
Baker & Mckenzie Colombia S.A. 
Av. 82 No. 10-62 Piso 6 
Bogota, Colombia 

NIT: 900.034.906-9 
Tel: +57 1 634 1500 
Fax: +57 1 376 2211 
www.bakernet.com 

SUPLRIN I LNDLNCIA Dli INDUS I RIA Y COMLR’CIO 

iIIIuIIIIIIIIIIIIIIIIiIIIiiiIIIuIIIIIIIIIII Senora No. 04-063496- -00005-0000 
Hechc 2005-09-10 ’16!33 27 Dep. 2020 NULCRLACIONI Alix Carmenza Cespedes de Verge! Ire. 11 PAILNILIYII Eve: 379 FASLNACIONALI 

: 

Jefe de Division 
Act. 444 RLSPULSTARLQUE Fohos 30 

de Nuevas Creaciones  

SUPERINIENDENCIA DI INIXJSTRIA Y COMERCIO 

E. S. D. 

Referencia: Expediente No. 04.063.496 

Solicitud de Patente de Invención titulada: "Terapia combinada contra 
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RESPUESTA AL AUTO NOTIFICADO POR FI,JACION EN LISTA No. 185 

DEL 13 DE JUN10 DE 2008, OFICIO No. 7831 (EXAMEN DE FONDO) 

ALVARO CORREA ORDOEZ, mayor de edad y vecino de Bogota D.C., identificado tat como 

aparece al pie de mi firma, en mi carÆcter de apoderado de la sociedad en referencia, day 

respuesta at auto emanado par ese Despacho dentro del tØrmino legal: 

1. Objeciones del Examinador 

1.1 De las reivindicaciones de la solicitud 

El Exam inador considera que: 

"La reiviridicación 1 no es concisa at indicar <<un inhibidor de proteina quinasa" ya que 

puede incluir compuestos que no hacen pane del objeto de la invenciOn. 

En la reivindicación 2 se deben escnibir !os nombres de los principios activos de acuerdo a 

la Denom macion Coniin !nternacional. 



La reivindicación 8 se debe hacer depend iente de la reivindicación 1. 

Los productos de la reivindicaciOn 9 y sus dependientes no mencionan componentes 

diferentes a los de las composiciones farrnacØuticas de la reivindicación I, pot lo tanto no es 

necesario que sean independientes." 

En cuanto a las reivindicaciones 23 y 24 ci Examinador considera que estÆn exceptuadas de 

patentahilidad segrn ci artIcuio 20 D 486 literal a)-d). 

AsI misino, El Exarninador objeta las reiviudicaciones 17 a 22 porque itidican el uso de un 

derivado acriloilo distamicina de fónnula (1) para Ia fabricación de medicamentos, lo ciial 

no se considera como invención y por lo tanto no es patentable. 

1.2 Nivel Inventivo 

Sobre ci requisito del nivel inventivo, ci Exarninador establece que encontró los 

docurnentos: DI (WO 01/97618) y D2 (ArtIculo: International Journal of Cancer, volume 

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

"El docwnento Dl describe conposiciones frirmaceuticas que lienen un efecto sinØrgico 

antitumoral y es/an conformadas por un agente antituinoral y un derivado de acriloil 

OFdistarnicina defórmula: ( ... ) 

Con es/os coinpues/os pueden Jbr,nar composiciones farrnaceuticas inup sirnilares a las 

descrilas en In presenle solicitud yo que al realizar los respectivos reeinplazos de los 

sustituenIes RI y R2 de la formula (1), se obtienen los misinos compuestos derivados de 

acriloilo disiamicina. Es/us composiciones descritas en Di tainhiØn es/an conformadas par 

un derivado de acriloi/o dislainicina y tin agente antilumoral, y solo se dfferencian de las 

composiciones de la solicitud en estudio en que dicho agente antituinoral corresponde a tin 

inhihidor de protelna quinasas. 

Es/as composiciones, adeinas de tener los iflisiflOS principios activos, es decir, derivados de 

acriloilo distainicina y un agente antitumoral, sugieren y detnuestran con diversas ensayos 
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an c/cc/a sinØrgico a! combinarlos. 

El docuinento D2 describe el efecto cilotóxico sinØrgico de algunos derivados de 

dista,nicjna-A en coinbinación con citoquinas Comb el jiictor de necrosis tuinoral (TNF). De 

acuerdo a lo establecido en D2, ci aulnento de la sensihilidad de las cØlulas de TNF estÆ 

relacionado con la inhihición de TNF inducida par lajbsforilación de las enzirnas quinasas 

las cziales estarlan involucradas en ci mecanismo de acción ant itumoral de los derivados de 

distamicina-A, lo cual sugiere que una coinbinacion an derivado de distamicina-A con an 

inhihidor de proleinas quinasas pziecle generar un qfeclo aumnentado desit actividad 

an/iprolUerativa. 

Dados los argumenos anteriores, vemnos que las diferencias entre las composiciones 

frrmacØuticas de la solicitud en estudlo y las de las an/erioridades citadas no parecen 

concederle a las composiciones reivindicadas an e/ecto tØcnico inesperado, ventaja o 

nie/orla con respeclo a los presen/es en el estado de la tØcnica, ya que tienen los mismos 

coniponentes de actividad antiturnoral conocida y no se presenran datos de ensayos que 

demuestren una actividad sorprendente a un efrcto sinØrgico superior al demostrado en ci 

arte previo para este izpo de composiciones, por lo lanto se les puede considerar 

camposicionesfartnacØuticas alternativas a las ya conocidas. 

Teniendo en cuenta ci prohienia tØcnico de la presente solicitud, ci cual es la necesidad (Ic 

proveer composicionesfarmnaceuticas conipuestas par un derivado de acriloilo distamnicina 

de fórniuia (1) rnÆs an inhihidor de pro/dna quinasa que produzcan an etLcto 

antineoplÆsico sinergico, vemnos que la injbrnzacion de cualquiera de las anterioridades 

citadas Ic sugiere al experlo en la materia, ulilizando sus canocimientos generales, a 

diseæar composiciones farmacØuticas compuestas par agentes con conocida actividad 

anti/amoral y solucionar asi este probleina /Øcnico de mnanera obvia, par lo tan/a ci objeto 

reivindicado en esta solicitud de pa/en/c no liene nivel inventivo. 

2. Argumentos a favor de la patentabilidad do la solicitud 

2.1. Modifieación de las reiviridicaciones para que sean iguales a las aprobadas por Ia 

Oficina Europea de patentes. 
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Presento junto con este escrito Lin Capitulo Reivindicatorio Modificado, en ci cual se 

incorporan )as modificaciones hechas a Ia solicitud equivalente presentada ante Ia Oficina 

Europea de Patentes para este niisnio invento y que fiie otorgada bajo ci nUmero EP 

1461083 BE Dc igual manera, ]as reivindicaciones 14 a 25 dirigidas a Lin uso fueron 

ci irninadas. 

Para que Ia anterior rnodificación surta efecto, adjunto el nuevo capitulo reivindicatorio, 

formulario de inodificación voluntaria a solicitud pendiente y Ia tarifa establecida por ese 

Despacho para este trÆmite. 

S2.2. Las reivindicaciones de Ia solicitud. 

2.1.1 El Exarninador coiisidera que ci tennino "inhibidor de proteina quinasa" de Ia 

ReivindicaciOn 1 no es conciso porque puede incluir compuestos que no son parte de Ia 

invención. Este tØrniino estÆ definido y claro en Ia especifieación. EspecIficamente, ci 

texto de Ia solicitud suministra suticiente descripción para inhihidores de proteina dc 

quinasa, incluyendo modalidades especfficas. Esto se encuentra en ]as pÆginas 4 lIneas 3 a 

7 y 6 IIneas I a 7. 

2.1.2 El solicitante ha modificado Ia Reivindicación 2 para que se muestren los nombres 

quirnicos de los inhibidores de proteina quinasa que alli se mencionan. Sin embargo, 

tarnbiØn se hail eliminado de esta reivindicaciOri los CP-564959, ZD 2171 y C!-202 por 

cuanto los nornhres qulmicos de los mist-nos 110 estÆn disponibles. 

2.1 .3 En cuanto a Ia objecion dirigida a la Reivindicación 8, se aclara al Examinador que 

esta reivindicación corresponde a Ia nueva Reivindicación 7 que Cs dependiente de Ia 

Reivindicación 1, La Reivindicación 7 se reiaciona con una composición farmacØutica que 

comprende Wi representante del compuesto de formula (I) y Lin inhibidor de protelna de 

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

2.1.4 En cuanto a Ia objeción dirigida a Ia Reivindicación 9, se aclara al Exarninador 

que esta reivindicación corresponde a La nueva Reivindicación 8. La nueva ReivindicaciOn 

8 y Ia nueva ReivindicaciOn I tienen objetos diferentes; especIficamente, Ia nueva 

Reivindicación I estÆ dirigida a una composición farmacØutica mientras que Ia nueva 
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Reivindicación 8 corresponde a  Lin producto corno preparación combinada para uso 

sirnuitaneo, separado o secuencial en ci tratamiento de turnores. Por Jo tanto, Ia nueva 

Reivindicación 8 no puede ser dependiente de la Reivindicación I, debe ser independiente. 

2,3. Nivel inventivo 

2.3.1. El nivel inventivo de una solicitud se encuentra definido en ci ArtIculo 18 de Ia 

DecisiOn 486 y se establece cuando ’sipara una persona del ofIcio nornialmente versada en 

Ia ,nateria tØcnica correspondiente, esa invención no huh! ese resu/tado ohvia iii se hubiese 

derivado de incinera evidente del estado de la teen/ca". 

is 

2.3.2. El Exarninador considera que la presente solicitud no tiene nivel inventivo debido a 

las divuigaciones hechas en los docurnentos Dl y D2. Particularmente, ci Examinador 

establece que D2 describe ci efecto citotOxico sinØrgico de algunos derivados de 

distamicina-A en cornbinación con citoquinas corno ci factor de necrosis tumoral (TNF). 

Sin embargo, de acuerdo con Jo que se establece en D2, ci incrernento en Ia sensihilidad de 

las cØlulas TNF estÆ relacionada con Ia 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 distarnicina-A, Jo cual sugiere que una combinación de tin derivado de 

distaniicina-A con tin inhibidor de protelna quinasa puede generar on efecto incrementado 

de so actividad anti-prolifcrativa. AdemÆs, ci Exarninador alega que no hay datos 

bioiógicos en Ia presente invenciOn. 

2.3.3. Contrario a lo que plantea ci Exarninador, los documentos del arte previo citados no 

afectan ci nivel inventivo de Ia presente solicitud por cuanto no es posible derivar la 

presente invención a partir de las enseæanzas contenidas en los documeiitos Dl y D2. 

2.3.4. En relación con Di, se tiene que esta anterioridad simplemente enseiia una 

composiciOn que comprende tin derivado de distainicina de acriloilo de formula (I) y tin 

agente anti inicrotu bit !ar y/o antirnetabOlico. Dl no enseI’Ia ni sugiere una cornposiciOn 

farmacØutica que comprende derivados de distamicina de acriloilo de formula (1) y Lin 

inhibidor de protemna quinasa, Otiles en el tratamiento de tumores. 

2.3.5. Con respecto a D2, esta pubiicación muestra on efecto sinØrgico 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 ensefla, divulga ni sugiere que Ia combinación de un 

derivado de a�bromo o ct�cloro-acriloil-distarnicina de formula (1) con inhibidores de 

quinasa pueden producir un efecto sinØrgico antineopiÆstico, Jo cirni esta en concordancia 

con la, presente solicitud. AdemÆs, tat y como se rnuestra en la publicaciOn cientIfica M. 

Ciomei el al. British Journal of Cancer 1995, 72:1504-1508 (Anexo 1) hemos presentado 

que ci efecto sinØrgico de to derivados de distamicina con inhibidores de quinasa son 

impredecibies a partir de Las enseæanzas disponibles en ci estado de la, tØcnica. 

2.3.6. EspecIficamente, en Ia pubiicaciOn de M. Ciomei ci aL se niuestra que la, actividad 

eitotóxica de FCE 24515, uno de los derivados de distamieina-A citados en D2, se 

disrninuye en comhinaciOn con los inhibidores de quinasa: genistein o staurosporine. Se 

sugiere at Examinador ver ci resurnen de Østa publicación en la pÆgina 1504, y ci segundo 

pÆrrafo de la, columna de la izquierda de la pÆgina 1507, Estos datos suministran evidencia 

de que Ia combinación de un derivado de Distamicina-A con inhibidores de quinasa ilevan a 

resultados impredecihics. Entonces, en vista de las enseflanzas de los documentos del 

estado de La tØcnica, una persona versada en la materia no hubiera podido teller expectativas 

razoriables que to lievaran a pensar que la combinación del conipuesto de Ia presente 

invención con tin inhibidor de quinasa produjera ci efecto sinØrgico que ahora se reclarna en 

la presente solicitud. 

2.3.7. Adicionalniente, evidencia de nivel inventivo para la presente solicitud se puede ver 

en los datos experimentales in vitro (Anexo 2) que muestran los efectos antineopIÆsticos 

sinØrgicos de la composición farmacØutica de la, presente invención. EspecIficarnente, los 

datos experimentales adjuntos, muestran los resultados de Ia conibinación de brostailicin 

con: 

ST 1571 en una iInea de cdlula humana CML del tipo K562, 

ZDI 839 en una linea de cØlula de cancer de pulmOn del tipo NCI-14322M y 

OSI-774 en una Ilnea de carcinoma humano de pecho del tipo MDA-MB-468. 

Mientras que La brostallicina es tin representante de derivados de acriloilo distamina, 

ST1571, ZD1839 y OSI-774 representan tres diferentes tipos de inhibidores de protelna 

quinasa. En consecuencia, Los resultados de Las Tablas 1 a 3 que se adjuntan demuestran 
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claramente el efecto sinØrgico antineoplÆstico de la cornposición que comprende tin 

derivado de acriloilo dictaniina y un inhibidor de proteina quinasa corno ahora se reclarna. 

Teniendo en cuenta que ninguna de las referencias citadas muestra o divulga la coinposición 

que comprende tin derivado de acriloilo dictarnina y tin inhibidor de protelna quinasa que 

rnuestren efecto sinØrgico antineoplÆstico, entonces la presente invención Si cuenta con nivel 

inventivo frente a los documentos del estado de Ia tØcniea. 

3. Solicitudes concedidas en otros paIses para esta misma invenciOn. 

A rnanera informativa, pongo en conocimiento del Examinador que la patente EP 1461083 

131 (16 de febrero de 2006) equivalente a la presente solicitud colombiana ha sido otorgada, 

hahiendo sido evaluada segün los criterios de novedad, nive) inventivo y aplicación 

industrial universales. 

En virtud de lo anterior, solicito que se acepten las razones expuestas en el presente 

docurnento y en consecuencia, se otorgue ci privilegio de patente de invención para ci 

invento que se trainita en este expediente. 

4. Anexos. 

Anexo 0!. M. Ciomei etal. British Journal of Cancer 1995, 72:1504-1508, 

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

sinØrgicos de Ia coinposición farinacºutica de la presente invención. 

Atentainente, 

iIARO  AORRORDO EZ 

C.C.No.79.143.366 de UsaquØn 

T.P.20.28 I 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composioión farmacØutica que comprende un portador o 

excipiente farmacØuticamente aceptable y, come ingrediente 

act ivo, 

Un derivado de acriloilo distamicina de la formula (I) 

Rl 

H2C=KJ (I) 

En donde: 

R1 as un Otomo de bromo o cloro; o 

R2 es una distamicina 0 Ufl grupo de fOrmula (II) 

_GyNHrj 

in 

En donde 

m as un entero entre 0 a 2; 

n es un entero entre 2 a 5; 

r es C) 0 li 

X y Y son, el mismo o diferente e indepedientemente de cada uno 

Lin anillo heterociclico, un Ætomo de nitrógeno 0 Ufl grupo CH; 

O as fenileno, un anillo heterociclico saturado o no saturado con 

5 a 6 miembros con 1 a 3 heteroÆtomos seleccionados entre N, 0 o 

S1 o es un grupo de fOrmula (III) como sigue: 



En donde donde Q es un Ætomo de nitrógeno o un grupo OH y W es un 

oxigeno a un Ætomo de azufre a as un grupo NR3 en donde R3 es 

hicirógeno a un aiquilo con 1 a 4 carbonos; 

B es seleocionado del grupo que consiste de: 

)NR4 

H 

NR6R1 NR6R7 

N’R5 
H 

- CONRSRS -NHCONR5R 
S I 

En donde R4 es ciano, amino, hidroxi a alcoxi con 1 a 4 carbonos; 

R5, R6 y R7, as ci misma a diferente, son hidrôgeno o aiquila con 

1 a 4 carbonos; 

a una sal farmacØutioamente aceptable de la misma; y 

un inhibidor proteina quinasa. 

2. Una campasición farmacØutica de acuerdo con la 

reivindicación 1 en donde el inhibidor de pratelna quinasa se 

selecciona del grupo que cansiste de: 
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ST1571 (Benzmida, 4--[(4-metil--1-piperaz–nil)metil]-N-(4--metil--

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

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

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

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

metoxietoxi) -) 

PKI 166 (Fenol, 4-[4-[[(1R)- 1 -feniietil]amino]-7H-pirrolo [2,3 -

dl pirimidin-6-il] -) 

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

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

GW572016 (4-Quinazolinamina, N-[3--cloro--4-[(3-

fluorofenii)metoxil]fenii]-6-- [5-[[[2--

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

CEP 2563 (-A1anina, L-Iysil-,[(9S, 10S,12R)-2,3 ,9,10,11,12-

hexahidro-10--metoxi---9-metil-1 -oxo-9, 12-epoxi- 1H-diindolo[ 1 

,2,3-fg:3’,2’, 1’-kl] pirrolo[3,4-I][1,6] benzodiazocin- 10-

il]metil ester, hidrooloruro (1:2)) 

UCN-01 (9,13-Epoxi-1H,9H-diindolo[1,2,3-

gh:3’,2’,1’Im]pirrolo[3,4-j] [1,7]benzodiazonin-1 - 

ona, 2,3,10,11, 12, 13-hexahidro--3-hidroxi--10---metoxj-9--metjl-11-

(rnetilamino)-, (3R,9S,1OR,11R,13R)-) 

CGP 41251 (Benzamida, N-[(9S,10R, 11R,13R)-2,3,10,11,12,13-

hexahidro-10-metoxi-9-metilLo-1 -oxo-9, 1 3-epoxi-- 1H, 9H-diindolo[ 

1,2,3-gh:3’ ,2’, 1’-Im]pirrolo[3,4--j] [1 ,71benzodiazonin-11 -ii]-

N-met ii-) 

Safingol (1,3-Octadecanediol, 2 --amino-, (25, 35)-) 
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Per–fos–na (Piperidlnum, 4-[[hldroxi..(octadecllloxi)fosfinilJ 

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

SU 5416 (2H-indol--2-one, 3-[(3,5-dimeti1-1H-pirrol--2-il) 

metileno] -1, 3-dihidro-) 

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

piridinilmetil) -) 

RRO 

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

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

SU-11248 (Æcido Butanedioioo , 2-hidroxi-, (2S)-, compuesto con 

N- [2- (dietilamirio) etil] -5- [ (Z) - (5-fluoror-1, 2-dihidro-2-oxo-3H-

indol-3-ilideno)metal]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3--carboxamida(1:1)); 

y 

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

dihidroxi-8- [ ( (3S, 4R) -3--hidroxi-1-metil--4-piperidinil] -) 

3. Una composición farmacØutica de acuerdo con la 

reivindicación 2 en donde el inhibidor de proteina quinasa se 

Sselecciona del grupo que corisiste de: 

ST1571 (Benzamida, 4-[(4-metil-1-piperazinil)metil]-N-(4-metil-

3[[4-(3--piridinil)--2-pirimidinil)am–noJfenilo]---) 

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

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

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

metoxietoxi) -) 

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



4. Una composición farmacØutica de acuerdo con la 

reivindicación 1 que comprende un derivado de acriloilo 

distamicina de formula (1) en donde R1 y R2 son segün se definió 

en la reivindicación 4, r es 0, m es 0 o 1, n es 4, X y Y son 

ambos grupos CH y B se selecciona de: 

NH NR6R7 

"NR5 

-CN -CONR5R 

N 

N11 

- NHCONR5R 

SEn donde R4 es ciano o hidroxi y R5, R6 y son iguales 

diferentes, y son hidrógeno o aiquilo con 1 a 4 carbonos. 

5. Una composición farmacØutica de acuerdo con la 

reivindicación 4 que comprende un derivado do acriloilo 

distamicina de fOrmula (1) en donde RI es bromo, R2 es un grupo 

de formula (II) en donde r y m son 0, n es 4, X y Y son CH, B es 

un grupo de formula: 

NRR7 

q."kNR5 

en donde R5, R6 y R7 son Ætomos do H opoionalmente en la forma de 

una sal farmacØuticamerite aceptable. 

6. Una composición farmacØutica do acuerdo con la 

reiviridioaciOn 1 que comprende un derivado de acriloilo 

distamicina, opcionalmente en la forma de una sal 

farmacØuticamente aceptable, seleccionada del, grupo que consiste 

de: 
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132-

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

[(aminoiminometil)amino] etil] amino] carbonil] -1-metil--1H-

pirrol-3-il] amino] carbonil] -1- metil-1H---pirrol--3-ii] -4--

[[[4- [(2-bromo-1-oxo-2-propenil) amino] -1--metil--1H-pirrol--

2-il [carbonil] amino]-1--metil-1H-pirrol -2 - carboxamida 

(Brostaglicina) 

2. Clorhidrato de N- (5-{ [(5-{ [(5-{ [(5-{ [(2- {[amino 

(imino) metil] amino} propil) amino] carboni1}-1-metil-1H-

pirrol-3---il) amino] carbonii}-1-metil--1H-pirrol--3-il) amino] 

oarbonil}-1-metil-1H-pirrol--3-il)-4- [(2-bromoacriloil) 

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

3. Clorhidrato de N-(5-( [ (5--{ [(5-{ [ (3-amino--3- iminopropil) 

amino] carbonil}-1-metil-1H-pirrol---3-il) amino] carbonil}-1-

metil-1H- pirrol-3-il) amino] carbonil}-1-metil-1H-pirrol--3-

ii) -4- [ (2-bromoacriloil) amino] -1- metil-1H-pirrol-2--

carboxamida; 

4. Clorhidrato de N-(5-{[(5-f[(5-([(3-amino-3- iminopropil) 

amino] carbonil}-1-metil--1H-pirrol-3-- ii) amino] oarbonil}-

1-metil---1H- pirrol-3-il) amino] carbonil}-1-metil--1H-

pirrol-3--il)-4-- [(2-bromoacriloil) amino] -1- metil-1H-

imidazol-2-carboxamida; 

49 5. Clorhidrato de N-(5-{ [(5-{ [(5-{ [(3-amino-3-iminopropil) 

amino] oarbonil}-1-metil-1H-pirrol-3--il) amino] carbonil}-1-

metil-1H---pirrol--3-il) amino] carbon–1}-1-metil-1H- pirroi-3---

il)-3--[(2-bromoacriloil) amino] -l- metil-1H-pirazol-5-

carboxamida; 

6. N-(5-{ [(5-{ [(5-{ [(3-amino-3-oxopropil)amino]carbonil} - 

1- metil-1H--pirrol-3- ii) amino]carbonil}-1--metil-1H-pirrol-

3- ii) amino] carbon–l}-1-metil-1N--pirrol-3--il)-3-- [(2-

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

7. Clorhidrato de N-(5-{[(5-{[(5-{ [(2- 1 [amino (imino) 



metil]amino} etil)amino]carbonil}-1-metil--1H---- pirrol-3--il) 

amino]carbonhl}-1-metil-1H-pirroi-3----il) amino] oarbonil}-1-

metil-1H--- pirrol-3---il) -4----[ (2-cloroacriloil) amino] -1-

met il-1H-pirrol--2-carboxamida; 

8. Ciorhidrato de N-(5--[(5-{[(3-- {[amino (imino)metii] 

amino} propii)amino] carboni1}-1-meti1--1H- pirroi-3--il) 

amino] carbonii}-1-metil-1H- pirrol-3--ii)-4---[ (2-

bromoacriloil) amino] -1-metil-1H-pirrol-2---carboxamida; 

9. Clorhidrato de N-(5--{[(5-{[(3--amino--3-iminopropii) 

amino] carbonil}-1-metii-1}-I- pirroi-3-ii) amino] carbonil}-

. 1-metil-1H-- pirrol-3--i1) -4-- [ (2-bromoacriloil) amino] --1---

metil-1H--pirrol-2-carboxamida; 

y 

10. N-(5-[({5--[({5-[({3- [(aminocarbonhl)amino]propil} 

amino) carboriil] -1--metil--1H--pirrol-3---il} amino) carborili] 

1-metil-1H-pirrol---3-il} amino) carbonil] -1-metii-1H-pirrol-

3-il)- 4-[ (2-bromoacriloil)amino]-1-metil---1H--pirrol-2--

carboxamida. 

. 7. Una composición farmacØutica segdn la reivindicacidn 1 que 

compreride un vehIoulo o excipiente farmacØuticamente aceptabie y, 

comb ingrediente activo, 

Clorhidrato de N-[5---[[[[5--[1[2-[(aminoiminometjl) 

amino]etil]amino] carbonil]-1-metil--1FI--pirrol-3--

il]amino]carbonil]-1--metil-1H-- pirrol-3-il]-4--([[4--[(2-bromo-1--

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

1-metil--1H--pirroi-2--carboxamida (Brostalicina) ; y 

un inhibidor de proteina quinasa se selecciona del grupo qua 

consiste de: 

ST1571 (Benzamida, 4-[(4-metil-1-piperazinil)metil]--N-(4-metil--
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3 [[4- (3-piridinil) -2-pirimidinil) amino feniloJ -) 

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

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

OSI-774 (4-Quinazolinamina, N-(3-atinilfanil)-6, 7-b–s(2-

matoxietoxi) -) 

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

il)matileno]-1,3-dihidro-) 

8. Productos qua compranden un derivado de acriloilo 

distamicina de formula (I) 

H2c=<ç2  (I) 

En donde: 

R1 as un itomo de bromo a cloro; a 

R2 as una distamicina a un grupo de formula (II) 

G NH1. 

[1 ry4B 
L cft°  j 

En donde 

m es un entero entre 0 a 2; 

n as un entero entre 2 a 5; 

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

un anillo heterociclico, un Ætomo de nitrógeno o un grupo CH; 

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

5 a 6 miembros con 1 a 3 heteroätomos seleccionados entre N, 0 o 

S, 0 es Ufl grupo de formula (III) como sigue: 

-cc)-

En donde Q es un Ætomo de nitrógeno o un grupo CH y W es un 

Soxigeno o un Ætomc de azufre o es un grupo NB3 en donde R3 es 

hidrógeno a un alquila con 1 a 4 carbonos; 

B es seleccionado del grupo que consiste de: 

Nil NRR7 NRSR7 

)NR4; 
FLNRS. R5 

--<N ND 
- CN NRS. - CONRSR - NHCONR5R1 

10 
0 I - 

En donde R4 es ciano, amino, hidraxi o alcoxi con 1 a 4 carbonos; 

R5, R6 y R7, es el misma a diferente, son hidrógeno a aiquilo con 

1 a 4 carbonos; 

o una sal farmacØuticamente aceptable de la misma; y un inhibidar 

pratelna quinasa camo una preparación combinada pare usc 

simultÆneo, separado o secuencial en el tratamiento de tumares. 

9. Productas de acuerdo con la reivindicaoión 8 en donde el 

inhibidar de quinasa es seleccionado del grupo que consiste de: 
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ST1571 (Benzamida, 4-[(4-metil-1-piperazinil)metil]--N-(4-metil-

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

ZD-1839 (4-QuinazolLinamina, N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7--metox–--6-

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

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

metoxietoxi) -) 

PKI 166 (Fenol, 4-[4-[[(1R)--- 1 -fen–ietil]am–no]-7H--pirrolo [2,3-

d] pirirnidin-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)metoxii]fenil]-6- [5-[[[2--

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

CEP 2563 (-A1anina, L-Iysil-,[(9s, 10S,12R)-2,3 ,9,10,11,12-

hexabidro-10--metoxi-9-metii--1 -oxo-9, 12-epoxi-- 1H-diindolo[ 1 

,2,3-fg:3’ ,2’ , .1’-kl] pirrolo[3,4-I] [1,6] benzodiazocin- 10-

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

UCN-01 (9,13-Epoxi-1H,9H-diindolo[1,2,3-

gh:3’,2’ ,1’Im]pirrolo[3,4-j] [1,7]benzodiazonin-1 - 

ona, 2,3,10,11,12, 13-hexahidro--3-hidroxi--1O--metoxi-9-metil--11-

(metilamino)-, (3R,9S,1OR,11R,13R)-) 

CGP 41251 (Benzamida, N-[(9S,1OR, 11R,13R)-2,3;10,11,12,13-

hexahidro-10-metoxi-9--metilo--1 -oxo--9, 1 3-epoxi- 1H, 9H-dilndolo[ 

1,2,3-gh:3’,2’, 1’-Im]pirrolo[3,4--j] [1 ,7]benzodiazonin-11 -ii]-

N-metil-) 

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

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

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

-1, 3-dihidro--) 

CGP 79787(1 -Ptalaziriamina., N-(4-clorofenil)-4-(4-

piridinilmetil) -) 

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

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

SU-11248 (Æcido Butanedioico , 2-hidroxi-, (2S)-, cornpuesto con 

N- [2- (dietilamino) etil] -5-- [ (Z) (5-fluoror-1, 2-dihidro--2-oxo-3H-

indol-3---ilideno)metal] -2, 4-dimetil-1I-i---pirrol-3-carboxamida (1: 1) ) 

y 

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

dihidroxi-8-[((3S,4R)-3-hidroxi-1-metil-4-piperidinil]---). 

10. Productos de acuerdo con la Reivinciicación 9 en donde el 

. inhibidor de protelna quinasa se selecciona del grupo que 

consiste de: 

ST1571 (Benzamida, 4-[(4-metil-1-piperazinhl)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] -) 

OSI-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)rnetileno]-1,3-dlhidro-) 

11. Productos de acuerda con la reivindicación 8 que comprenden 

un derivado de acriloilo distamicina de formula (I)en donde Ri es 

an Ætomo de bramo a clara; R2 as un grupo de fOrmula (II) en 

donde r y m son 0, n es 4, X y Y son an grupo Cl-I; B as un grupo 

de formula: 

NR 

N N 
H 

en donde R5, R6 y R7 son Ætomos de H opcionaimente en la forma de 

una sal farmacØuticamente aceptable. 

12. Productos de acuerdo con la reivindicación 8 en donde el 

derivado de acriloilo distamicina as seleccionado del grupo coma 

se definiO en la reivindicaciOn 6. 

13. Productos que comprenden el derivado de acriloilo 

distamicina clorhidrato de N-[5---[[[5-[[[2-

(aminoiminometil)amino]etil] amino]carbonil]-1-metil-1H-pirrol-

3-il] amino] carbonil] -1-mtil---1H- pirrol-3---il] -4-- [ [ [4-[ (2-

bromo-1-oxo-2- propenil) amino] -1--metil-1H-pirrol-2-- u 

[carbonil] amino] -1-metil-1H-pirrol-2-- carboxamida 

(Brostalicina) , y un inhibidor de la protelna quinasa que se 

selecciona del grupo qua consiste de: 

ST1571 (Benzamida, 4-[(4--metil-1-piperazinil)metil]-N-(4---metil-

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

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

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

CSI -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)metilcno]-1,3-dihidro--); 

como una preparación combinada para USC simultÆneo, separado o 

secuencial en el tratamiento de tumores. 

EOGEMS-177 L2 00 
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SHORT COMMUNICATION 

Decreased tyrosine phosphorylation in tumour cells resistant to FCE 
24517 (tallimustine) 

M Comei, W Pastori, L Capolongo, C Geroni, G Me1eg.ro, G Pennella and M Grandi 

Fliarmacla, R&D/B.A. Pharmaceuticals, .&prrlmental Oncology Dcparzmeni, Via Giovanni X.X711 no. 23. 200/4 Nerviarw MI - 
Italy. 

Summary Resistance to FCE 24517 is not related to the emergence of any of the most frequently observed 
phenotypes. We have found that two rcsiet3nt cell lines (L1210/24511 murinc leukncmia and LoVo/24517 
human colon adonocarcinoma) present congenital modifications in tyrosyl phoephatase and kina.se activities, 
Moreover, the cytocoxic activity of FCE 24517 is iocrcned in combination with a tyrosine phosphatase 
inhibitor and decreased in combination with protein kinase inhibitors, this being in agreement with the 
hypothesis that the activity of this drug Is strictly dependent on the presence of tyrosine phosphorylated 
proicin(s). 

Koywardiu FCE 24517; tallirnuetine; resurusncc: MDR; phoephcirylatlon balance 

FCR 24517 (tallhnustiuc), a benzoyl mustard derivative of 
distamycin A. is a new anti-tumour agent which has shown a 
remarkable preclinical anti-tumour activity (Barbicri of al.. 
1988,  Arcamone ci al., 1989)  and is now in phase II clinical 
trials (Abigerges or ci., 1993; Hageboutros of al., 1994; Sessa 
ci a!,, 1994). 

A murine Ieukacmia L1210 line (L.1210/24517) and a 
human colon adonocareinoma line (LoVo/24517) resistant to 
FCE 24517 have been i-ceenriy described (Capolongo ci a!,. 
1993; Cjcroni of al., 1993). These cell lines maintain the same 
growth features and biological behaviour as the parental line 
and are specifically resistant iii vitro and in viva to the 
selecting agent and other distamycin A derivatives bearing 
different alkylating moieties. such as nitrogen mustard, 
epoxycarbonyl and halogcnoacriloyl group on the N-terminal 
position of distamycin A (D’Alessio el al., 1994). As regards 
other cytotoxic agents, the L1210/24517 sub’linc does not 
present the multidrug resistance (MDR) phenotype and is 
fully sensitive to anti tumour compounds involved in the 
MDR mechanism and to alkylating agents (e.g. cisplutin) 
(Geroni or a!,. 1993). Moreover, it is partially cross-resistant 
to meiphalan, this resistance being accounted for by higher 
glurathione and glurarhione-S-transfcrasc intracellular levels, 
which however do not influence the resistance to FCE 24517 
(Geroni et al., 1993; Tagliabue or al., 1993). The LoVo/24517 
sublinc is partially djffcrcn4 because it is -marginally resistant 
to doxorubjcjn, VP-16 and vinblasrina, because the mdr-1 
caRNA expression is cicvatcd 2-fold. In this case the reals-
Lance selected by FCE 24517 is partially mediated Lhrougb 
p170 ovcrcxpression. but the main mechirnisin still remains to 
be established. 

Further possible explanations for drug resistance were 
examined, such as, for example, the presence of a 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 of iLL, 1991) and 
therefore an increase in adenine N3 glycosylascs could pro-
tect the cells; however, the significant cross-resistance to the 
parent compound distamycin A, which is not an alkylating 
agent, is completely in contrast with this hypothesis. We now 
report that a congenital modification in the pbosphorylation 
balance is present in the resistant sublines. The Importance of 
a well-regulated balance between phosphorylarion and 
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,dcpbosphorylatlon for the mode of action of FCE 24517 is 
strengthened by the increased cytotoxicity of FCE 24517 
observed in combination with a tyr-phosphatase inhibitor in 
both Sensitive and resistant cells. 

Materials and methods Chemicals 

FCE 24517 was synthesised in the Chemical Department of 
Pharinacia, Farmitalia Carlo Erba, Milan, Italy. The drug 

was dissolved in sterile water immediately before use and the 
conceflttatioO was checked speetrophotometrically following 

dilution of aliquots of the drug solution in ethanol: .I.,,, 

314 nra, B 1% 744.09, Herbimycin and araurosporine were 
obtained from Calbiochem (San Diego, CA, USA); geni5reln, 
quercetin and sodium orthovanadete were from Sigma (St. 

Louis, MO, USA). 

Sodium orthovanadate (Nu.’.V) was dissolved in water; her-
bimycin, staurosporin; gcnistein and quercetin were dis-

solved in DM50 (maximum concentration in the assays 1%, 
which has no effect on cell proliferation). 

Cell cultures L1210 and L1210/24517 rnurine leukaemia cell lines were grown in vitro as a stationary suspension culture in RPMI-

1640 medium (Gibco, Grand Island, NY, USA) supp-
lemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Flow. Irvine, UK), 2 mM L-glutaininc (Gibco Europe, Glasgow, U1(). 

10 ’M -mcrcaptoethanol. 100 Unit ml’’ penicillin and 
100 jig ml strep[omycin. 

LoVO and LoVo/24517 human colon adenocarcinoma cell lines were maintained in Ham’s F12 medium (Qibco, Grand Island, NY, USA) supplemented with 100/. FCS, 1% 

vitamins (vitamins BME solution, 100 x, Gibco) and 2 mm 
L-gltltaminc. Drug sensitivity assay: To determine the antiproliferadve effect of the combination of Na-V or protein kinase inhibitors with FCE 24517, L1210 

and L1210124517, exponentially growing coils were seeded 
(1 x IO cdlls mJ) in T25 flasks (Costar. Cambridge, MA, 

USA) in the presence or absence of Na-V or protein kinase 

inhibitors. After 49 h incubatloa cells were readjusted to the 
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concentration of I X 10 cells m1’, reseeded in test tubes 
(1 ra.] per tube) and treated for 1 h with different Concentra-
tions of FCE 24517 in the presence of Na-V or protein 
kinase inhibitors. At tho end of the treatment, the cells were 
washed and incubated in drug-free medium for 48 b; inhibi-
tion of cell growth was evaluated by counting surviving cells 
in a ZBI Coulter Counter (Hthieah, FL, USA). LoVo and 
LoVo/24517 cells were seeded in 35mm plastic dishes at a 
concentration of 600 cells per dish: after 24h 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 colonies were counted after 8-10 days using an optical 
microscope. 

The 50% inhibitory concentration (1C) was calculated on 
the derived concentration-response curves. For each drug 
concentration duplicate cultures were used. 

Anriphasphatyrosinc blots 

For total protein extracts, cells in exponential growth were 
washed twice with phosphate-.buffered saline (PBS) and 
treated with 1 mM Na-V for 15 rain (LoVo cells) or 60 rain 
(1.1210 cells) in serum-free medium. After exposure, the 
pelleted cells were solubilised in boiling Lnemmli buffer. The 
cell lysates were immediately boiled for S mist and sonicated. 

In each sample of total protein extracts the protein content 
was estimated by the Pierce protein assay (bicincboninic acid 
assay) and adjusted to an equivalent concentration in order 
to load 300 p.g of protein per lane for separation by 
SDS-PAGE on a 10% acrylarnide slab gel. 

The SDS-PAGE separated proteins were transferred 
cicetrophoretically to a nitrocellulose sheet that was soaked 
as described (Toedin ci al., 1979). The nitrocellulose sheets 
Were then incubated 1 h at room temperature in the presence 
f 299 =1-1 of antiphospbotyrosine antibody monoclonal 

XgG2bk (UBI, Lake Placid, NY, USA). After washing, blots 
were incubated with horseradish peroxidase-linked whole 
antibody anti-mouse Ig at room temperature for 1 h. Detec-
tion using the ECL reagents (Amersham, UK) was accomp-
lished by mixing them in a ratio of 1 1 and applying to the 
nitrocellulose surface for 1 rain. Excess reagent was drained 
off and the membrane exposed for 30 s to Hyperæhn-ECL. 
The malcctdar weight of the phosphoprotcins was est-

imated relative to the electrophoretic mobility of ce-
transferred, prestained protein standards (Amersham, UK). 

The total optical density of the different lanes was 
measured using an Imaging Analyser (Vidas Plus, Zeiss), 
program Ibas 20, Kontron Electronik. 

Phosp/zotyro.syi.-specjflc prorcin phospharc.rc (PTFasa) assay 

A standard 100 )AI reaction contained 100 000 c.p.m. 
labelled substrate riPTyrmyJin basic protein, labelled at its 
tyt-OSInC residue using 31?]ATP and v-abl tyrosine kinase as 
described by Strculi cc al., 1990) in buffer A: 50 mM Repes, 
5mM EDTA, 10mM DTT, 50 mm sodium chloride, 50 ig 
nsl’ 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 Butler ci a.!., 1989). After different times at 30’C, the 
reaction wax stopped by adding 500 jsg of BSA as carrier 
protein and 200 ji! of 20% trichloroacetic acid (TCA) and 
proteins were precipitated in liquid nitrogen. The samples 
were then centrifuged in an Eppendorf centrifuge for 10 rain 
and the rip content of the supernatant was determined. 

Tyrosinic Jthia.re assay 

A standard 50 ul reaction contained 0.1 ILl nP)ATp 
(6000 Ci mmo1. 10 mCi ml- 1. NEN DUPONT). 10 Lg nit’ myclin basic protein, 3 m sodium orthovanadntc, 50 ;LM ATP in buffer B: 25 mm Tris. 0.1 mr-I DTF, 10 mM rang-uctitun chloride pH 8.0. The reaction was initiated by addition of the 

appropriate dilution of membrane protein samples (extracted according 

rncpnQr5I.IvuI Ill
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to Butler cc at., 1989). After 30 mlii at 30C, the reaction was 
stopped by adding 250 jtg of BSA as carrier protein and 

100A of 201/6 TCA and proteins were precipitated in liquid 
nitrogen. The samples were then centrifuged in an Eppcdorf 

centrifuge for 10 min and the riP content of the pellets 
resuspended in 0.1 M Tris pH 8.0 was determined. Results Studies on tyrosine phosphory!aced proteins No changes in the total protein content of the FCE 24511 

resistant subclones in comparison with the protein content of 
the parental cell lines, LoVo and L1210, were seen after 

SDS-PAGE and Coosnassie staining (not shown). On the 

contrary, Figure 1 shows the difference observed after 
immunodetection of the same blotted gels with an antiphos-

photyrosine monoclonal antibody; a general reduced phos-phorylation in tyrosins was present in the LoVo/24517 pro-teins (lane 4 in comparison with lane ]) together with a reduced sensitivity of the resistant line (lanes 5 and 6 in soinparison with lanes 2 and 3) to a 15 nun treatment with a tyrosine phosphatnac Inhibitor, sodium orthovanadate (Tonks ci at.. 1988). Figure 2 shows the quantitative den-

sitometric evaluation of three repeated experiments on LoVo 
and LoVo/24517 cells and of similar experiments on L1210 

and L1210/24517 cells: also in the case of L1210-cells, the proteins of the resistant line presented a reduced phoeph-

orylation in tyrossuc. 

Studies on phasplwcyrory(.specjfic phosphatase activity 

The genera) picture of reduced tyr-phosphurylation seen in 
total protein extracts of both resistant 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 subliries. The total PTPase activity in membrane extracts of both sensitive and resistant subclonas was evaluated as the ability to dephosphorylate 32P-myelin basic protein phospliorylatcd by abE oncogcuc product. As shown in Figure 3 the phosphotyrasyl-specific phos-phatnac activity is increased in the protein membrane extract of L1210/24$17 cells in comparison with the activity of the membrane extract of the parental L1210 cell line, whereas no difference was observed with LQVo and LoVo/24517 mem-brane extracts. Mel. 

WI 

�200 -97.4 �89 Flaure 1 Tyrosine-phosphetylated proteins in total extracts of LoVo and LoVo/24517 cells; treatment with sodium ortho-vunadate. Cell treatments were performed with 0.1 and 1 mM Na-V for 15 min. Total proteins, extracted in Lamunli sample buffer, were separated

 by SDS-PAGE and transferred to a nit-rocellulose &bcL The blot was probed with a monoclonal antiphosphotyrosinc antibody. This is one representative csperi-meat of three. Lanes 1-3: LoVo cells (1, control; 2, 0.1 mM Na-V; 3, 1 mM Na-V); lanes 4-6: LoVof24517 cells (4, control; 5, 0..] mM Na-V; 6, 1 mM Na-V). Standard proteins: myosin (R chain) 200 (=al. wt in kDa), pbosphorylae B 97.4; bovine serum albumin 69. 
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On the contrary, a decreased tyrosinc kinase activity was 

observed in the LoVo/24517 extract in comparison with 
LoVo extract. whereas no change was observed In the same 
membrane cxtract5 of L1210 ccli lines (Figure 4). The addi-
Lion of FCE 24517 in these assays had no effect (not shown). 

Effect of sodium orthovanadate rrccznnent on FCE 24517 
cy(otoxlctzy 

With the aim of confirming r.ba; the regulation of tyrosiac 
pl1osphorrlation was related to resistance to FCE 24517, we 
tested if the treatment with an 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 1, a 48 li pretreatment with non-toxic 
doses of sodium orthovanadate (2.7. 5.4 and 10.8 JsM for 
L1210 lines and 12.5 and 17u4 for LoVo lines) was 
observed to increase the cytotoxic activity of FCE 24511 in a 
dose-dependent way. 

Effect cfprorein kinase inhiti1or; treatment o’tFC.E 24517 
cytotoxlcLty 

The same treatment reported for sodium orthovanadate has 
been repeated with different classes of protein kinase 
inbibitorm. On LoVo cell lines, no significant modification of 
FCE 24517 cytotoxLcit’ has been observed in combination 
with the tyr-kinase inhibitor genistein and the protein kinase 
inhibitor staurosporine. The only effect was observed with 
the tyr-kinasc inhibitor quercetin: the M10 value of FCE 
24517 in combination with 6.6 nM quercetin was increased by 
49% and 41% for LoVo and LoVo/24517 respectively. 

Figure 2 Tyrosinc - phosphomylatcd proteins in total extracts of 
LoVo. LoVo/24517, L1210 and L1210/24517 cells. Evaluation of 
the total optical density of the protein lanes by imaging analysis. 
Open columns, untreated cell,. hatched columns, cells treated 
with 1 ram Na-V (15 min for LoVo cells, 240 min for 14210 
CAllS). 

Table 1 Cytoto,deity of FCE 24517 in combination with non-toxic 
doses of sodium orthovanadate (Na-V) 

JC (mg ,n1’) 
7)’vcrtmenr 4-0 Yo LoYo/24$17 
FCE 24517 330–25 8300–650 
FCE 24517 + Na-V 12.5 liMb 104 – 8 5200 
FCE 24517+NA-V17.OpM5 41 3150–275 

L1210’ L1210/245I7 
FCE 24511 169–26 3368–127 
FCE 24517 + Na-V 2.7 ,LMb 126 –13 2704– 350 
FCB 24517 + Na-V 5.414m" 104–12 2663 –245 
FCE 245l7+NB.V10.8pm‘ 97–11 1091–215 

Forty-eight hours treatment with Na-V. FCE 24517 was added for 
the last 4 h. Colony number was counted after 8 deymi. 
5A11 the Na-V doses used in combination with FCE 24517 are non-toxia 
(survival> 75%). 
Forty-eight hours treatment with Na-V. FCE 24517 was added for the 
I=t hour. Cell number was evaluated after 49 11. 

Higher doses of qiiercetin were toxic. On L1210 cell lines, no 
influence on the cytotoxic activity of FCE 24511 was 
observed with geniatcin and herbimycin. 

Table II reports the results obtained after pretreatment 
with non-toxic doses of quercctin and araurosporine. The 
cytotoxic activity of FCE 24517 was decreased in a dose-
dependent way. This effect was more evident on the resistant 
L1210/24517 cells. 

Discussion 

’j Results presented in this paper show that both subliries resis-
tant to the antineoplastia agent FCB 24517 present a can-
genital modification in the tyrosyl-speclæc phosphatase and 
kinase balance: L1210124517 cells present an increase in the 
phospbatasc activity whereas LoVo/24517 cells present a 
decrease in the kinase activity. This modification is related to 

a decrease in tyrosine phosphorylation levels of LoVo/24517 

and L1210/24517 protein extracts. Moreover, by using a 

Dv so -. £0 30 20 10 limo (min) Figure 3 Phonphotyrosyl-apcciilc phosphatase activity in mem-brane -ciracn of LoVo. LoVo/24S17. L1210 and L.1210/24517 

cells. Aliquots* of 10 og of membrane proteins (LoVo V; LoVo/ 
24517 V; L1210 0; L1210/24517 �) were added to 12P.Tyr inyclin basic protein and incubated 

at 30C. ap release was 

determined at different timc. Values represent the average of 
three determinations. Bars, se, (when bars are not shown they are smaller than the symbol). 40 000 30000 

5, 

CL a 5 20000 a. E GL 51 10000 i 2 3 4 5 Membrane proteins (Vg) Figure 4 Tyrosinc kinass activity in snembrana extracts of LoVo, LoVo/24517, 14220 and 14210/24517 cells. Aliquots of membrane proteins (LoVo V; LoVo/24517 Y; L1210 0; L1210/ 24517 �) were added to ’P-ATP and rr’yeiin basic protein in the presence of 3 mM sodium orthovanadate at 30C "P incor-porated in the protein was determined after 30 win. Values repre-sent time average of three determinations. Bars, s.c. (when hers ate not shown they are smaller than the symbol). 
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Table U Cytotoxicity of FCE 24517 in combination with non-toxic doitcs of 
staurosporina and quercarin 

- ic,,, (ngml’) 
Treatment L/210" L1210/24517" 

FCE 24511 209–18 2800–256 
FCE 24517 + staurosporinc L5 OH’ 463:j 104 7455–61 
FCE 24517 + staurosporinc 3.0 tiM’ 481 

– 

102 8840 – 305 
24517 -I- queroctin 5000 nw’ 279 3703 – 4$ 

FCE 24517+quercctia 10 000 tiM’ 134 7858–303 

’All the doses of protein Icinase inhibitors used in combination with FCE 24517 use 
flQU-VQ (survival >75%). 
t7orty-cight hours treatment with protein na.c inhibitor. FCZ 24517 was added for 
the last hour. Cell number was ev1ui1ectkftcr 48 Ii. 

phosphatase inhibitor (sodium artisovanadate) in combina-
tion with FCE 24517 it is possible to increase the cytotoxic 
effect of FCE 24517. This effect is evident not only on the 
resistant cells but also on the sensitive cells, it is not a 
reversion of the resistance phenotype, but a demonstration of 
the importance of tyrosinc phosphorylation for the mode of 
action of FCE 24517. 

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

The mechanism of resistance selected by treatment with 
FCE 24517 in L1210 leukaemia and LoVo colon adcnocsx-
cinoma cells has not been found correlated to any of the 
changes frequently involved in the drug resistance. 

One of the mechanisms most frequently Involved in the cell 
resiltanOc to cytotoxic drugs is the decrease of drug 
accumulation, either by decreasing its uptake or by increas-
ing the efflux. In fact many tumour cell lines become resistant 
to structurally and functionally unrelated compounds with 
the overexpression of the mdr-1 gene, coding for a P-zp 170 
that acts as a drug efflux pimp (Endicott and Ling, 1989; 
Gottesman, 1993). L1210/24$17 cells are MIDRI-negativc 
(Gerard of a!, 1993) and LoVo/24517 cells present only a 
2-fold increase in rndr.I gene (Capolongo at 01., 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 
carcinoma call line which presents changes In the phos 
phorylation balance. UOWeVcr in this case a different enzyme 
is involved: a decreased specific activity of a cAMP-
dependent protein kinase influenced a different nuclear mat-
rix protein phosphorylation profile (May and Tcw, 1986). 

Moreover, a decreased phosphorylation of a p66 protein 
has been described in the membrane of a L1210 cell line 
resistant to cisplatin (Xuan cc al, 1994), which also exhibited 

a decreased methorrexare uptake. 
From the data presented here a balance between’ tyrosine 

phosphorylation and dephosphorylatiort activity seams to be 
important for the activity of PCE 24517. WC have 
hypothesised that the protein(s) involved in the mode of 
action of this drug need to be phoaphorylaced to work. 

Experiments to Identity the protein(s) involved in the mode 
Of action and, consequently, in the resistance mechanism of 
FCE 24517 are in progress. 
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IN VITRO CYTOTOXTC ACTIVITY 

Exponentially growing cells were sedcd and incubated at 37°C in a humidified 5% CO2 

atmosphere. After 24 hours, scalar doscs of brostallicin plus the Idnase inhibitor were 

added to the medium and cells were treated for 72 hours, At the end of treatment, cell 

proliferation was determined by a cellular adenosine triphospb.ate monitoring system. 

Cell proliferation was compared to control cells. All tested cell lines were sensitive to 

brostallicin. Per each combination, the cell, line most sensitive to the idnase inhibitor was 

selected: human CML K562 (BCRAi3L positive) for ST1571 (Gleevee); human lung 

cancer NCI-1-1322M for ZD139 (Irssa) and human breast cancer MDA-M0468 for 

OSI-774 (Tareeva). 

The conabinatiort indices (C,L) were calculated using a computer program for multiple 

drug effect analysis based on the equation of Chou.-Talalay (Adv Enzyme Regul 

194;22:27-55) for mutually noriexelnaive drugs, where a C.I. of <I in vitro indicates a 

more than additive effect 

The results obtained with the drugs as single agents and in combination are shown in 

tables 1-3. 

Table l in vitro combination of brostalticin with STI57I on 1(562 human CML cell line 

C.I. 

At 90% of fraction affected 

Brostallicin 0.304 

ST1571 0.348 

Combination (ratio 1:1) 

Brostallicin 0.218 0.69 

I571 0.218 



Table 2: in vitro combination of brostaflicin with 7-01839 on human lung cancer NC!-

1-]1322M human lung cancer cell line 

At 90% of fraction affected 

Brostullicin 0.249 

ZD1839 0.494 

Combination (ratio 1:1.25) 

Srostallicin 0.178 0.62 

0.222  

itTable 3: in vitro combination of brostalllcin with QI-774 on DA.-MB-468 human 

breast carcinoma cell Jin 

fC5, (.tM) C. 1. 

At 90% of fraction afhcted 

Brota1Iicin 0.0014 

OSI-774 1.076 

Combination (ratio 1: 250) 

Brnstallicin 0.0036 0.67 

OSI-774 0.891 

Thc results show That-on humcn tumor ceLls brostailicin can be combined effectively with 

ST1571 (Gleavec), ZD1839 (Irma) or OSI-774 (Tarceva) producing a mcre than. 

additive (La. synergic) affect. 



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 

2020 
ogotÆ, D.C. 

Abogado 
ALVARO CORREA ORDONEZ 

ASUNTO 

Patente de lnvenciôn 

Via Nacional 

Via POT (Fase Nacional) 

Rad icaciOn 
TrÆmite 
Everito 
ActuaciÆn 
Oficio 
Folios 

No. Sal. Internacional 
Fecha de Presentaciôn lnternacional 

04-63496 
011 
379 
430 

.1" 
003 

Patente de Modelo de Utilidad 11 

Cap. I Ei 
PCT/EP02/1 3092 
18/12/2002 

Cap. II FI1 

M4 

Como resultado del examen de fonda, realizado con fundamento en el articulo 45 de 
la DecisiOn 486 de la Comisiôn de la Comunidad Andina, se le comunica: 

1. Documentos estudiados 

1.1. Descripçión:  Folios: 30 a 47 como se radicô inicialmente. 

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

1.3. Proridad: Folio I EP 02075052.7 del 02/01/2002. 

1.4. Respuesta del solicitante: Folios 118 a 147, 

2. Objeto de la invención 

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

Objeto de .a_invenck5n: El objeto de la presente solicitud son composiciones 
farmacOuticas conformadas par un derivado de acriloilo distamicina de fOrmula (I) 
mÆs un inhibidor de proteiria quinasa. 

HC (1) 
11R2 

0 



Reivindicaciones I a 7: Una composcón farmacØutica que comprende un derivado 
de acriloilo distamicina de formula (I) y un inhibidor de protelna quinasa junto con un 
portador farmacØuticamente aceptable. 

Reivindicaciones 8 a 13: Productos que comprenden un derivado acriloilo distamicina 
de formula (I) 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 farmacŁuticas que produzcan un efecto antineoplÆsico sinergico. 

� Para solucionar este problema tØcnico la solicitud en estudio proporciona 
� composiciones farmacØuticas que comprenden un derivado de acriloil distamicina de 

fOrmula (I) mas un inhibidor de proteina quinasa. 

Se catalogo el objeto de la invenciOn segün  la [PC en (as categorIasA6lK3l/415 y 
A61   35/00. 

0 3. Do (a solicitud do Patente 

3.1. Reivindicaciones (artIculo 30 D 486) 

Las reivindicaciones I a 7 no estÆn sustentadas en el capitulo descriptivo por cuanto 
alli no se menciona ninguna composician farmacØutica que contenga un derivado de 
acriloilo distamicina de fOrmula (I) y un inhibidor de proteIna quinasa junto con un 
portador farmacØuticamente aceptable, tampoco se encuentra ningOn ejemplo en 
donde se ilustre alguria de ellas. 

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

4. Respuesta a los argumentos del solicitante: 

El solicitante en su respuesta argurnenta que ta/ycomo se muestra en la pubicaciOn 
cieritifica M. Ciomei et al. British Journal of Cancer 1995, 72:1504-1508 (anexo 1) el 
efecto sinØtpico de los derivadcs de distarnicina con inhibidores de quinasa son 
impredecibles. 

Al respecto este despacho corisidera que, Si bien el compuesto alil evaluado 
(tallimustina) no incrementa su actividad citotóxica con inhibidores de protemnas 
kinasas, si la incrementa con inhibidores de tirosin fosfatasas, lo cual sugiere que 
combinaciones de compuestos derivados de distamicina con otros inhibidores 
enzimÆticos pueden incrementar su acciOn farmacolOgica, Ilevando al experto en la 
materia a ensayar combinaciones de estos compuestos citotóxicos. 

TambiØn argumenta el solicitante que la evidencia de nivel inventivo pare ía presente 
solicitud Se puede veren los datos experimentales in vitro (anexo 2) que muestran los 
efectos antineoplÆsicos sinOrgicos de la composiciOn farmacØutica de la presente 
in vencion, 



Al respecto cabe resaltar, que el estudio in vitro (folios 146 y 147) adjuntado por el 
solicitante no demuestra quo los resultados obtenidos son resultado de la 
administración de una composición farmacŁutica con los dos principios activos y no 
do la administración de cada uno do ellos par separado. 

De la misma manera, es importante destacar que el problema tØcnico planteado de la 
actual solicitud estÆ directamente relacionado con proporcionar una composición 

� farmacØutica quo contiene un derivado de acriloil distamicina y un inhibidor do 
proteinas quinasas con la cual se obtienen efectos sinØrgicos antineoplÆsicos, sin 
embargo, como ya se indicô en el punto 3.1, el capitulo descriptivo no ilustra ninguna 

� composiciôn farmacØutica, Ia que describe es un kit de partes de los activos en 
menciOn coma preparaciones combinadas, entendiØndose estas como preparaciones 
de cada activo par separado administradas conjuntamente. 

Dados los argumentos anteriores, es clara que la presente invención, aunque 
reivindica composiciones farmacØuticas que contienen un derivado de acriloil 
distamicina y un inhibidor de proteinas quinasas, el capitulo descriptivo no las 
sustenta coma tal sino que so refiere a preparaciones combinadas de cada activo 

AVadministradas al mismo tiempo, con Ia cual no se le puede atribuir a la invención  la 
solución del problema tØcnico planteado. 

5. Conclusion 

En cumplimiento del artIculo 45 do la Decision 486 de la ComisiOn de la Comunidad 
Andina, so Ia indica que debe dar respuesta dentro del tØrmino de sesenta dias 
contados a partir de la fecha de notificación de  la presente comunicación. En caso 
de no dar respuesta al presente requerimiento, 0 SI a pesar de la respuesta 
subsistieran los impedimentos para la concesiOn, se denegarÆ la patente. 

Notifiquese el presente oficlo conforme a Ia dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del 
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No 10 de 2001. 

ALIX CARMENZA çESPEDES DE VERGEL 
Jefe de DivisiÆn dNuevas Creaciones 

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

CONCEPTO TECNICO No. 2988 EXAMINADOR TECNICO 
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