12,13-
hexahidro-10-metoxi-S9-metilo-1 -ox0-9,1 3-epoxi- 1H,9H-diindolo]|
1,2,3-gh:3",2", 1'-Im]lpirrolo[3,4-31[1 ,7]lbenzodiazonin-11 —-il]-
N~metil-)

Safingol (1,3-0Octadecanediol, 2-amino-, (23, 3S8)-)
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Perifosina (Piperidinium, 4-[[hidroxi(octadecilloxi) fosfinil]

0oxi)-1,1l-dimetil-, sal interna)

SU 5416 (2H-indol-2-one, 3-[(3,5-dimetil~1H-pirrol-2-il)metileno]
-1,3-dihidro-)

CGP 79787 (1 -Ftalazinamina, N-(4-clorofenil)-4-(4-

piridinilmetil)-)

ZD 6474 (4-Quinazolinamina, N-(4-bromo-2-fluorofenil)-6-metoxil-

7-[(1 -metil-4-piperidinil)metoxil]-)

SU-11248 (acido Butanedioico , 2-hidroxi-, (2S8)-, compuesto con
N={2~(dietilaminc)etil]-5-[(2)~(5~fluoror-1,2-dihidro-2-oxo-3H-
indol-3-ilideno)metal]~2,4-dimetil-1H~-pirrol-3-carboxamida(1:1)):

Flavopiridol (4H-1 -Benzopiran-4-ona, 2-(2-clorofenil)-5,7-

dihidroxi-8-[((38,4R)-3-hidroxi-l-metil-4-piperidinil]-).
10. Productos de acuerdo con la Reivindicacidén 9 en donde el

inhibidor de proteina quinasa se selecciona del grupo que

consiste de:

STI571 (Benzamida, 4-[(4-metil~l-piperazinil)metil]-N-(4-metil-

3[[4-(3-piridinil)~2-pirimidinil)amino]fenilo]-)

ZD-1839 (4-Quinazolinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-

[3-(4-morpholinil)propoxi]~)

08I-774 (4-Quinazolinamina, N-(3-etinilfenil)-6, 7-bis(2-

metoxietoxi)-)

SU 5416 (2H-indol-2-one, 3-[(3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
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il)metileno]-1,3-dihidro-).

11. Productos de acuerdo con la reivindicacidn 8 que comprenden
un derivado de acriloilo distamicina de férmula (I)en donde R1 es
un adtomo de bromo o cloro; R2 es un grupo de féormula (II) en
donde r ym son 0, nes 4, X y Y son un grupo CH; B es un grupo

de formula:

NR,R,

~
¥ e,

en donde Rs, Rgy Ry son atomos de H opcionalmente en la forma de

una sal farmacéuticamente aceptable.

12. Productos de acuerdo con la reivindicacidén 8 en donde el
derivado de acriloilo distamicina es seleccionado del grupo como

se definid en la reivindicacién 6.

13. Productos que comprenden el derivado de acriloilo
distamlcina clorhidrato de N—[S5—[[[5—[[[2~

[ (aminoiminometil)amino]etil] amino]carbonil]-l-metil—1lH-pirrol—
3—il] amino] carbonil] ~l-metil—1H— pirrol—-3—ill —4— [[[4—[ (2—
bromo—l—ox0o-2— propenil) amino] —l-metil-1H-pirrol-2— u
[carbonil] amino] —l-metil—1H—-pirrol—2— carboxamida
(Brostalicina), y un inhibidor de la proteina quinasa que se

selecciona del grupo que consiste de:

STI571 (Benzamida, 4~[(4-metil-l-piperazinil)metil]-N-(4-metil-~

3[4~ (3-piridinil)-2-pirimidinil)amino]fenilo]~)

ZD-1839 (4-Quinazolinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-6-

[3- (4-morpholinil)propoxil—)

0S5I-774 (4-Quinazolinamina, N-(3-etinilfenil)-6, 7-bis(2-
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metoxietoxi)—)

SU 5416 (2H~indol-~2-one, 3-[(3,5-dimetil-1H-pirrol-2-

il)metilenol-1,3-dihidro-);

como una preparacidén combinada para uso simultdneo,

secuencial en el tratamiento de tumores.

BOGDMS-127128.D0C

separado o

| 4o
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Decreased tyrosine phosphorylation in tumour cells resistant to FCE

24517 (tallimustine)

M Ciomei, W Pastori, L Capolongo, C Geroni, G Mclegaro, G Pennella and M Grandi

FPharmacta, R&ED/B.A. Pharmaceuricals, Experimental Oncology Depariment, Via Glovannt XXII no. 23, 20014 Nerviano M[ -

Ttaly,

Summary Resistance to FCE 24517 ix not related 1o the emerpence of any of the most frequently observed
phenotypes. We haove found that two rcsistant coll lines (L1210/24517 murine lenkacmia and LoVe/ 24517
human colon adenocarcinoma) present congenital modificarions in tyrosyl phosphatasc and kinase activities,
Moroover, the cytotoxic netivity of FCE 24517 is iocraascd in combinaton with a tyrosine phosphatase
inhibitor and decreated in combination with protein kinase inhibitors, this being in agreement with the
hypothesis that the activity of this drug ls strietly dependent on the presence of tyrosine phosphiorylated

prowcin(s).

Keywords:  FCE 24517; tallimustine; resistunce; MDR; phospherylation balunce

FCE 24517 (wllimustine), a benzoyl mustard derivative of
distamycin A, is a new agti-turnour agent which has shown a
remurkable preclinical anti-tumour activity (Barbieri e af,,
1988; Arcamone ¢r al., 1989) and is now in phase II clinical
trials (Abigerges et al., 1993; Hapeboutros er al., 1994; Sessa
ol al,, 1994).

A murine leukacmia L1210 line (1.1210/24517) and a
human ¢olon adenocarcinoma line (LoVo/24517) resistant to
FCE 24517 have becen reeently described (Capolongo of al.,
1993; Geromni ef al., 1993), These cell lines malntain the same
growth features and biological behaviour as the parental line
and are specifically resistont Jy vitroe and in vivo to the
selecting agent and other distamycin A derivatives bearing
different alkylating moleties, such as nitrogen mustard,
epoxycarbony! and halogenoacriloyl group on the N-terminal
position of dixtemycin A (D"Alessio er al., 1994). As regards
other cytotoxic agents, tho L1210/24517 sublinc does not
present the multidrug resistance (MDR) phenotype and is
fully sensitive to anti tumour compounds involved in the
MDR mcchanism and to alkylating agents (e.g. cisplatin)
(Geroni &1 al.. 1993). Moreover, it is partially cross-resistant
to melphalan, this resistance being accounted for by higher
glutathione and glutathione-S-transferusc intracellular levels,
which however do pot influcnce the resistanec to FCE 24517
(Geroni ez afl., 1993; Tagliabue er al., 1993). The LoVo/245]7
sublinc is partially ditferent, because it is murginally resistant
to doxorubicin, VP-16 and vinblustine, because the mdr-]
mRNA. expression is clovated 2-fold. In this case the resis-
tance selected by FCE 24517 is partially mediated through
pl70 overexpression, but the main mechanivm still remains to
be established.

Further possible cxplanations for drug resistance were
examined, such as, for example, the presence of » more
efficient repair of the DNA damage caused by FCE 24517,
This compound .is able to alkylate adenine-N3 located in
highly specific DNA sequences (Broggini er al., 1591) ang
thercfore an increase in adenine N3 glycosylases could pro-
tect the cells; howcver, the significant cross-resistance to the
purent compound distamycin A, which i$ not an alkylating
agent, is completely in contrast with this hypothesis. We now
report that a congenital modification in the phosphorylation
balance iy prescat in the resistant sublines, The importance of
a1 well-regulared balance between phosphorylation and

Correspondance; M Ciomei
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,dephosphorylation for the mode of action of FCE 24517 iy
strengthened by the increased cytotoxicity of FCE 24517
observed in combination with a tyr-phosphatase inhibitor in
both sensitive and resistant cclls.

Materials and methods

Chemicals

FCE 24517 was synthesised in the Chemical Deparmment of
Phoarmacia, Farmitalia Carlo Erba, Milan, ltaly. The drug
wus dizsolved in sterile water immediately before use and the
concentration was checked spactrophotometrically following
dilution of aliguots of the drug solution in cthanol: 1,,, =
314nm, E 1% = 744,09, Herbimycin and staurosporine were
obtained from Calbiochem (San Diego, CA, USA); genistein,
quercetin and sodium orthovanadute were from Sigma (St
Louis, MO, USA).

Sodium orthovanadate (INa-V) was dissolved in water; her-
bimycin, staurosporine, genistein and quércetin were djs-
solved in DMSO (maximum concentration in the assays 1%,
which has no effect on ¢cll proliferation).

Cell cultures

L1210 and L1210/24517 murine leukaemia ccll lines were
grown in vitro as a stationary suspension culwure in REMI-
1640 medium (Gibeo, Grand Island, NY, USA) supp-
lemented with 10% fetal call scrumn (FCS) (Flow, Irvine,
UK), 2mM L-glutamine (Gibco Europe, Glasgow, UK),
10 M f-mercaptoethanol, 100 Unitmi~' penicillin  and
100 g mi~! streptomyein.

LoVeo and LoVo/24517 human colon adenocarcinoma cell
lines were maintained in Ham's F12 medium (Gibso, Grand
Island, NY, USA) supplemented with 10% FECS, 1%
vitamins (vitamins BME solution, 100 x, Gibco) and 2 mmMm
L-ghitamine.

Drug sensitivity assuys

To determine the antiproliferative effect of the combination
of Na-V or protein kinase inhibitors with FCE 24517, L1210
and L1210/24517, exponcntially growing cells were seeded
(1% 10* ccllsmi~") in T25 fHasks (Costar. Cambridge, MA,
USA) in the presence or absence of Nu-V or protein kinase
inhibitors, After 48 h incubation cclls were readjusted 1o the



concentration of 1 X 10* cellsmi™!, reseeded in test tubes
(1 ml per tube) and treated for 1 h with different concentra-
tons of FCE 24517 in the presenes of Na-V or protein
kinase inhibitors. At the end of the treatment, the cells were
washed and incubated in drug-free medivm for 48 h; inhibi-
tion of cell growth was evaluated by counting surviving cells
in a ZBI Coulter Counter (Hialeah, FL, USA). LoVo and
L.oVo/24517 cclls were sceded in 35 mun plastic dishes at a
concentration of 600 cells per dish; after 24 h cells were
treated with Na-V for 48 h, FCE 24517 was added for the
last 4 h, then the medium was replaced with fresh medium
and colonics were counted after 8—10 days using an optical
microscope.

The 50% inhibitory concentration (ICs) wus calculated on
the derived concentration—tresponse curves. For each drug
concentration duplicate cultures were used.

Antiphosphotyrosine blots

For total protein extracts, cells in exponentizl growth were
washed twice with phosphate-buffcred saline (PBS) and
treated with 1 mM Na-V for 13 min (LoVo ¢ells) or 60 min
(L1210 cells) in serum-free medium. After exposure, the
pelleted cells were solubilised in boiling Laemmli buffer. The
cell lysates were immediately boiled for 5 min and sornicated.

In each sample of total protein extracts the protein content
was estimated by the Picree protein assay (bicinchoninic acid
assay) and adjusted to an equivalent concentration in order
w load 300pug of protein per lame for separation by
SDS=PAGE on 1 10% acrylomide slab gel,

The SDS—-PAGE scparated protcins were trapsferred
clectrophoretically to a nitrocellulose gheet that was soaked
as described (Toedin ¢ al., 1979). The nitrocelluloss sheets
were then incubated 1 h at room temperature in the presence
of 2pgml~! of antiphosphotyrosine entibody moneclonal
IgG2bk (UBI, Lake Placid, NY, USA). After washing, blots
were incubated with horseradish peroxidase-linked whole
antibody anti-mouse Ig at room temperaturc for 1 h. Detees
. tion using the ECL reagents (Amersham, UK) was accomp-
lished by mixing them in a ratio of } : 1 and applying to the
nitrocellulose surface for | min. Excess reagent was drained
off and the membrane expoyed for 30s to Hyperfilm-ECL.

The molecular weight of the phosphoproteins was est-
imated relative 1o the electrophoretic mobility of co-
transferred, prestained protein standards (Amersham, UK),

The total opticel density of the diffcront lsoss was
measured using an Ymaging Analyser (Vidas Plus, Zeiss),
program Ibas 20, Kontron Elcctronik.

Phasphotyrosyl-specific prorein phasphatase ( PTPase) assay

A standard 100yl rcaction contained 100 000 c.pam. *P-
labelled substrate 2P-Tyr-myelin basic protein, labelled at its
wyrosing residue using [y-2PJATP and v-abl tyrosine kinase as
described by Streuli er al., 1990) in buffer A: 50 mM Hepes,
5mM EDTA, 10mM DTT, 50 mM sodium chloride, 50 ug
ml~! bovine serum albumin (BSA) pH 7.0,

The reaction was initiated by the addition of the appropri-
ate dilution of membrane protein samples (extracted accord-
ing to Burler er al, 1989). Afrer different umes at 30°C, the
reaction was stopped by addiog 500 pg of BSA as carder
protein and 200 pl of 20% trichloroacetic acid (TCA) and
proteins were precipitated in liquid nitrogen. The samples
were then centrifuged in an Eppendorf ¢centrifuge for 10 min
and the *P content of the supernatant was detepmined.

Tyrosing kinase assay

A standard 50p] reaction contained 0.1pl [y-PIATP
(6000 Ci mmol~', 10mCiml~', NEN DUPONT), 10 pg ml~
myelin basic protein, 3 mM sodium orthovanadate, 50 pM
ATP In buffer B: 25mM Tds., 0.1 mM DTT, 10 mM mag-
netium chloride pH 8.0,

The reaction was inidated by addition of the appropriate
dilution of membranc protein samplex (extracted gecording
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to Butler er al., 1989). After 30 min at 30°C, the reaction was
stopped by adding 250 pg of BSA as carrier protein and
100 11 of 20% TCA and proteins were precipitated in liquid
pitrogen. The samples were then centrifuged in an Eppendorf
centrifuge for 10min and the P content of the pellets
resuspended in 0.1 M Tris pI 8.0 was determined.

Results

Studies on ryrosine phosphorylated proreins

No changes in the total protcin content of the FCE 24517
resistent subclones in comparison with the protein content of
the patental cell lines, LoVo and L1210, were scen after
SDS~-PAGE and Coomassie sining (not shown). On the
contrary, Figure 1 shows the difference observed after
immunodetection of the same blotted gels with an antiphos-
photyrosine menoclonal antbody: a general reduced phos-
phorylation in tyrosine was present in the LoVo/24517 pro-
teing (lane 4 in comparison with lane 1) together with a
reduced sensitivity of the resistant Line (lanes 5 and 6 in
comparisen with lanes 2 and 3) to a 15 min weatment with a
tyrosine phosphatase inhibitor, sodium orthovanadate
(Tonks et al., 1988). Figure 2 shows the quantitative den-
sitometric evaluation of three repeated experiments on LoVo
and LoVo/24517 eells and of similar experiments on L1210
and 1.1210/24517 cells: also in the case of L1210-cells, the
proteins of the resistant line presented a reduced phosph-
¢rylation in tyrosinc.

Studies on phosphatyrosyl-specific phosphatase activity

The genecral picture of reduced tyr-phosphorylation scen in
total protein extracts of both resdstant sublines was in agree-
ment with the hypothesis of a modification either in the
tyr-phosphatase activity or in the tyr-kinase activity of the

" resistant sublines. The tota]l PTPase activity in membrane

extracts of both sensitive and resistant subclones was
evaluated as the abifity to dephosphorylate P-myelin basic
protein phosphorylated by abl oncopene product,

As shown in Figure 3 the phosphotyrosyl-specific phos-
phatase activity is increased in the protein membrane extract
of L1210/24517 cells in comparison with the acrivity of the
membranc extract of the parcntal L1210 ccll line, whereas no
difference was observed with LoVo and LoVo/24517 mem-
branc extracts.

Figure 1 Tyrosine-phosphorylated proteins in tolal extraets of
LoVo and LoVo/24517 cell; treatment with sodium ortho-
vanadate, Coll treauncnty were performed with 0,1 and 1 mM
Na-V for 15 min, Total proteins, extracted in Lacmmli sample
buffer, were separated by SDS=PAGE and transferred to a nit-
roccllulose sheet The blot wus probed with a monoclonal
antiphosphotyrosine entibody, This is one representative cxperis
ment of three. Lanes 1-3; LoVo cells (1, control; 2, 0.1 mM
Na-V: 3, 1 mM Na«<V); lancs 4~6: LoVo/24517 cells (4, control;
5, 0.1 mM Na-V; 6, ] mM Na-V). Standard proteins: myosin (H
chain) 200 (mol. wt in kDn), phosphorylase B 97.4; bovine serum
albumin 69,
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On the contrary, a decreased tyrosivic kinase activity was
observed in the LoVo/24517 extract in comparisom with
LoVYo cxtract, whereas no change was observed in the same
membrane cxtracts of L1210 cell ines (Figure 4). The addi-
ton of FCE 24517 in these assays had no effcct (not shown).

Effect of sodium orthovanadate treatment on FCE 24517
eytotoxicity

With the aim of confirming thal the regulation of tyrosine
phosphorsiation was related to resistance to FCE 24517, we
tested if the trcatment with aon inhibitor of the tyr-

phosphatase activity could affect the sensitivity of both sen-

sitive and resistant cell lines to FCE 24517,

As shown in Table I, 8 48 h pretreatment with non-toxic
doses of sodium orthovanandate (2.7, 5.4 and 10.83 pM for
L1210 lines and 125 and 17uM for LoVo lines) wus
observed to incrense the cytotoxic acdvity of FCE 24517 in 8
dose-dependent way.

Effect of protein kinase inhibitors treatment on FCE 24517
eytotoxieity

The same treatment reported for sodium orthovanadate hag
been repeated with different clesses of proteln kinase
inhibitors. On LoVo cell lines, no significant modification of
FCE 24517 cytotoxicity has been observed in combination
with the tyr-kinase inhibitor genistein and the protein kinase
inhibitor stourosporine, The only effect was observed with
the tyr-kinasc inhibitor quercctin: the Iy valne of FCE
24517 in combination with 6.6 nM quercetin was increased by
49% and 41% for LoVo and LoVo/24517 respectively.

40 000
30 000~

20 000 4

0D total perlane

10 0001

T

LoVo/24517 L1210 L1210/24517

LoVo

Figure 2 Tyrosine — phosphorylated prowins in total extracts of
LoVo, LoVo/24517, L1210 and L1210/24517 calls. Evaluation of
the rotnl oplical density of the protein lanes by imaging analysis.
Open columns, uatreated cells, hatched columns, cells treated
with 1 mM Na.V (15min for LoVo cells, 240 min for L1210

cells).

Table 1 Cytotoxicity of FCE 24517 in combination with non-loxic
doscs of sodinm orthovanadate (Ne-V)

ICy (ngmi™')

Treatment LoVor* LoVof24517 =
FCE 24517 330*25 8300 * 650
FCE 24517 + Na-V 12.5 um® 1048 5200
FCE 24517 + NA-V 17.0 pm® 41 3150+ 275
LI2IF L12]0]24517*
FCE 24517 169 £ 26 3368 & 127
FCE 24517 + Na-V 2.7 um® 126 £ 13 2704 = 350
FCE 24517 + Na-V 5.4 um* 104212 2668 * 245
FCE 24517 + Na-Y 10.8 um® 97£ 11 1091 215

*Forty-eight hours treemment with Na-V. FCE 24517 was added for
the last 4 h. Colony number was counted after 8 days, -
bAll the Na-V doses used in combination with FCE 24417 sre non-toxis
(survival > 75%).
“Forty-eight hours trealment with Na-V. FCE 24517 was added for the
last hour, Cell number was evaluated nfter 48 h.

B¢
Higher doses of quercetin were toxic. On L1210 cell lines, no
influence on the cytotoxic actvity of FCE 24517 was
observed with genistein and herbimyecin,
Table II reports the results obtained after pretreatment
with non-toxic doses of quercetin and staurosporine. The
cytotoxic activity of FCE 24517 was deereased in a doss-

dependent wny, This effect was more evident on the resistant
L1210/24517 cells.

Discnusion

Results presented in this paper show that both sublines resis-
tant to the antineoplastic agent FCE 24517 present a con-
genital modification in the tyrosyl-specific phosphatase and
kinase bajance: L1210/24517 cells present an increase in the
phosphatase activity whereas LoVo/24517 cells present a
decreass in the kinase activity. This modification is related to
a decrense in tyrosine phosphorylation levels of LoVo/24517
and L1210/24517 protein extracts. Moreover, by using a

B0 000 5
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Figure 3 Phosphotyrosyl-specific phospbatase aetivity in mem-
brane exracts of LoVo, LoVo/24517, L1210 and L1210/24517
cells. Aliquots of 10 ng of membranc protsing (LoVo V; LoVo/
24517 ¥; L1210 O; L1210/24517 ®) were added to P-Tyre
myelin basic protein and incubated at 30°C. P relcasc was
determined ot different times, Valies represent the average of
three determinations, Bars, s, (when bars are not showa they
arc smaller then the symbol),
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Figure 4 Tyrosine kimass actvity in membrane exmracts of
LoVo, LoVo/24517, L1210 and L1210/24517 cells, Aliguots of
faembrane proteins (LoVo V; LaVo/24517 ¥; L1210 O: L1210/
24517 @) were added to ¥P-ATP sod myclin busic protein in the
presenée of 3mM sodivm orthovanadate at 30°C. 2P incor-
porzted in the protein was dotermined after 30 min, Values repre-
sent the average of three determinations, Bars, s.e. (when bars ace
not shown they are smaller than the symbol),
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Teble II Cytotoxicity of FCE 24517 in combinatiem with non-toxic doses of
staurosporine and quercetin

- Jesy (ng mi=1)
Trearment Liz2;00 L1210/24517
FCE 24517 209 % 18 2800 & 256
FCE 24517 4 stnurosporine 1,3 nm* 463 1 104 7455 £ 61
FCE 24517 + staurosporine 3.0 aM* 48] 102 8840 * 305
FCE 24517 + quetcerin 5000 nM* 279 3703 % 48
FCE 24517 + quercetin 10 000 oum® 334 7858 + 303

*All the doses of protein kinase inhibitors used in combinnrion with FCE 24517 ure

non-toxic (survival >>75%).

PForty-ciglit hours tremtment with protein kinase inhibitors, FCE 24517 was added for

the Iast hour. Cell number was evaluated

phosphatase inhibitor (sodium orthovanadate) in combina-
tion with FCE 24517 it is possible to increase the cytotoxic
effect of FCE 24517. This effect is evideat not only on the
resistant cells but also on the scnsitive cells: it is not a
reversion of the resistance phenotype, but a demonstration of
the importance of tyrosine phosphorylation for the mede of
action of FCE 24517,

In agreement with this bypothesis, an opposite effect has
been observed in combination with two protein kinasc
inhibitors (quercetin and staurosporine) on L1210 and
1.1210/24517 cells. This effect was less evident on LoVo cells:
a combination of morc than one protein kinase inhibitor
could be necessary on this model,

The mechanism of resistance selected by treatment with
FCE 24517 in L1210 leukacmia and LoVo colon adenocar-
cinoma cells has not been found correluted to any of the
changes froquently involved in the drug resistance.

One of the mechanisms most frequeniy involved in the csll
resistanee to cytotoxic drugs is the decrcase of drug
accumulation, either by decreasing its uptake or by increas-
ing the ¢ffux, In fact many wmour cell lines become resistant
to structurally and funetionally unrelated compounds with
the overcxpression of the mdr-]1 gene, coding for a P-gp 170
that acts as a drug cflux pump (Endicott and Ling, 1589;
Gottesman, 1993). L1210/24517 cells are MDRI-negative
(Geroni &1 al., 1993) and LoVo/24517 cells present only a
2-fold inerease in mdr-l gene (Capolongo et afl., 1993).
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More similar to the L1210/24517 and LoVo/24517 cell
lines is a nitrogen mustard-resistant Walker 256 rat breast
earcinoma cell line which presents changes in the phos®
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rix protwein phosphorylation profile (Moy snd Tew, 1986).
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has been described in the membrane of a L1210 ccll line
resistant to cisplatin (Xuan et al,, 1994), which also exhibited
a decreased methotrexate uptake,

From the data presented here a balance betweet’ tyrosine
phosphorylation end dephosphorylation activity seems to be
mportant for the activity of FCE 24517. We have
hypothesised that the protein(s) involved in the mode of
action of this drug need to be phosphorylated 1o work.

Expetiments to identify the protein(s) involved in the mode
of action &nd, conscquently, in the resistance mechanism of
FCE 24517 are in progress.
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IN VITRO CYTOTOXIC ACTIVITY

Exponentially growing cells were seeded and incubated at 37°C in a humidified 5% CO;
atmosphere. After 24 hours, scalar doses of brostallicin plus the kinase inhibitor were
added to the medinm and cells were treated for 72 houfs. At the end of tréatmcnt, cell
proliferation was determined by a cellular adenosine triphosphate monitoring system.
Cell proliferation was compared to control cells. All tested cell lines were sensitive to
brostallicin, For each combination, the cell line most sensitive to the kinase inhibitor was
selected: human CML K562 (BCR-ABL positive) for STI571 (Gleevec); humean Iung‘
cancer NCI-H322M for ZD 1839 (Iressa) and humnan breast cancer MDA-MB-468 for
OS81-774 (Tarceva). '
The combination indices (C.L) were calculated using a computer program for multple
drug effect analysis based on the equation of Chou-Talalay (Adﬁ Euzyme Regul
1984:22:27-55) for mutually nonexclusive drugs, where a C.I. of <1 in‘vitro indicatés a

more than additive effect.

A4

The results obrained with the drugs as single zgents and in combination are shown in

tables 1-3.

Table 1: in vitro combination of brostallicin with STIS71 on K562 human CML cell line

ICse _(pM) ClL
At 90% of fraction affected
 Brostallicin 0304
ST1571 0.348

Combination (ratio 1:1)

Brostallicin 0.218 '0.69

STIS71 0.218




Table 2: in vitro combination of brostallicin with ZD1839 on human lung cancer NCI-

H322M human lung cencey cell line

ICso (}LNQ C.L
' At 90% of fraction affected

Brostallicin 0.249

ZD1839 _ 0.4%4

Combination (ratio 1 : 1.25)
Brostallicin : 0.178 ' 0.62

ZD1839 0.222

Table 3: in vitro combinztion of brostallicin with 0SI-774 on MDA-MB-468 human

breast carcinoma ¢ell line

ICso (UM) CI.

At Q0% of fracton affected
Brostallicin 6.0014
OSI-774 - 1.076

Combination (ratio 1: 250)

Brostallicin 0.0036 0.67

O81-774 0.891

The results show that-on human tumor cells brostallicin can be combined effectively with

STIS71 (Gleevec), ZD1839 (Jressa) or OSI-774 (Tarceva) producing a more than

additive (ie. synergic) effect.

b e,
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Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados
1.1.  Descripcion: Folios: 30 a 47 como se radic6 inicialmente.

1.2.  Reivindicaciones: Folios 128 a 140 modificado segtin respuesta del solicitante

1.3.  Prioridad: Folio 1 EP 02075052.7 del 02/01/2002.

1.4. Respuesta del solicitante: Folios 118 a 147.

2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: TERAPIA COMBINADA CONTRA TUMORES QUE
COMPRENDE DERIVADOS SUSTITUIDOS DE ACRILOILO DISTAMICINA E
INHIBIDORES DE PROTEINA QUINASA (SERINA / TREONINA QUINASA).

Objeto_de la invencion: El objeto de la presente solicitud son composiciones
farmacéuticas conformadas por un derivado de acriloilo distamicina de férmula (I)
mas un inhibidor de proteina quinasa.
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Reivindicaciones 1 a 7: Una composicién farmacéutica que comprende un derivado
de acriloilo distamicina de férmula (1) y un inhibidor de proteina quinasa junto con un
portador farmacéuticamente aceptable.

Reivindicaciones 8 a 13: Productos que comprenden un derivado acriloilo distamicina
de férmula (1) y un inhibidor de proteina quinasa, como una preparacion combinada
para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de tumores.

El problema planteado en esta solicitud de patente es la necesidad de proveer
composiciones farmacéuticas que produzcan un efecto antineoplasico sinérgico.

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
composiciones farmacéuticas que comprenden un derivado de acriloil distamicina de
formula (1) mas un inhibidor de proteina quinasa.

Se catalogo el objeto de la invencién segun [a IPC en fas categorias AG1K 31/415y
AB1P 35/00.

3. De la solicitud de Patente

3.1. Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

Las reivindicaciones 1 a 7 no estan sustentadas en el capitulo descriptivo por cuanto
alli no se menciona ninguna composicion farmacéutica que contenga un derivado de
acriloilo distamicina de férmula (1) y un inhibidor de proteina quinasa junto con un
portador farmacéuticamente aceptable, tampoco se encuentra ningun ejemplo en
donde se ilustre alguna de ellas.

Los productos de las reivindicaciones 8 a 13 estan caracterizados por un uso.

4, Respuesta a los argumentos del solicitante:

El solicitante en su respuesta argumenta que tal y como se muestra en la publicacion
cientifica M. Ciomei et al. British Journal of Cancer 1995, 72:1504-1508 (anexo 1) el
efecto sinérgico de los derivados de distamicina con inhibidores de quinasa son
impredecibles.

Al respecto este despacho considera que, si bien el compuesto alli evaluado
(tallimustina) no incrementa su actividad citotdéxica con inhibidores de proteinas
kinasas, si la incrementa con inhibidores de tirosin fosfatasas, lo cual sugiere que
combinaciones de compuestos derivados de distamicina con otros inhibidores
enzimaticos pueden incrementar su accién farmacolégica, llevando al experto en la
materia a ensayar combinaciones de estos compuestos citotoxicos.

También argumenta el solicitante que la evidencia de nivel inventivo para la presente
solicitud se puede ver en los datos experimentales in vitro (anexo 2) que muestran los
efectos antineoplasicos sinérgicos de la composicion farmacéutica de la presente
invencion.
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Al respecto cabe resaltar, que el estudio in vitro (folios 146 y 147) adjuntado por el
solicitante no demuestra que los resultados obtenidos son resultado de la
administracion de una composicién farmaceéutica con los dos principios activos y no
de la administracion de cada uno de ellos por separado.

De la misma manera, es importante destacar que el problema técnico planteado de la
actual solicitud esta directamente relacionado con proporcionar una composicion
farmacéutica que contiene un derivado de acriloil distamicina y un inhibidor de
proteinas quinasas con la cual se obtienen efectos sinérgicos antineoplasicos, sin
embargo, como ya se indico en el punto 3.1, el capitulo descriptivo no ilustra ninguna
composicién farmacéutica, lo que describe es un kit de partes de los activos en
mencién como preparaciones combinadas, entendiéndose estas como preparaciones
de cada activo por separado administradas conjuntamente.

Dados los argumentos anteriores, es claro que la presente invencion, aunque
reivindica composiciones farmacéuticas que contienen un derivado de acriloil
distamicina y un inhibidor de proteinas quinasas, el capitulo descriptivo no las
sustenta como tal sino que se refiere a preparaciones combinadas de cada activo
administradas al mismo tiempo, con lo cual no se le puede atribuir a la invencién la
solucion del problema técnico planteado.

5. Conclusion

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta dias
contados a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispyesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL.
Jefe de Division dg Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacibn en lista, de fecha
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