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RESUMEN
La presente invencién describe composiciones
farmacéuticas parenterales que comprenden un analogo de

somatostatina, y anadlogos de somatostatina novedosos.

L 2N B A B
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COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE ANALOGOS DE

SOMATOSTATINA CicLICOS

La presente invencién se refiere a composiciones
farmacéuticas parenterales que comprenden un analcgo de
somatostatina, y a analogos de somatostatina novedosos.

La somatostatina es un tetradecapéptido que tiene

la estructura:

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH
12 3 4 6 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Debido al aislamiento y a la caracterizacién de la
somatostatina, ha continuado una extensa buUsqueda de
analogos mas potentes y mas estables.

Los analogos de somatostatina se han descrito, por
ejemplo, en |la Publicacién Internacional NUmero WO

97/01579. Estos analogos de somatostatina comprenden la

secuencia de aminoacidos de la Farmula |I:

-=(D/L)Trp-Lys-X, -Xa - !

en donde X, es un radical de la Férmula (a) ¢ (b):

R =~y neell
Ry

CH,



10

15

20

25

en donde R, es fenilo opcionalmente sustituido,

R, es -Z1-CH2-R1, -CH:-CO-O-CH:-Rh

~J, 6%

en donde Z, es O 6 S, y

X2, es un a-aminoacido que tiene wun residuo
aromatico socbre la cadena lateral C,, © una wunidad de
aminoacido seleccionada. a partir de Dab, Dpr, Dpm, His,
(Bzi)HyPro, tienil-Ala, ciclohexil-Ala, y terbutil-Ala,
correspondiendo el residuo Lys de esta secuencia él residuo
Lys® de la somatostatipa-14 nativa.

Analogo de somatostatina, como se utiliza en la
presente, significa un péptide de cadena recta o ciclico
derivado a partir de aquél de la somatostatina-14 que se
presenta naturalmenté, que comprende l|la secuencia de la
Férmula |, y en donde adicionalmente se han omitido y/o se
han reemplazado una o mas unidades de aminoacidos, por
unc o mas radicales de aminoacidos diferentes, y/o en donde
uno o mas grupos funcionales han sido reemplazados por uno
o mas grupos funcionales diferentes, y/o uno o mas grupos
han sido reemplazados por uno o varios grupos isoestéricos
diferentes. En general, el término cubre todos los derivados
modificados de la somiatostatina-14 nativa, que comprende la

secuencia de la Fdrmula | anterior, que tienen afinidad de

46~
?_
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enlace en el intervalo de nM con cuando menos un subtipo de
receptor de somatostatina, como se define posteriormente en
la presente.

Se prefieren los analogos de somatostatina en
donde los residuos en Jlas posiciones 8 a 11 de |la
somatostatina-14 estan representados por la secuencia de la
Férmula | como se defijne anteriormente.

Se prefieren mas los andlogos de somatostatina
como se dan a conocer anteriormente, que comprenden una
unidad de hexapéptido, comprendiendo fos residuos en las
posiciones 3 a 6 de esta unidad de hexapéptido a la
secuencia de la Férmula 1. Todavia de una. manera mas
preferible, los residuos en las posiciones 1 y 2 de la unidad
de hexapéptido del he'xapéptido de somatostatina pueden ser
cualesquiera de aquéllos conocidos en la materia, por
ejemplo como son dados a conocer por A. S. Dutta en Small
Peptides, Volumen 19, 292-354, Elsevier, 1983, o como
sustituyentes para Phe® y/o Phe” de la somatostatina-14.

Todavia se prefieren més los hexapéptidos -  de
somatostatina ciclicos, por ejemplo los hexapéptidos de
somatostatina clclicos que comprenden wuna unidad de
hexapéptido numerada de 1 a 6, teniendo los residuos en las
posiciones 3 a 6 de la unidad de hexapéptido, la secuencia
de aminoacidos de la Férmula | como se indica anteriormente,

por ejemplo un compuesto de la Férmula la:
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ciclo[A-ZZ.-(D/L)Trp-Lys-X;-X2] |
1 2 3 4 5 6

en donde X; y X, son como se definen
anteriormente,

A es un residuo divalente seleccionado a partir de

Pro,
(Ry-NH-CO-O)Pro-, R;, , HO- 2 co-
I H’EOW i Re-{Ciy)y 5NN, .
Ra.%N-(GHéh:GO-NH-PID-- Ra.RaN-(CHzJu&PIm-.

R,-NH-CO-O—R.-CH(T&)—OO—. R"-CH(IiIR,,)-OO- y  NRyCHCO-

en donde R; es NRgRy-alquileno de 2 a 6 atomos de
carbono, guanidino-alquileno de 2 a 6 4tomos de carbono, o
alquileno de 2 a 6 atomos de carbono-COOH; Rj;; es H,
alquilo de 1 a 4 dtomos de carbono, o tiene
independientemente uno de los significados dados para Rj;
Rsp, es H 6 alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; R, es OH ¢
NRs;Rs; Ry, es -CH(CHj;)-; Ry es H 6 CHi\; R4, es bencilo
opcionalmente sustituido en el anillo; cada uno de Rs y R es.
independientemente H, alquilo de 1 a 4 Atomos de carbono,
w-amino-alquileno de 1 a 4 atomos de carbono, w-hidroxi-
alquileno de 1 a 4 atomos de carbono, é acilo; R; es un
enlace directo o alquileno de 1 a 6 4tomos de carbono, cada

uno de Rs ¥y Ry es independientemente H, alquilo de 1 a 4
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Atomos de carbono, w-hidroxi-alquileno de 2 a 4 atomos de
carbono, acilo, 6 CH;OH-(CHOH).-CH;-, en donde ¢ es 0, 1,
2, 3, 6 4; 6 Rg y Ry ferman, junte con el atomo de nitrégeno
con el que estan unidos, un grupo heterociclico que puede
comprender un heteroatomo adicional; y R;; es bencilo
opcionalmente sustituido en el anillo, -{CHz),.3-OH, CH;-
CH{OH)-, 6 -(CH3:),.5-NRsRs, y ZZ, es una unidad de a-
aminoacido natural o no natural.

Se prefieren en particular los compuestos de la

agfitel

Férmula:

en donde la configuracién en C-2 es (R) 6 (S), o
una mezcla de las mismas, ¥y

en donde R 2s NR;Rz-alquileno de 2 a 6 dtomos de
carbono, o guanidina-alquileno de 2 a 6 atomos de carbono, vy
cada uno de Ry y R, es independientemente H o aiquilo de 1
a 4 atomos de carbono,

en forma libre, en forma de sal, o en forma

protegida.

12
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De preferencia, R es NR;R:-alquileno de 2 a 6
atomos de carbono. Lols compuestos preferidos de la Férmula
il son los compuestos en donde R es 2-amino-etilo, es decir,
ciclo[{4-({NH;-C2H,-NH-CO-0O-)Pro}-Phg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-
Phe] (referido en Ia. presente como el Compuesto A) vy
ciclo[{4-(NH,-C2H4,-NH-CO-0O-)Pro}-DPhg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-
Phe], en forma tibre, én forma de sal, o en forma protegida.
Phg significa -HN-CH(C::aHs)-CO-. y Bzl signific.a bencilo.

Estos compuestos en forma libre, en forma de sal,
¢ en forma protegida, son referidos posteriormente en la
presente como los "coni1puestos de la invencién®.

Debido a ia degradacién proteolitica de Ilos
analogos de somatostatina de la presente invencion, es
altamente deseable el': suministro sistémico, por ejemplo la
administracién parenteral. Sin embargo, la adm.inistracién
parenteral puede sef muy dolorosa en el sitio de |la
administracion, en espécial en la administracién repetida.

Ahora se hill encontrado que las composiciones
parenterales que comp.renden un compuesto de la invencion y
acido tartarico, muestran propiedades particularmente
interesantes, por ejemplo una buena tolerabilidad y una alta
estabilidad. '

Un compuesto de la invencion en forma protegida
corresponde a un anélc:llgo de somatostatina, en donde cuando

menos uno de los g}'upos amino esta protegido, y que,

4

7/
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mediante desproteccién, conduce a un compuestoc de la
Férmula IlI, de preferencia fisiolégicamente removible. Los
grupos protectores de amino adecuados son, por ejemplo,
como se dan a conocer en “Protective Groups in Organic
Synthesis®”, T. W. Gre2ne, J. Wiley & Sons NY (1981), 219-
287, incorporandose su contenido a la presente como
referencia. Un ejemplo de este grupo protector de amino es
el acetilo.
| Un compuesto de la invencién puede existir, por
ejemplo, en forma libre o de sal. Las sales incluyen a las
sales de adicion de acido, por ejemplo con acidos
inorganicos, 4acidos poliméricos, o &cidos orgénicos, por
ejemplo con acido clorhidrico, acido acético, acido lactico,
acido aspartico, acido benzoico, &acido succlinico, o 4cido
pamoico. Las sales de adicién de acido pueden existir como
sales mono- 6 di-valentes, por ejemplo dependiendo de si se
agregan 1 6 2 equivalentes de Acido. Las sales preferidas
son las sales de lactato, aspartato, benzoato, succinato, y
pamoato, incluyendo mono- y di-sales, mas preferiblemente la
di-sal de aspartato y la mono-sal de pamoato.
Los compuestos de la invencién se pueden preparar
de acuerdo con los métodos convencionales.
En un primer aspecto, l|la presente invencién
proporciona una composicién parenteral que comprende un

compuesto de la invencién y Acido tartarico.

72
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De conformidad con la invencidén, tipicamente la
concentracion del compuesto de I|la invencién en Ila
composicién de la invencién es de aproximadamente 0.05 a
aproximadamente 1 miligramo por mililitro de composicién, en
particular de 0.1 a 1 miligramo/mililitro.

De una manera conveniente, l|la proporcién del
compuesto de la invencién (cantidad correspondiente a la
forma libre) al Acido tartarico es de aproxirr;adamente 0.01 a
aproximadamente 2 por peso en peso, de preferencia de
aproximadamente 0.05 a aproximadamente 0.6.

La cantidad del compuesto de la invencién en la
composiciéon de la invencién es de aproximadamente el 0.005
por ciento a aproximadamente el 0.1 por ciento, basandose
en el peso total de la formulacién,

De preferencia, el acido tartarico esta en una forma
cristalina fina. De una manera mAas preferible, se utiliza
acido tartarico D(-)- 6 L(+) cristalino. La cantidad de &acido
tartarico es de preferencia de aproximadamente el 0.01 por
ciento a aproximadamente el 1.5 por ciento en peso/peso de
la formulacién, de preferencia de aproximadamente el 0.01
por c¢iento a aproximadamente el 0.3 pér ciento, mas
preferiblemente de aproximadamente el 0.15 por ciento. De
preferencia, la molaridad del &cido tartarico en |la
composicién final es de aproximadamente 10 mM.

De acuerdo con la presente invencién, en adiciéon al

7%
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acido tartarico y wun compuesto de |a invencidn, Ila
composicién farmacéulica de preferencia comprende también

un componente basico seleccionado y agregado a Ia

composicién de tal manera que ei pH de la composicién'

farmacéutica regulada con 4acido tartarico se ajuste a un pH
de aproximadamente 4 a aproximadamente 4.5, de preferencia
de aproximadamente 4,2,

De una manera preferible, el componente basico es
una base, por ejemplo hidréxido de sodio o hidroxido de
potasio, o una sal bé-sica, por ejemplo carbonato acido de
sodio, carbonato de sodio, carbonato écido.de potasio, o
carbonato de potasio. De preferencia, el componente basico
se agrega en una cantidad tal que I|a composicidn
farmacéutica resultante tenga un pH regulado como se indica
anteriormente.

Preferiblemente, la composicién farmacéutica de la
invencién se basa en agua.

Las composiciones de la invencion pueden
comprender adicionalmente un agente de tonicidad, tal como
manitol, cloruro de sodio, glucosa, dextrosa, sacarosa, o0
glicerinas. De preferencia, el agente de tonicidad es manitol.

La cantidad del agente de tonicidad se selecciona
para ajustar |a isolonicidad de I|a composicién de Ia
invencién, por ejemplo el manitol puede ser de preferencia de

aproximadamente el 1 por ciento a aproximadamente el 5§ por

7¢
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ciento en peso de la composicién, de preferencia
aproximadamente el 4.95 por ciento. De wuna manera
conveniente, el manitol esta presente en una proporcién del
manitol al 4cido tartarico de aproximadamente 20 a
aproximadamente 40, de preferencia de aproximadamente 33.

Las composi¢iones de |la invencién pueden contener
excipientes convencionales comunmente empleados en las
composiciones parenterales, con el objeto de proporcionar la
estabilidad y eficacia terapéutica requeridas. Los excipientes
pueden incluir, por ejemplo, un antioxidante o un agente
conservador.

Los antioxidantes se pueden emplear para proteger
al agente activo de |la degradacién oxidativa, en particular

bajo condiciones aceleradas de esterilizacién térmica. Los

antioxidantes se pueden seleccionar a partir de cualquiera de

los compuestos conogcidos en la materia. De una manera
similar, la cantidad de antioxidante empleada se puede
determinar empleando experimentacién de rutina. De
preferencia, las comp:lasicior;es de la invencién no contienen
un antioxidante.

De una manera preferible, se puede agregar a la
composicion un agente conservador, por ejemplo fenol,
cuando se formule c¢omo frascos de multiples dosis,
cartuchos, o jeringas. De preferencia, las composiciones de

la invencion no contienen un agente conservador.
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Se hace referencia a la extensa literatura sobre la
materia para estos y otros excipientes y procedimientos
mencionados en la presente, ver en particular Handbook of
Pharmaceutical Excipients, Segunda Edicién, editado por
Ainley Wade y Paul J. Weller, American Pharmaceutical
Association, Washington, EUA, y Pharmaceutical Press,
Londres; y Lexikon der Hilfsstoffe fir Pharmazie, Kosmetik
and angrenzende Gebiete, editado por H.P. Fiedler, 4°¢
Edicidén, Editio Cantor, Aulendorf, y las ediciones anteriores,
las cuales se incorporan a la presente como referencia.

De preferencia, la composicidén de la invencidn
contiene, como ingrediente activo, soclamente el compuesto
de la invencién, por ejempio un compuesto de la Féormula 1],
por ejemplo el Compuesto A.

Los procedimientos que se pueden emplear para
preparar las composiciones de la invencién pueden ser los
convencionales o los conocidos en la técnica, o se pueden
basar en tales procedimientos, por ejemplo los descritos en
L. Lachman y colaboradores, The Theory and Practice of
Industrial Pharmacy, 3*® Edicién, 1986, H. Sucker y
colaboradores, Pharmazeutische Technologie, Thieme, 1991,
Hager's Handbuch de( pha.rmazeutischen Praxis, 4% Edicién
(Springer Verlag, 1971) y Remington's Pharmaceutical
Sciences, 13" Edicién, (Mack Publ., Co., 1970), o las

ediciones posteriores.

76
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Tipicamente, el compuesto de la invencion, el acido
tartarico, y opcionalmente los otros ingredientes
mencionados en la cantidad deseada, se disuelven en un
solvente acuoso, de pi:eferencia en agua para inyecciones, y
se ajusta el pH con |la base. La solucién resultante se puede
diluir entonces con agua para reconstituirla hasta el volumen
final deseado. La solucidn resultante se puede filtrar a traveés
de un filtro estéril, por ejemplo un filtro Millipak®. De
preferencia, durante la preparacién anterior, el oxigeno
(aire) es desplazado del contacto con la solucién del
compuesto de la invencion. Esto normalmente se lleva a cabo
purgando, por ejemplo con nitrégeno, un recipiente que
contenga a la soluciéon. La comp-osicién farmacéutica se
puede empacar bajo diéxido de carbono u otro gas inerte para
prevenir la degradacién, de preferencia bajo diéxido de
carbono, por ejemplo cargado en los frascos, por ejemplo
frascos de vidrio, ampolletas, por ejemplo ampolletas de
vidrio, o jeringas, por ejemplo jerinQas previamente llenadas,
y se esterilizan con vapor o ¢con calor.

La solucién se puede secar por congelacién
mediante un método convencional bajo condiciones asépticas
para dar un polvo para inyeccién, el cual se puede utilizar
para reconstituir la solucién deseada para administracién
parenteral poco antes de su administracién, mediante Ia

mezcla del polvo con la cantidad deseada de solvente, por
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ejemplo con agua para inyecciones.

De una manera alternativa, ta presente invencién
proporciona, en otro aspecto, wuna composicién para
administracién parenteral regulada a un pH 4 a
aproximadamente 4.5, de preferencia a aproximadamente 4.2,
y comprendiendo, como ingrediente activo, al Compuesto A o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, por ejemplo
un lactato, mono- & di-aspartato, succinato, de preferencia
una di-sal de aspartato.

Estas composiciones pueden comprender a los
mismos componentes que se describen anteriormente para las
composiciones que comprenden acido tartarico, en donde el
acido tartarico/tartrato es reemplazado por otro regulador, tal
como acetato/acido acético, ltactato/acido lactico, y
glicina/HCI.

Las composiciones de la invencidn son utiles:

a) para l|la prevenciéon o el tratamiento de
trastornos con una etiologia que comprenda o que esté
asociada con un exceso de secrecion de GH y/o un exceso de
IGF-1, por ejemplo en el tratamiento de acromegalia, asl
como en el tratamiento de diabetes mellitus tipo | 6 tipo |},
en especial complicaciones de la misma, por ejemplo
angiopatia, retinopatia proliferativa diabética, edema macular
diabético, nefropatia, neuropatia y fenémeno del amanecer, y

otros trastornos metabdlicos relacionados con la liberacién
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de insulina o glucagon, por ejemplo obesidad, por ejemplo
obesidad patolégica u obesidad hipotalamica 0
hiperinsulinémica,

b) en el tratamiento de fistula enterocutdnea vy
pancreaticocutanea, sindrome de intestino irritable,
enfermedades inflamatorias, por ejemplo Enfermedad de
Graves, enfermedad inflamatoria del intestino.' psoriasis o
artritis inflamatoide, enfermedad de rifiéon policistico,
sindrome de volteo, sindrome de diarrea acuosa, diarrea
relacionada con SIDA, diarrea inducida por quimioterapia,
pancreatitis aguda o crénica, y tumores secretores de
hormonas gastrointestinales (por ejemplo, tumores GEP, por
ejemplo vipomas, glucagonomas, insulinomas, carcinoides, y
similares), malignidades de linfocitos, por ejemplo linfomas o
leucemias, carcinoma hepatocelular, asi como sangrado
gastrointestinal, por ejemplo sangrado esofdgico variceal.

c) para |a prevencién o el tratamiento de
angiogénesis, trastornos inflamatorios como se indican
anteriormente, incluyendo enfermedades inflamatorias de los
ojos, edema macular, por ejemplo edema macular cistoide,
edema macular cistoide - idiopatico, degeneracién macular
exudativa relacionada con la edad, trastornos relacionados
con neovascularizacion coroidal, y retinopatia proliferativa,

d) para prevenir o combatir enfermedades de los

vasos de injerto, por ejemplo vasculopatias de halo- 6 xeno-

7
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trasplantes, por ejemplo ateroesclerosis de vasos de injerto,
por ejemplo en un trasplante de oérgano, por ejemplo en
trasplantes de corazén, pulmén, corazén-pulmon combinados,
higado, rifién, o pancre2as, o para prevenir o tratar estenosis
de injerto de venas, reste.nosis. y/u oclusién vascular en
seqguida de Ilesién vascular, por ejemplo <c¢ausada por
procedimientos de cateterizacién o procedimientos de
raspado vascular, tales como angioplastia transluminal
percu'ténea, tratamientio con laser, u otros procedimientos
invasivos que alteren la integridad de la intima o el endotelio
vascular,

e) para el tratamiento de tumores que expresen o
acumulen al receptor de somatostatina, tales como tumores
de pituitaria, por ejemplo Enfermedad de Cushing, tumores
gastro-enteropancreaticos, carcinoides, del sistema nervioso
central, de mama, prostaticos (incluyendo cancer de prostata
refractario a hormonas avanzado), de ovario, o coldnicos,
cancer pulmonar de células pequefias, obstruccién maligna
del intestino, paragangliomas, cancer de rifién, cancer de
pile, neuroblastomas, feocromocitomas, carcinomas de
tiroides medulares, mi2lomas, linfomas, tinfomas de Hodgkins
y que no son de Hodgkins, tumores 6seos y sus metastasis,
asi como trastornos autoinmunes o inflamatorios, por ejemplo
artritis reumatoide, enfermedad de Graves, u'- oiras

enfermedades inflamatorias de los ojos.
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De preferencia, las composiciones de la invencidén
son Gtiles en el tratamiento de acromegalia y cancer, por
ejemplo Enfermedad de Cushing.

La actividad y las caracteristicas de las
composiciones de la invenciéon se pueden indicar en pruebas
clinicas o animales convencionales.

La dosificacion apropiada de la composicién de la
invencién, por supuesto, variara, por ejemplo, dependiendo
de la condicién que se vaya a tratar (por ejemplo, el tipo de
enfermedad o la naturaleza de la resistencia), del farmaco
utilizado, del efecto deseado, y del modo de administracion.

Cuando se da continuamente, se puede dar una
cantidad efectiva del fArmaco en dos o tres dosis extendidas
a través del tiempo, tal como mediante administracién
parenteral, por ejemplo goteo intravenoso, inyecciones
intramusculares o subcutaneas, o infusién subcutdanea, por
ejemplo infusién subcutanea continua, de preferencia

inyeccién o infusién subcutanea, extendiéndose la dosis

.diaria total a través de la porcién o de todo el periodo de

administracion. Cuando se da mediante inyeccién subcutanea,
se administra mas preferiblemente de tres veces por semana
a tres veces al dia, de preferencia dos veces por semana
hasta una 6 dos veces al dfa. Un compuesto de la invencién
también se puede administrar en la forma, por ejemplo, de

una inyeccién de bolo subcutanea.
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La composicién de la invencion de preferencia es
adecuada para administracién subcutanea.

Después de la inyeccidén, la composicion de la
invencién es localmente bien tolerada. En particular, la
administracién parenteral de wuna composicién de |Ila
invencidén, por ejemplo inyeccién subcutanea, conduce a una
sensacién de quemadi;ra leve o ninguna en el sitio de la
inyeccién.

En adicién a |la buena tolerancia local después de
la inyeccién, la composicién de la invencién exhibe buenas
caracteristicas de estabilidad. Por ejemplo, se encontré
menos del 2.5 por ciento de productos de degradacioén
después de cuatro semanas de almacenamiento a 60°C. Por
ejemplo, si se almacena con proteccién de luz a 2°C-8°C, las
composiciones de la invencidon son estables durante 24
meses. Se puede observar una estabilidad particularmente
buena con la sal de di-aspartato del Compuesto A.

En general, se obtienen resultados satisfactorios
después de la administraciéon, por ejemplo la administracién
subcutanea, en dosificaciones del orden de aproximadamente
0.01 a aproximadamente 1.2 miligramos, de preferencia de
aproximadamente 0.1 a aproximadamente 0.6 miligramos del
compuesto de la invencidn por inyeccidn, 0 de
aproximadamente 0.001 a aproximadamente 0.009 miligramos

por kilogramo de peso corporal del animal al dia,
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administrados una vez o en dosis divididas hasta cuatro
veces al dfa. Por consiguiente, las dosificaciones diarias
adecuadas para los pacientes son del orden de
aproximadamente 0.1 miligramos a aproximadamente 0.6
miligramos de un compuesto de la invenciéon, por ejemplo un
compuesto de la Férmula I}, por ejemplo el Compuesto A.

Los siguientes Ejemplos sirven para ilustrar las

composiciones de la.invencidén.

Elemplos 1 a 7:

Se disuelven acido tartarico y manitol en agua para
inyecciones, mientras que se purga la solucién con nitrégeno.
Luego se agrega la sal de di-aspartato del Compuesto A, la
solucion se ajusta con hidréxido de sodio a un pH de 4.20, y
se agrega agua para inyécciones hasta 1.0 mililitros. Bajo
condiciones asépticas, la soluciéon se filtra a través de un
filtro estéril Millipak-200® con un tamafio de poros de <0.22
micras, se rellena en ampolletas, y se esterilizan pasandolas

por autoclave.

2.5
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_Ej.1 Ej.2 Ej.3 Ej.4
Sal de diaspartato del 0.251 0.315 0.376 0.472
Compuesto A (cantidad (0.200) | (0.251) [ (0.300) | (0.376)
correspondiente del
Compuesto A)
Acido tartarico cristalino 1.501 1.501 1.501 1.501
Manitol 49.500 | 49.500 [ 49.500 | 49.500
Hidréxido de sodio 1N hasta hasta hasta hasta
para inyecciones un pH un pH un pH un pH
de de de de
4.20 4.20 4.20 4.20
Agua para inyecciones hasta hasta |hasta 1 |hasta 1
1ml 1ml ml m|
Ej.5 Ej.6 Ej.7
Sal de diaspartato del Com- 0.752 0.788 1.128
puesto A (cantidad correspon- (0.600) (0.827) (0.900)
diente del Compuesto A)
Acido tartarico cristalino 1.501 1.501 1.501
Manitol 49.500 49.500 48.500
Hidréxido de sodio 1N para hasta un |[hasta un |hasta un
inyecciones pH de pH de pH de
4.20 4.20 4.20
Agua para inyecciones hasta 1 hasta 1 hasta 1
ml ml ml
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En todavia otro aspecto, la presente invencion

proporciona compuestos novedosos de la Férmula IlIl:

en donde R es NR;R;-alquileno de 2 a 6 atomos de
carbono, o guanidina-alquileno de 2 a 6 atomos de carbono, vy

cada uno de R, y R; es independientemente H ¢
alquilo de 1 a 4 atomos de carbono,

en forma libre, en foerma de sal o en forma de
complejo, o en forma protegida.

De preferencia, R es NR;R;-alquileno de 2 a 6
atomos de carbono. Un compuesto preferido de la Férmula II!I
es el compuesto en donde R es 2-amino-etilo, también
denominado ciclo[{4-(NH2-C2H,-NH-CO-0-)Pro}-DPhg-DTrp-
Lys-Tyr(4-Bzl)-Phe], y referido en la presente como el
Compuesto B,

en forma libre, en forma de sal o de complejo, o en
forma protegida. Phg y Bzl son como se definen
anteriormente.

Estos compuastos en forma libre, en forma de sal,

26~
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o en forma de complejo, o en forma protegida, son referidos
posteriormente en la presente como I|los “compuestos
novedosos de la invencién®.

Un compuesio de la Férmula 1ll, por ejemplo el
Compuesto B, en forma protegida, corresponde a la molécula
anterior, en donde cuando menos uno de los grupos amino
estid protegido, y que,.mediante desproteccién, conduce a un
compuesto de la Férmula Ill, de preferencia fisiolé6gicamente
removibles. Los grupos protectores de amino adecuados son,
por ejemplo, como se dan a conocer en “Protective Groups in
Organic Synthesis”, T W. Greene, J. Wiley & Sons NY
(1981), 219-287, cuyo;contenido se incorpora a la presente
como referencia. Un ejemplo de este grupo protector de
amino es el acetilo.

Cuando un hcompuesto de la Férmula |Ill, por
ejemplo el Compuesto;B, existe en una.forma de complejo,
puede ser conveniente_merfte un compuesto de la Férmula 111
que lleve un grupo quelante sobre el grupo amino de la
cadena lateral de Pro, y forma complejo con un elemento
detectable o radioterapéutico. EIl Compuesto B que lleva un
grupc quelante es referido en la presente como el Compuesto
B conjugado. |

Los ejemplos: de‘los grupos quelantes incluyen, por
ejemplo, los derivados a partir de a4cidos o anhidridos poli-

amino-policarboxllicos,; por ejemplo los derivados a partir de

L]
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ligandos no cliclicos, por ejemplo acido dietilen-triamina-
penta-acético (DTPA), Aacido etilenglicol-0,0'-bis{(2-amino-
etil)-N,N,N',N'-tetra-acético (EGTA), 4cido N,/N'-bis(hidroxi-
bencil)-etilen-diamina-N,N’'-diacético (HBED)}, y acido
trietilen-tetramina-hexa-acético (TTHA), aquéllos derivados a
partir de DTPA sustituido, por ejemplo p-isotiocianato-bencil-
DTPA, aquéllos derivados a partir de ligandos macrociclicos,
por ejemplo acido 1,4,7,10-tetra-azaciclo-dodecano-N,N' ,N"-
N°'-tetra-acético (DOTA), acido 1,4,8,11-tetra-azaciclo-
tetradecano-N,N’',N°,N"'-tetra-acético (TETA), o] acido
1,4,7,10-tetra-azaciclo-tridecano-N,N' ,N" ,N"'-tetra-acetico
(TITRA).

El grupo quelante se puede unir directamente o a
través de un espaciador al grupo amino de la cadena lateral
de Pro. Los espaciadores adecuados incluyen aquélios
conocidos en este campo, por ejemplo como se dan a conocer
en la Patente Britdnica Nuimero GB-A-2.225.57§. por ejemplo
el residuo divalente de un amino-acido carboxilico, por
ejemplo B-Ala, o un residuo divalente derivado a partir del
4cido 6-amino-caproico.

Los grupos quelantes preferidos son los derivados
a partir de DTPA, DOTA, 6 TETA. Los grupos quelantes
derivados a partir de DTPA 6 DOTA son los mas preferidos.

Un elemento detectable significa cualquier

elemento, de preferencia un ion de metal, que exhiba una

T
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propiedad dete-ctable &én técnicas de diagnéstico in vivo, por
ejemplo un ion de metal que emita una radiacién detectable,
o un ion de metal que sea capaz de tener influencia sobre las
propiedades de relajacién de la resonancia magnética
nuclear. Un elementc radioterapéutico significa cualquier
elemento que emita una radiacién que tenga un efecto
benéfico sobre las condiciones que se vayan a tratar.

Los elementcs adecuados incluyen, por ejemplo, los
elementos pesados o los iones de tierras raras, por ejemplo
como se utilizan en la, exploracién de CAT (Tomografia Axial
por Computadora), iones paramagnéticos, por ejemplo Gd**,
Fe3*, Mn2?*, y Cr?*, iones de metales fluorescentes, por
ejemplo Eu®*, y radioniclidos, por ejemplo un radiolantdnido,
en particular un radionlUclido emisor de y, un radionuclido
emisor de B, un radiondclido emisor de a, un radiontclido
emisor de Auger-e, 6 un radionlclido emisor de positrones,
por ejemplo ®®Ga, '°F, 6 %Y.

Los radionGclidos emisores de vy adecuados
incluyen aquéllos que son tdtiles en Ilas técnicas de
diagnéstico. Los radiontclidos emisores de ¥
convenientemente tienen una vida media desde 1 hora hasta
40 dlas, de prefereni:ia desde 5 horas hasta 4 dias, méas
preferiblemente desde 12 horas hasta 3 dias. Los ejemplos
son l|los radiois6topos de Galio, Indio, Tegnecio, Iterbio,

Renio, Terbio, Lutecio, Talio, y Samario, por ejemplo *’Ga,
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Y n, °*mTc, '81Tb, '°°YDb, '°*Re 6 '"7Lu.

Los radionuaclidos emisores de B adecuados
incluyen aquéllos que son utiles en las aplicaciones
radioterapéuticas, por ejemplo °°Y, ®7Cu, '"®®Re, '?*Re, '®°%Er,
121gqn, 127Te, 1771y, %Py, 19%Ay, 19%pPy, '**Dy, "“2Pr, 6 '*'sm.

Los radionuclidos emisores de a adecuados son
aquéllos que se utilizan en tratamientos terapéuticos, por
ejemplo 2''At, 2'2Bi, 6 *°'Ti.

Los compuestos de la Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B, pueden existir, por ejemplo, en forma libre o
de sal. Las sales incluyen las sales de adicion de acido, por
ejemplo, con acidos inorganicos, acidos poliméricos, 0 acidos
organicos, por ejempld con acido clorhidrico, acido acético,
acido lactico, acido aspartico, acido benzoico, Acido
succinico, o acido pamoico. Las sales de adicion de A&acido
pueden existir como sales mono- 6 di-valentes, por ejemplo
dependiendo de si se agregan uno o dos equivalentes de
acido al Compuesto B en forma de base libre. Las sales
preferidas son las sales de lactate, aspartato, benzoato,
succinato, y pamoato, incluyendo las mono- y di-sales, mas
preferiblemente la di-sal de aspartato y |la mono-sal de
pamoato.

Los compuestos conjugados de la Férmula IIl, por
ejemplo el Compuesto B conjugado, pueden existir

adicionalmente en forma de sales que se pueden obtener con
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los grupos de dcido carboxilico cuando estén presentes en el
grupo quelante, por ejemplo sales de metales alcalinos, tales
como sodio o potasio, o sales de amonio sustituido o
insustituido.

La presente invencién también incluye un proceso
para la producciéon de un compuesto de la Férmula Ill, por
ejemplo el Compuesto B. Se puede producir en analoglia a ios
métodos conocidos, por ejemplo:

a) ciclar un peéptido lineal en forma protegida,
enlazada con polimero, o no protegida, de tal manera que se
obtenga un compuesto de la Férmula I|ll, por ejemplo el
Compuesto B, y luego remover opcionalmente los grupos
protectores, ,

b) para producir un compuesto conjugado de la
Férmula 1], por ejemplo el Compuesto B conjugado, enlazar
entre si un grupo quelante y el compuesto de la Férmula |11,
por ejemplo el Compuesto B, en forma protegida o no
protegida, y luego remover opcionalmente el grupo protector,

y recuperar el compuesto de la Férmula IIl, por
ejemplo el Compuesto B, o un compuesto conjugado de la
Formula IIl, por ejemplo el Compuesto B conjugado asi
obtenido, en forma Ilibre, en forma de sal, o formando
complejo opcionalmente con wun elemento detectable o
radioterapéutico.

En general, no es critico cudl aminodcido se

SO
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seleccione para estar en la posicion C-terminal para iniciar
la cadena peptidica, debido a que el péptido lineal se
ciclara, en el entendido solamente de que la secuencia de
aminoacidos en el péptido lineal corresponda a aquélla en el
compuesto deseado de la Fébrmula 1Il, por ejemplo el
Compuesto B. Sin embargo, puede haber otros factores que
puedan preferir un aminoacido inicial sobre otro. Cuando se
prepara un compuesto de la Férmula I1ll, por ejemplo el
Compuesto B, mediante sintesis en fase solida, el primer
aminoacido de preferencia se une a la resina, por ejemplo
una resina basada en poliestireno comercialmente disponible,
a través de un enlazador adecuado, por ejemplo un enlazador
que sea disociable bajo condiciones ligeras, para mantener
intacta l|la proteccién de la cadena lateral, por ejemplo
SASRIN o un enlazador basado en tritilo opcionalmente
sustituido, por ejemplo acido 4-(hidroxi-difenil-metil)-
benzoico, en donde uno de los grupos fenilo puede estar
opcionalmente sustituido, por ejemplo por Cl. La construccion
de |la cadena peptidic‘a deseada se puede efectuar de una
manera convencional, por ejemplo utilizando unidades de
aminoacidos, en donde el grupo amino terminal sea protegido
por Fmoc, estando los grupos amino de la cadena lateral,
cuando estén presentes, protegidos con un grupo protector de
amino diferente, por ejemplo Boc ¢ CBO. De preferencia el

péptido lineal se cicla de tal manera que se produzca un
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enlace entre Tyr{4-Bzl)-OH y Phe, por ejemplo Phe-{4-(NHR -
C,H.-NH-CO-0-)Pro}-DPhg-DTrp(R2)-Lys{(e-NHR,)-Tyr(4-Bzl)-
OH ¢ u derivado funcional del mismo, en donde cada uno de
R;., R2, ¥ Ry es un grupo protector de amino. El paso de
ciclacién a) se puede llevar a cabo convenientemente de
acuerdo con el método conocido, por ejemplo mediante una
azida, un eéster activo, un anhidrido mixto, o una carbodi-
imida. Posteriormente, se remueven los grupos protectores,
por ejemplo mediante disociacién, por ejemplo con 4cido
trifluoroacético, o mediante hidrogenacién.

La ciclacion del péptido también se puede llevar a
cabo directamente sobre el soporte sélido, estando el primer
aminoacido en una forma protegida Na- y C-terminal, y unido
a traves de una cadena lateral, por ejemplo una funcién de €-
amino Lys, o mediante anclaje de l|la estructura base.
Entonces se sintetiza la secuencia lineal giguiendo los
procedimientos convencionales de sintesis en fase sdélida
(SPPS). Después de la disociacién de la proteccién C-
terminal, se cicla el péptido, por ejemplo como se describe
en lo anterior. Posteriormente, se disocia el péptido ciclico a
partir de la resina, y se desprotege.

Si se desea, la cadena lateral presente sobre Pro,
se puede introducir en el aminoacido antes o después del
paso de ciclacién del péptido a). Por consiguiente, Pro como

un aminoacido inicial o como un péptido lineal o ciclico
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inicial, en donde, en cada caso, Pro estd sustituido en el
anillo por OH, se puede convertir para proporcionar un
compuesto de la Férmula {ll, por ejemplo el Compuesto B, o
la unidad Pro deseada, o el péptido lineal correspondiente,
respectivamente, en donde Pro esta sustituido por NHR,-
C2H4-NH-CO-0O-.

La formacién de complejo de un compuesto
conjugado de la Férmula IIl, por ejemplo el Compuesto B
conjugado, se puede llevar a cabo mediante la reaccidon del
compuesto conjugado de Ila Férmula 1ll, por ejemplo el
Compuesto B conjugado, con un elemento detectable o
radioterapéutico correspondiente, produciendo un compuesto,
por ejemplo una sal de metal, de preferencia una sal soluble
en agua. La reaccion se puede ilevar a cabo en analogia con
los métodos conocidos, por ejemplo como se da a conocer en
Perrin, Organic Ligand, Chemical Data Series 22, NY
Pergamon Press (1982), en Krejcarit y Tucker, Biophys.
Biochem. Res. Com. 77:581 _(1977), y en Wagner y Welch, J.
Nucl. Med. 20:428 (1979).

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de los
compuestos novedosos de fa invencion de la Férmula Iil.

Todas las temperaturas estan en °C.

=3
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Abreviaturas:

AcOH = Acido acético.

Boc = Terbutoxi-carbonilo.

Bzl = Bencilo.

CBO = Carbobenzoxilo.

DIPCI = N,N'-di-isopropil-carbodi-imida.
DIPEA = di-isopropil-etil-amina.
DMF = Dimetil-formamida.

DPPA = Difenil-fosforil-azida.
Fmoc = Fluorenil-metoxi-carbonilo.
HOBT = 1-hidroxi-benzotriazol.
Osu = N-hidroxi-succinimida.

TFA = Acido trifluoroacético.
THF = Tetrahidrofurano.

Eiemplo 8: Ciclo[{4-(NH;-C3H,-NH-CO-0O-)Pro}-DPhg-

DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-Phe]
a) Sintesis de Fmoc-Pro(4-OCO-NH-CH;-CH.-NH-Boc)-OH.
Se hace reaccionar clorhidrato dé metil-éster de L-
hidroxi-prolina con Fmoc-Osu en carbonato de sodio 1.0 N
acuoso/tetrahidrofurano, a temperatura ambiente. Después de
que se termina la reaccion, se alisla el Fmoc-Pro(4-OH)-OMe
mediante precipitacién. Luego se agrega por goteo Fmoc-
Pro(4-OH)-OMe en una solucién de .trifosgeno (0.6

equivalentes) en tetrahidrofurano, para dar un intermediario
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de clorocarbonato. Después de 1 hora, se agregan dimetil-
amino-piridina (1.0 equivalentes) y N-Boc-diamino-etano (6.0
equivalentes), y la rea_ccién se agita a temperatura ambiente.
Después de que se termina la reaccién, se remueve el
solvente al vacio, y se extrae el Fmoc-Pro(4-OCO-NH-CH,-
CHz;-NH-Boc)-OMe resultante a partir de un sistema de dos
fases de acetato de etilo/HCI 0.1 M, para dar el producto
crudo (MH® = 554), el i::uall se purifica mediante cristalizacidén
a partir de acetato de etilo. Entonces se disocia el metil-
éster hasta el acido libre mediante su tratamiento con NaOH
1N en dioxano/agua, y se purifica el producto de Fmoc-Pro(4-
OCO-NH-CH;-CH;-NH-Boc)-OH sobre gel de silice, [(M+Na)]*
= 562. '

b) H-Phe-Pro(4-OCO-NH-CH,-CH,-NH-Boc)-DPhg-DTrp(Boc)-
Lys{(Boc)-Tyr(Bzl)-OH. '

' Se utiliza la. resina de Fmoc-Tyr(Bzl)-O-CH;-Ph(3-
OCH;)-O-CH,-poliestireno (restna-SASRIN, 2.4 mM)
comerciélmente disponible como material de partida, y se
lleva a través de un i:)rotocolo convencional consistente en
ciclos repetitivos de desproteccidn con Na
(Piperidina/dimetil-formamida, 2:8), lavados repetidos con
dimetil-formamida, y acoplamiento (DIPCI: 4.8 mM/HOBT: 6
mM, DMF). Se acoplan en secuencia [0os siguientes derivados

de aminodcidos: Fm';oc-Lys(Boc)-OH. Fmoc-DTrp(Boc)-OH,

¥
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Fmoc-DPhg-OH, Fmoc-Pro(4-OCO-NH-CH;-CH,-NH-Boc)-OH,
Fmoc-Phe-OH. Se _contindan los acoplamientos (2
equivalentes de aminoacidos) o se repiten hasta terminar, es
decir, hasta que desaparezcan completamente los grupos
amino residuales, lo cual sé monitorea mediante una prueba
de ninhidrina de “Kaiser” negativa. Antes de l|la disociacién
del péptido lineal protegido co-mpletamente ensamblado de su
soporte de resina, se remueve la proteccién de Na-Fmoc del

ultimo residuo.

c) H-Phe-Pro(4-OCO-NH-CH;-CH;-NH-Boc)-DPhg-DTrp(Boc)-
Lys{(Boc)-Tyr(Bzl)-OH.:

Después de .'Ilos lavados con CH,Cl,, la resina de
péptido se transfiere a una columna o a un filtro de succién
agitado, y se disocia él fragmento de péptido y s'e eluye con
un corto tratamiento con TFA al 2 por ciento en CH;;CI;, dentro
de 1 hora. El eluato e neutraliza inmediatamente con una
solucién saturada de NaHCO,. La solucién organica se separa
y se evapora, y se cicla el precursor protegido con la cadena

lateral (MH" = 1366) siih mayor purificacion.

d} ciclo[-Pro(4-OCO-MH-CH;-CH,-NH.)-DPhg-DTrp-Lys-
Tyr(Bzl)-Phe-], trifluoroacetato.
El fragmento lineal anterior se disuelve en dimetil-

formamida (4 mM), se’ enfrla hasta -5°C, y se trata con 2
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equivalentes de DIPEA, y luego 1.5 equivalentes de DPPA, y
se agita hasta terminar (aproximadamente 20 horas) a 0-4°C,
El solvente se remueve casi completamente al vaclo; el
concentrado se diluye con acetato de etilo, se lava con
NaHCO,;, agua, se seca, y se evapora al vaclo.

Para la desproteccion, el residuo se disuelve a 0°C
en TFA/H,0O, 95:5 (aproximadamente 50 mM), y se agita en
frlo durante 30 minutos. Luego se precipita el producto con
éter conteniendo aproximadamente 10 equivalentes de HCI,
se filtra, se lava con éter, y se seca. Con el objeto de
descomponer completamente el &cido indol-N-carbaminico
restante, el producto se disuelve en AcOH al 5 por ciento, y
se liofiliza después de 15 horas a aproximadamente 5°C. Se
lleva a cabo la RP-HP'LC de preparacién sobre una columna
STAGROMA C-18 de 10 micras (de 5 a 25 centimetros),
utilizando un gradiente de TFA al 0.5 pdr ciento hasta TFA al
0.5 por ciento en acetonitrilo al 70 por ciento. Las fracciones
que contienen al compuesto del titulo puro se combinan, se
diluyen con agua, y se liofilizan. El liofilizado se disuelve en
agua, seguido por precipitacién con Na,CO3; al 10 por ciento
en agua. La base libre s6lida se filtra, se lava con agua, y se
seca al vacio a tem:perhtura ambiente. E| polvo blanco

resultante se utiliza directamente para las diferentes sales.

S
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Eiemplo 9: | Ciclo[{4-(NH,-C;H;-NH-CO-0O-)Pro}-DPhg-
DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-Phe] en forma de sal.
a. Acetato. '

La conversién hasta la forma de sal de acetato se
lleva a cabo utilizando una resina de intercambio de iones
(por ejemplo, AG 3-X4). MS (ESI): m/z 524.5 [M+2H]?".
[a]p?%= -41.6°; ¢=0.56; AcOH 95%; T = 20°C; 589.3 nm.

b. Aspartato.

La conversién hasta el mono- 6 di-aspartato se
obtiene mediante la Ireaccién de 1 equivalente del compuesto
del Ejemplo 8, con 1 ¢ 2 equivalentes de acido aspadartico en
una mezcla de acetonitrilo/fagua, 1:3. La mezcla resultante se
congela y se liofiliza.

El di-aspartato también se puede obtener mediante
la disolucién del compuesto del Ejemplo 8 en
agual/acetonitrilo, 4:1, filtracion, carga sobre una resina de
intercambio de iones, por ejemplo, columna BioRad AG4X4, y
elucidn con agual/acetonitrilo, 4:1, E|l eluato se concentra, se

congela, y se liofiliza.

c. Benzoato
La conversién hasta el benzoato se puede obtener
mediante I-a disolucién del compuesto del Ejemplo 8 con 2

equivalentes de acido benzoico en una mezcla de

22
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acetonitrilo/fagua, 1:2. La mezcla resultante se congela y se

liofiliza.

d. Pamoato ‘

Un equivalente del compuesto del Ejemplo 8 se
disuelve junto con un equivalente de acido emboénico en una
mezcla de acetonitrilo/tetrahidrofurano/agua, 2:2:1. La

mezcla resultante se congela y se liofiliza.

Eiemplio 10: Ciclo[{{--(DOTA-NH-czH4-NH-CO-0-)Pro}-
DPhg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-Phe.

a) ciclo[-Pro(4-OCO-NH-CH,;-CH,-NH,)-DPhg-DTrp-Lys(Cbo)-
Tyr(Bzl)-Phe-], trifluoroacetato.

El compuesto se sintetiza de |la misma manera que
el ciclo[-Pro(4-OCO-NH-CH;-CH,;-NH.;)-DPhg-DTrp-Lys(CBO)-
Tyr(Bzl)-Phe-], trifluoroacetato, mediante |la utilizacién de
Fmoc-Lys{(Cbo)-OH en lugar de Fmoc-Lys(Boc)-OH.

b) Se disuelven 400 miligramos de DOTA
comercialmente disponi-ble x 2H,0 (SYMAFEX - Francia) en 20
mililitros de agua. Deépués de la adicién de 20 mililitros de
dimetil-formamida, se agregan 170 miligramos de cic!o[Pro(4-
OCO-NH-CH,-CH;-NH;)-DPhg-DTrp-Lys(CBO)-Tyr(Bzl)-Phe-],

junto con 190 miligramos de DCCIl| y 60 miligramos de N-
hidroxi-succinimida. La su'spensibn resultante se mantiene a

temperatura ambientel durante 72 horas. Después de la
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filtracion, el solvente se remueve bajo presién reducida, y el
crudo restante se purifica sobre gel de silice
(DCM/MeOH/HOACs0y 8/2/0.25 — 7/3/1 como una fase mbovil).
c) Para la desproteccién del DOTA anterior, el
conjugado se trata con 5 mililitros de acido
trifluoroacético/tioanisol (9/1) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después de eso, la solucién se vierte en una
mezcla de 100 mitilitros de dietil-éter + 5 mililitros de HCI
3N/dietil-&ter, y el precipitado resultante se aisla mediante
filtracién. La purificacién se lleva a cabo sobre gel de silice
utilizando DCM/MeOH/HOACs0y 7/4/2 — 7/5/4, como la fase
moévil. Se obtiene un producto final analiticamente puro
después de un paso de desalacién utilizando un gradiente de
acido trifluoroacético al 0.1 por ciento hasta 4cido
trifluoroacético al 0.1 por ciento en CH3CN al 90 por ciento
sobre wuna columna de RP,;3-HPLC (Spherisorb 250x4.6
milimetros). MH': 1434.7.

Los compuestos de la Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B, en forma Ilibre o en la forma de sales
farmacéuticamente aceptables y complejos, exhiben valiosas
propiedades farmacolbégicas, como se indica en las pruebas in
vitro e in vivo, y por consiguiente, se indican para terapia.

De una manera mas particular, los compuestos de
la Formula Ill, por ejemplo el Compuesto B, exhiben un perfil

de enlace interesante para los receptores de somatostatina
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humana (hsst). Se han clonado y caracterizado 5 subtipos de
receptor de somatostatina, sst1, sst2, sst3, sst4, y sst5. Los
hsst1, hsst2, y hsst3, y sus secuencias, han sido dados a
conocer por Y. Yamada y colaboradores, en Proc. Nat. Acad.
Sci., B9, 251-255 (1992). El hsst4 y su secuencia ha sido
descrito por L. Rohrer y colaboradores, en Proc. Acad. Sci.,
90, 4196-4200 (1993). El hsstd y su secuencia han sido
descritos por R. Panetta'y colaboradores, en Mol/. Pharmacol.
45, 417-427, 1993.

Los ensayos de enlace-se pueden llevar a cabo
como se da a conocer mas adelante en |la presente, utilizando
membranas de lineas celulares que expresen de una manera
selectiva y estable los hsst1, hsst2, hsst3, hsstd, 6 hsst5,
por ejemplo células CHO ¢ COS.

Se preparan membranas de acuerdo con los
métodos conocidos, por ejemplo como es dado a conocer por
C. Bruns y colaboradores en Biochem. J., 1990, 65, "paginas
39-44. Las membranas preparadas a partir de las lineas
celulares selectivas de hsst, por ejemplo células CHO 6 COS
que expresen establemente hsst1 6 hsst2 6 hsst3 6 hsstd4 6
hsst5 se incuban por triplicado en un volumen total de 300
microlitros a 22°C durante 30 minutos, con concentraciones
crecientes de ['?°]-Tyr'']-SRIF-14 en 10 milimoles/litro de
regulador Hepes (pH de 7.6) conteniendo albumina de suero

bovino al 0.5 por ciento. La incubacidén se termina mediante



10

15

20

25

37

filtracion radpida, y los filtros se cuentan en un contador. EI
enlace especifico es el enlace total mencs el enlace no
especifico en la presencia de 1 micromol/litro de
somatostatina-14. Los experimentos se Ilevan a cabo por
triplicado. La constante de afinidad (Kp) y e! niumero de sitios
de enlace, se calculan utilizando estadisticas y programas
graficos apropiados. Los compuestos de la -Férmula Ill, por
ejemplo el Compuesto B, no tienen una afinidad de enlace
significativa en los ensayos de enlace anteriores hacia hsst1,
hsst2, y hsst4, una baja afinidad de enlace hacia hsst3, vy
una buena afinidad de enlace hacia hsst5 expresada como un
valor ICs¢c en el rango nanomolar (ICs¢ = concentracién para
la inhibicion media-maxima en un ensayo de enlace
competitivo utilizando [*2%1-Tyr'*]-SRIF-14 como el

radioligando especlifico).

1Cs0

hsst1 | hsst2 | hsst3 hsstd hssts

Compueste B |>1000 [>1000 |22 nM |840 nM |0.53 nM

Los compuestos de la Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B, muestran una actividad inhibidora de |Ila
liberacion de GH, como se indica por la inhibicién de la
liberacion de GH in vitro a partir de células de pituitaria

cultivadas. Por ejemplo, las glandulas de pituitaria anteriores

H#Z
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de ratas machos adultas se cortan en pequeiios pedazos, y se
dispersan utili.zan'do tripsina al 0.1 por ciento en regulador
HEPES 20 mM. Las células dispersadas se cultivan durante 4
dias en MEM (Gibco) complementado con suero fetal de
becerro al 5 por cien:to, :suero de caballo al 5 por ciento,
NaHCO3; 1 mM, dexametasona 2.5 nM, 2.5 miligramos/mililitro
de insulina, y 20 unidades/mililitro de Pen/Strep. En el dla
del experimento, las ceélulas unidades se lavan dos veces con
medio Krebs-Ringer regulado c¢on HEPES 20 mM, vy
complementado con glucosa 5 mM y albimina de suero bovino
al 0.2 por ciento. Subsecuentemente, las células se incuban
durante 3 horas con eI'Cor'npuesto B en la presencia de factor
de liberacion de hormona de crecimiento 3 x 10°'°® M. La
cantidad de hgrmona de crecimiento liberada hacia el medio
se mide mediante RIA.

Los compuestos de la Férmuta |ll, por ejemplo el
Compuesto B, inhiben |a Iiberacién de hofmona del
crecimiento {(GH) en ratas. El Compuesto B se administra
subcutaneamente a ratas anestesiadas. Se recolecta la
sangre después de la decapitacién 1 hora después de la
administracién del compuesto. La duracién de accién se
estima con base en la inhibicion de la secrecién de GH basal
6 horas después del tratamiento con el farmaco. Los niveles
de hormonas se miden mediante RIA 1 hora y 6 horas

después del tratamient:o. El valor IDs, para la inhibicién de la
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secrecion de hormona se determina graficamente (log-probit)
para cada experimento, y los valores resultantes se
promedian logaritmiceamente. En este modeloe in vivo, el
Compuesto B inhibe: la liberacién de la hormona . de
crecimiento.

Los compuestos de la Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B, también son Uutiles en el tratamiento de
tumores que sean positivos para el receptor de hsst3 y/o
hsst5, como se indica en las pruebas de proliferacién con
diferentes lineas celulares de céncer que llevan hsst3 y/o
hsst5.

Los compuestos de 'la Férmula IIl, por ejemplo el
Compuesto B, de confcrmidad conllo anterior, son utiles para
la prevenciéon o el tratamiento de trastornos con una etiologia
que comprenda o que e&sté asociada con la presencia o con la
activacion de hsst3 y/o hsst5, por ejehplo trastornos o
enfermedades asociadas con un exceso de secrecién de
hormona de crecimien_to. por ejemplo en el tratamiento de
acromegalia, o para el tratamiento de enfermedades
proliferativas de células malignas, 'por ejemplo tumores de
cancer que lleven hsst3 y/o hsst5, por ejemplo como se dan a
conocer mas adelante en la presente para el compuesto de
conjugado en complejo.

Para todas. las indicaciones anteriores, la

dosificacién requerida, por supuesto, variard dependiendo,
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por ejemplo, del huésped, del modo de administracién, y de
la severidad de la condicién que se vaya a tratar. Sin
embargo, en general se obtienen resultado-s satisfactorios
mediante la administracién en el orden de 1 microgramo a 0.7
miligramos/kilogramo/dia del compuesto de la Férmula IIl, por
ejemplo el Compuestec B. Una dosificacidén diaria indicada
para los pacientes estd en el intervalo de aproximadamente 2
microgramos a aproximadamente 50 miligramos, de
preferencia de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 40
miligramos, por ejemplo de aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 3 miligramos subcutaneamente, del
compuesto, convenientemente ~ administrados en dosis
divididas hasta tres veces al dia, en wuna forma de
dosificacion unitaria que contenga, por ejemplo, de
aproximadamente 0.5 microgramos a aproximadamente 25
miligramos, por ejemplo de aproximadamente 2 microgramos a
20 miligramos, por ejemplo de 2 microgramos a 1.5
miligramos del compuesto de la Formula Ill, por ejemplo el
Compuesto B.

Los compuestos de fa Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B, se pueden administrar en forma libre o en
forma de sal farmacéuticamente aceptable o de complejos.
Estas sales y complejos se pueden preparar de una manera
convencional, y exhiben el mismo orden de actividad que e!

compuesto libre. La presente invencién también proporciona

45
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una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto
de la Féormula IlIl, por ejemplo el Compuesto B, en forma de
base libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable o
en forma de complejo, junto con uno o mas diluyentes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas
composiciones se pueden formular de una manera
convencional. Los compuestos de la Férmula 1ll, por ejemplo
el Compuesto B, también se pueden administrar en una forma
de liberacién sostenida, por ejemplo en la forma de
implantes, microcapsulas, microesferas, o nanoesferas que
comprendan, por ejemplo, un pollmero © c¢copolimero
biodegradable, en la forma de una formulacidén liposomal, o
en |la forma de un autogel, por ejemplo una composicidn
solida o semi-sdlida capaz de formar un gel después de su
interaccién con los fluidos corporales del paciente.

Los compuestos de |la Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable o
complejo de los mismos, se pueden administrar por cualquier
via convencional, por ejemplo parenteralmente, por ejempio
en la forma de soiuciones o suspensiones inyectables
(incluyendo, por ejemplo, la forma de liberacién sostenida
indicada anteriormente), oralmente utilizando un mejorador
de absorcién convencional, en una forma nasal o de
supositorio, o tdépicamente, por ejemplo en la forma de un

liquido oftalmico, un gel, un ungtento, o una preparacién en
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suspensién, por ejemplo una formulacion Iliposomal, en.

microesfera o nanoesfera, por ejemplo para instilacién, o

inyecciones subconjuntivas o intra- o peri-oculares.

De conformidad con Ilo anterior, ta presente
invencién proporciona ademas:

1. un compuesto de la Férmula ill, por ejemplo el
Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable o
complejo del mismo, para utilizarse como un producto
farmacéutico;

| 2. un método para prevenir o tratar enfermedades
o trastornos como se indican en la presente, en un sujetc que
necesite dicho tratamiento, cuyo meétodo comprende
administrar a este sujeto una cantidad efectiva de un
compuesto de la Formula |ll, por ejemplo el Compuesto B, o
una sal farmacéuticamente aceptable o complejo del mismo; o

3. un compuesto de la Férmula I, .por ejemplo el
Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable o
complejo del mismo, para utilizarse en la preparacidén de una
composicion farmacéutica para utilizarse en cualquier método
como se define en 2 anterior.

Un compuesto conjugado de la Férmula IIl, por
ejemplo el Compuestio B, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, es (til ya sea como un agente de

formacién de imégenes, por ejemplo de visualizacién de

A
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tejidos y células positivos para el receptor de hsst3 y/o
hsstd, por ejemplo tumores y metastasis positivos para el
receptor de hsst3 y/o hsstd, trastornos inflamatorios o
autoinmunes que exhiban a los receptores de somatostatina,
tuberculosis o rechazo de érgano después de trasplante, al
formar complejo con un elemento detectable, por ejemplo un
ntclido emisor de y 6 de positrones, un ion de metal
fluorescente, o un ion paramagnético, por ejemplo '''In,
"¥1Tb, """Lu, *®Y, **Ga, Eu®', Gd**, Fe®*, Mn?*, 6 Cr?*, o0 como
un producto radiofarmacéutico para el tratamiento in vivo de
tumores y metastasis positivos para el receptor de hsst3 y/o
hsst5, artritis reumatoide y condiciones de inflamacidn
severas al formar complejo c¢on un niclido emisor de a 6 B, o
un niGclido con cascadas de Auger-é', por ejemplo °°y, "®'Tp,
TThu, 2'"'At, %'®BI, 6 2°'TI, como se indica mediante las
pruebas convencionales.

En particular, se observa que el Compuesto A
conjugado se enlaza con los receptores de somatostatina con
valores pKi de aproximadamente 8 a 10. El compuesto del
Ejemplo 10, formando -complejo, por ejemplo, con '‘'In, ®%Y,
%9y, 6 '"""Lu, se enlaza en el intervalo de nM con los sub-
tipos sst respectivos, de acuerdo con el perfil de enlace del
Compuesto B.

La afinidad de un compuesto conjugado de |Ila

Férmuia IlIl, por ejemplo el Compuesto B conjugado, y sus

5



10

15

20

25

complejos para los receptores de hsst3 y/o hsst5, también se
puede demostrar mediante prueba in vivo, de acuerdo con los
métodos de prueba convencionales, por ejemplo como se dan
a conocer en la Patente Britdnica Numero GB-A-2,225,579.
Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 10 formando complejo,
por ejemplo, con '"''In, ®%Y, ?%Y 6 '""TLu, da una acumulacién
de tumor significativa 4 horas después de su inyeccidén en
ratones o ratas que lleven un tumor pancreatico exocrino que
exprese a los receptores de hsstb.

Después de la administracién de un compuesto
conjugado de la Férmula Iil, por ejemplo el Compuesto B
conjugado, en una forma de complejo, por ejemplo
radiomarcado con '''In, '""7Lu, °®%Y, ¢ '®'Tbh, en una
dosificacion de 1 a 5 microgramos/kilogramo, marcado con
0.1 a 5§ mCi de radionuclido, de preferencia de 0.1 a 2 mCi,
el sitio del tumor se hace detectable.

El compuesto conjugado de la Fdérmuia IIll, por
ejemplo el Compuestc B conjugado, cuando se radiomarca
con un radionucliido emisor de a 6 B, o un nuclide con
cascadas de Auger-e’, exhibe un efecto antiproliferativo y/o
citotdxico sobre las células tumorales que llevan receptores
de hsstd y/o hsstbS, por ejemplo como se indica en pruebas
con ratones sin pelo.

Los ratones sin pelo se inoculan con c¢élulas

tumorales que Illevan hsst5. Cuando Ilos tumores han
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alcanzado un volumen de 1 a 2 centimetros cubicos, los
animales se seleccionan aleatoriamente en grupos de control
y de tratamiento. Un compuesto conjugado de la Férmula IlIlI,
por ejemplo el Compuesto B conjugado en forma de complejo,
se administra mediante inyecciones intraperitoneales o
intravenosas. Se dan dosis de hasta 40 mCi/kilogramo. por
ratén. El tamaido de los tumores se determina con un calibre
como se da a conocer anteriormente. Para los cdalculos
estadisticos, se aplica la prueba-T de Student. En esta
prueba, se observa un encogimiento transitorio del tumeor
despues de una semana, y se demora el crecimiento del
tumor durante dos s2manas con una sola aplicacién del
compuesto del Ejemplo 10 formando complejo con °°Y ¢ Ty
En contraste, los grupos de control mostraron un crecimiento
tumoral continuo, duplicdndose el volumen en un tiempo de

aproximadamente 7 dias.

De conformidad con lo anterior, en una serie de
modalidades especificas o alternativas, la presente invencién
también proporciona:

4. el uso de un compuesto conjugado de Ila
Férmula Ill, por ejemplo el Compuesto B conjugado, formando
complejo con un elemento detectable para la deteccidn in
vivo de células y tejidos positivos para hsst3 y/o hsst5, por

ejemplo tumoreé y metastasis positivos para hsst3 6 hsst5,

S
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en un sujeto, y registrar la localizacién de los receptores
dirigidos por este complejo;

5. un método para la deteccion in vivo de tejidos
y células positivos para hsst3 y/o hsst5, por ejemplo tumores
Yy metastasis positivos para hsst3 6 hsst5, en un sujeto, el
cual comprende administrar a este sujeto, un compuesto
conjugado de la Fdérmula IlIl, por ejemplo el Compuesto B
conjugado, formando complejo con un elemento detectable, o
una forma de sal farmacéuticamente aceptable, y registrar la
localizacién de los receptores dirigidos por este complejo.

El compuesto conjugado de la Férmuta 1Il, por
ejemplo el Compuesto B conjugado, .en forma .de complejo
p'ara utilizarse como un agente de formacién de imagenes, se
puede administrar, por ejemplo intravenosamente, por
ejemplo en la forma de soluciones o0 suspensiones
inyectables, de preferencia en I|la forma de wuna sola
inyeccion. El radiomarcado de preferencia se puede llevar a
cabo poco antes de administrarse a un sujeto.

En los animales, un intervalo de dosificacidn
indicado puede ser de 0.01 a 1 microgramo/kilogramo de un
compuesto conjugado de la Férmula IlIl, por ejemplo el
Compuesto B conjugado, formando complejo con 0.02 a 0.5
mCi de radiondclido emisor de y. En los mamiferos
superiores, por ejemplo en los seres humanos, un intervalo

de dosificacion indicado puede ser de 1 a 100
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microgramos/metro cuadrado de Compuesto B conjugado,
formando complejo, por ejemplo, con 1 a 100 mCi/metro
cuadrado de elemento detectable, por ejemplo '''In, %%y, o
1?7LU.

6. El uso de un compuesto conjugado de Ila
Férmula Ill, por ejemplo el Compuesto B conjugado, formando
complejo con un nuclido emisor de a 6 B, o un nuclido con
cascadas de Auger-e”, para el tratamiento in vivo de tumores
y metastasis positivos para hsst3 y/o hsst5.

7. Un método para el tratamiento in vivo de
tumores y metastasis positivos para hsst3 y/o hsst5, por
ejemplo para el tratamiento de invasividad de estos tumores,
o de los sintomas asociados con este crecimiento tumoral, en
un sujeto que necesite dicho tratamiento, el cual comprende
administrar a este sujeto una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compue;sto conjugado de la Férmula Ill, por
ejemplo el Compuesto B conjugado, formando complejo con
un nuclido emisor de a 6 B, o un nuiclido con cascadas de
Auger-e’.

8. El uso de un compuesto conjugado de Ila
Férmula IIl, por ejemplo el Compuesto B conjugado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la fabricacion de
un agente de formacién de imagenes, o de una composicién
radiofarmacéutica.

Las dosificaciones empleadas en la practica del uso

SZ.
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radioterapéutico de l|a presente invencién, por supuesto,
variaran dependiendo, por ejemplo, de la condicién particular
que se vaya a tratar, por ejemplo de la radiotoxicidad
conocida para los 6rganos normales que expresen hsst5, del
volumen del tumor, y de ia terapia deseada. En general, la
dosis se calcula con base en los datos farmacocinéticos y de
distribucién de radioactividad obtenidos en los oérganos
sanos, y basandose en la recuperacién objetiva observada.
Un complejo emisor de B de un compuesto conjugado de la
Férmula Ill, por ejemplo el Compuegto B conjugado, se puede
administrar repetidamente, por ejemplo durante un periodo de
1 a 3 meses.

En los animales, un intervalo de dosificacién
indicado puede ser de 20 a 100 microgramos/kilogramo de
compuesto conjugado de la Férmula Ill, por ejemplo el
Compuesto B conjugado, formando complejo con 15 a 70 mCi
de un nuclido emisor de a 6 B, o un ntclido con cascadas de
Auger-e-, por ejemplo °°Y, ""7Lu, 6 '®'Tb. En los m'amlferos
superiores, por ejemplo en los seres humanos, un intervalo
de dosificacion indicado puede ser de 1 a 100
microgramos/metro cuadrado de compuesto conjugado de la
Férmula Ill, por ejemplo el Compuesto B conjugado, formando
complejo, por ejemplo, con 1 a 100 mCi/metro cuadrado de un
niclido emisor de a 6 B, o un niclido con cascadas de Auger-

e, por ejemplo °°Y, ""7Lu, 6 '®'Tbp.

D5
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Un compuesto conjugado de la Férmula IIl, por
ejemplo el Compuesto B conjugado, en forma de complejo
para utilizarse como un agente radioterapéutico, se puede
administrar mediante cualquier via convencional, por ejemplo
intravenosamente, por ejemplo en la forma de soluciones
inyectables. También se puede administrar convenientemente
mediante infusién, por ejemplo una infusién durante 15 a 60
minutos. Dependiendo del sitio del fumor. se puede
administrar tan cerca ¢como sea posible del sitio del tumor,
por ejemplo por medio de un catéter. La presente invencién
también proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto conjugado de la Férmula IIl, por
ejemplio el Compuesto B conjugado, en forma de base libre o
en forma de sal farmacéuticamente aceptable, o formando
complejo con un agente detectable o radioterapéutico, junto
con uno o mas diluyentes o vehliculos farmacéuticamente
aceptables.

Un compuesto de la Férmula [ll, o un compuesto
conjugado de la Férmula Ill, por ejemplo ell Compuesto B o el
Compuesto B conjugado, en forma de complejo, puede ser
adecuado para tomar imagenes o para el tratamiento de la
expresién o acumulaciéon de hsst3 y/o hsst5, tal como de
tumores de pituitaria, por ejemplo adenomas o prolactinomas,
tumores gastro-enteropancreaticos, tumores carcinoides, del!

sistema nervioso central, de mama, prostaticos (incluyendo

>t
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cancer de prostata rafractario a hormonas avanzado), de
ovario, o colénicos, cancer pulmonar de células pequefias,
obstruccién maligna del intestino, paragangliomas, cancer de
riidbn, cancer de piel, neuroblastomas, feocromocitomas,
carcinomas de tiroides medulares, mielomas, linfomas,
linfomas de Hodgkins y que no son de Hodgkins, tumores
6seos y metastasis de los mismos, asi como trastornos
autoinmunes o inflamatorios, por ejemplo artritis reumatoide,
enfermedad de Graves, u otras enfermedades inflamatorias
de los ojos.

De acuerdo con wun aspecto adicional de la
invencion, se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto conjugado de la Férmula Ill, por
ejemplo el Compuesto B conjugado, o un complejo de! mismo,
junto con uno 0 mas vehlculos o diluyentes’
farmacéuticamente aceptables para el mismo. Estas
composiciones se pueden fabricar de una manera
convencional, y se pueden presentar, por ejemplo para la
toma de imagenes, en la forma de un estuche que comprenda
dos dosificaciones separadas, siendo una del radionuclido, y
la otra del compuesto de la Férmula IlIl conjugado, por
ejemplo el Compuesto B conjugado, con instrucciones para
mezclarlos. Para la radioterapia, el compuesto de la Férmula
Il conjugado, por ejemplo el Compuesto B conjugado, en

forma de complejo, de preferencia puede estar en la forma de
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una formulacién liquida caliente.

Un compuesto de la Férmula Ill opcionalmente
conjugado, por ejemplo el Compuesto B, o un Compuesto B
conjugado, en forma d2 complejo, se puede administrar como
el unico ingrediente activo, o en conjunto con, por ejemplo
como un adyuvante para, otros farmacos. Por ejemplo, un
compuesto de la Férmula I|il, por ejemplo el Compuesto B, se
puede utilizar en combinacidén con un agente inmunosupresor,
por ejemplo un inhibidor de calcineurina, por ejemplo
ciclosporina A, Isa Tx247, 6 FK 506; un inhibidor de mTOR,
por ejemplo rapamicina, CCI779, ABT578, 6 40-0O-(2-hidroxi-
etil)-rapamicina; una ascomicina que te.nga propiedades
inmunosupresoras, por ejemploc ABT-281, ASM981, etcétera;
corticosteroides; cicldfosfamida; azatiopreno; metotrexato;
leflunomida; mizoribina, acido micofendlico o una sal del
mismo, por ejemplo Myfortic®; micofenolato-mofetil: 15-
desoxi-espergualina o un homélogo inmunosupresor, analogo,
o derivado de la misma; un agonista del receptor de S1P, por
ejemplo FTY720; anticuerpos monoclonales inmuno-
supresores, por ejemplo anticuerpos monoclonales para los
receptores de leucocitos, por ejemplo MHC, CD2, CD3, CD4,
CcD7, CD8, CD25, CD28, CD40, CD45, CD58, CD80, CD86 o
sus ligandos; otros compuestos inmunomoduladores, por
ejemplo una molécula de enlace recombinante que tenga

cuando menos una porcién de dominio extracelular de CTLA4
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o un mutante del mismo, por ejemplo cuando menos una
porcién extracelular de CTLA4 o un mutante del mismo, unida
a una secuencia de proteina que no sea CTLA4, por ejemplo
CLTA4lg (por ejemplo, designada como ATCC 68629), o un
mutante de la misma, por ejemplo LEA29Y; inhibidores de

moléculas de adhesiérn, por ejemplo antagonistas de LFA-1,

'antagonistas de ICAM-1 6 -3, antagonistas de VCAM-4, ¢

antagonistas de VLA-4. Un compuesto de la Formuta I[Il, por
ejemplo el Compuesto B, también se puede utilizar ‘en
combinaciéon con un agente anti-inflamatorio, un agente
modulador del receptor de secretagogo de hormona de
crecimiento, por ejemplo ghrelina o hexarelina, un
antagonista del receptor de hormona de crecimiento, por
ejemplo pegvisomant.

Un compuesto de la Férmula 11l opcionalmente
conjugado, por ejemplo el Compuesto B, o un Compuesto B
conjugado, en forma de complejo, también se puede utilizar
en combinacién con un agente anti-proliferativo, por ejemplo
un farmaco quimioterapéutico, por ejemplo paclitaxel,
gemcitabina, cisplatino, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, o
taxol, un agente o antagonista hormonal, por ejemplo un anti-
androgeno, o mitoxantrona (especialmente en el caso de
cancer de préstata), o un anti-estrégeno, como letrozol
(especialmente en el caso de cancer de mama), un anti-

metabolito, un alcaloide de planta, un modificador de

S5t
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respuesta biolégica, de preferencia una linfocina o
interferones, un inhibidor de quinasa de proteina tirosina y/o
de quinasa de serina/treonina, o un agente con otro
mecanismo de accién desconocido, por ejemplo cualquier
epotilona o derivado de epotilona, o un inhibidor de mTOR,
por ejemplo como se indica anteriormente.

Cuando se administra un compuesto de la Férmula
Il opcionalmente conjugado, por ejemplo el Compuesto B, o
un Compuesto B conjugado, en forma de complejo, en
conjunto con otro farmaco, las dosificaciones del farmaco co-
administrado, por supuesto, variaran dependiendo del tipo de
co-farmaco empleado, del farmaco especifico empleado, de la

condicién que se vaya a tratar, etcétera. Los términos "co-
administracion® o “administracion combinada”, o similares,
como se utilizan en Ia presente'. significan que abarcan la
administracién de los agentes terapéuticos seleccionados a
un sclo paciente, y pretenden incluir regimenes de
tratamiento en los que no necesariamente se administren los

agentes por la misma via de administraciéon o al mismo

tiempo.

De <conformidad con lo anterior, la presente
invencién proporciona, en un aspecto todavia adicional:
9. Una combinacién farmacéutica que comprende:

a) un primer agente que es un compuesto de la Férmula Il|
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opcionalmente conjugado, por ejemplo el Compuesto B, o un
Compuesto B conjugado, en forma de complejo, y b) un co-
agente, por ejemplo como se define anteriormente.

10. Un método como se define anteriormente, el
cual comprende la co-administracién, por ejemplo de una
manera concomitante: o en secuencia, de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula Il
opcionalmente conjugado, por ejemplo el Compuesto B, o un
Compuesto B conjugado en forma de complejo, y una segunda
sustancia de farmaco, siendo la segunda sustancia de

farmaco, por ejemplo, como se indica anteriormente.

A
=N
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para
administracién parenteral, la cual comprende un analogo de
somatostatina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la Féormula I:

~~(DIL)Trp-Lys-X; -X, - |
en donde X, 2s un radical de la Formula (a) 6 (b):
— co— —
. m_[:ocw.-. ® | m_fr;.w—m
CH, Ry
en donde R; es fenilo opcionalmente sustituido,

Rz es -Z1-CH2-R1, -CHz-CO-O'CHz-R1,

o s

X2 es un a-aminodcido que tiene un residuo
aromatico sobre la cadena lateral C,, o una unidad de
aminoacido seleccionada a partir de Dab, Dpr, Dpm, His,
(Bzl)HyPro, tienil-Ala, ciclohexil-Ala, y terbutil-Ala,
correspondiendo el residuo Lys de esta secuencia al residuo
Lys? de la somatostatina-14 nativa,

en forma libre, en forma de sal, o en forma

protegida, y a4cido tartérico.

2. Una composicién de acuerdo con la

reivindicacién 1, en donde el andlogo de somatostatina es un

o~
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compuesto de la Férmula:

o

vy “‘g}t’\"uﬁ !
O

en donde la configuracién en C-2 es (R) 6 (S), o
una mezcla de las mismas, y

en donde R es NR;R;-alquileno de 2 a 6 4tomos de
carbono, o guanidina-alquileno de 2 a 6 4tomos de carbono, vy
cada uno de R; y R; es independientemente H o alquilo de 1
a 4 4tomos de carbono,

en forma libre, en forma de sal, o en forma
protegida.

3. Una composicién de acuerdo con la
reivindicacién 1 6 2, en donde el compuesto de! andlogo de
somatostatina esta en la forma de di-sal de aspartato.

4, Una composicilén de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en donde la composicidon se
ajusta a un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 4.5.

5. Una composicion para administracion
parent'eral, regulada a un pH de aproximadamente 4 a

aproximadamente 4.5, v la cual comprende, como ingrediente



10

15

20

25

57

activo, ciclo[{4-(NH;-C;H,-NH-CO-0O-)Pro}-Phg-DTrp-Lys-
Tyr(4-Bzl)-Phe}] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

6. Una composicién de acuerdo con la
reivindicacién 5, en donde la composicién se regula mediante
un regulador de acetato/dacido acético, lactato/acido lactico,
o glicina/HCI.

7. El uso de una composicidn farmacéutica de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la
preparacién de un medicamento para acromegalia o cancer.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacidén 8§,
para la preparacién de un medicamento para Enfermedad de

Cushing.

9. Un método para el tratamiento de acromegalia'

o cancer en un sujeto que lo necesite, el cual comprende
administrar una composicién farmacéutica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 al sujeto.

10. Un compuesto de la Férmula IlI;:

4]
° o 'k i
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en donde R es NRy;R;-alquileno de 2 a 6 atomos de
carbono., 0 guanidina-alquileno de 2 a 6 atomos de carbono, ¥y

cada uno de R; y R; es independientemente H ¢
alquilo de 1 a 4 4tomos de carbono,

en forma libre, en forma de sal o en forma de
complejo, o en forma protegida, por ejemplo ciclo[{4-(NH;-

C2H4-NH-CO-0O-)Pro}-DPhg-DTrp-Lys-Tyr(4-Bzl)-Phe].

63
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intemationat application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/006794 7o

Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been estabished In respact of certain daims under Articie 17{2)(a) for the following reasons:

1. m Clalms Nos.: -
bacause they relate to subject matier not required to be searched by this Authority, namety:
Although claim 9 1s directed to a method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/composition.

2. D Clalms Nos.: )
becausa thay relate 1o parts of the Intemational Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful Intemational Search can be carried out, specifically:

3 D Claims Nos.: :
bacause they are dependent clalms and are not drafted In accordance with the sacond and third sentences of Rule 6.4{n).

Box lll Observations where unity of invention Is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions In this intemaiional application, as follows:

1. D As a required additional search fees were timely pald by the applicant, this interational Search Report covers all
saarchable dalms.

2, I:l As all searchable claims could be searchad without effort jusitfying an additional fes, this Authority did not Invite payment
of any additional fea.

3. D As only some of the required additional search fees wera timely paid by the applicant, this International Search Report
covers only those claims for which feas were paid,,epecifically ctaims Nos.:

4, D No required additional search fees were tmely pald by the applicant. Consaquently, this Intemational Search Report Is
restricted to the Invention first mentioned in the claims; It Is covered by claims Nos.:

Remark on Protest . D‘The adritional search fees were accompaniad by the applicant’s protest.

D! No prolest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)
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From the ’;ﬁ

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT
WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASA220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
(dayinonthiear} see form PCTASAZ10 (second sheet)
Applicants or agent's fila reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA220 Sea paragraph 2 below
International application Mo. Intemnational filing date (day/nonthyear) Priority date (daymonthiear}
PCT/EP2004/006794 23.06.2004 24.06.2003

international Patertt Classification (IPC) or both national classification and IPC
() | co7K14%55, A61K38B1, CO7K706

Applicant
NOVARTIS AG

1. This opinion contains indications relating lo the following items:

B BoxNo.!  Basis of the apinion

0O BoxNo.ll  Priority

& BoxNo.lll  Non-establishment of opinidn with regard to novetty, inventive step and indusrial applicabillty
O BoxNo. IV  Lack of unity of invention

BJ BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

B BoxNo.VI  Certain documents cited .
O Box No. VIl  Certain defects in the international application
& Box No. VIl  Certain observations on the'international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for intemational preliminary exarmiination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary, Examining Authority ("IPEA"). However, this does not apply where
the applicant choosas an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a writien reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of three
months from the date of mailing of Form PCTASA2220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later.

For further options, see Form PCTASA/220.

3.  Forturther detaiis, see notes to Form PCTASA/Z220.

Name and mailing address of the ISA: Authorized Officer !1"
European Patent Office - > t"
D-80298 Munich Dopfer, K-P i g’ }
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523856 epmu d LY .
Fax: +49 89 2399 - 4465 Telephonie No. +48 89 2399-8547 Mt g
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004006794

Box No.l Basis of the opinion

1. With regard to the ianguage, this opinion has been established on the basis of the intemational application in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item.

L} This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following
language , which is the language of a.translation fumished for the purposes of international search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:

B asequence listing
O O table(s) related to the sequence listing

b. format of material:
O in written format
O in computer readable form

c. time of filingfumishing:
0O contained in the international application as filed.
D filed together with the intemational application in computer readable form.
O fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the applicaticn as filed or does not go beyond the application as filed, as
approapriate, were fumished,

-,

U 4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004006794

Box No. il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (10 be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O
&®

the entire international application,

claims Nos. 9 (IA)

because:

the said international application, or the said claims Nos. 9 (IA) relate to the following subject matter
which does not require an intemational preliminary examination {specify):

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular efements below) or said claims Nos.  are so
unclear that no meaningtul opinion could be formed (specify).

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no intemational search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

the nucleotide andor amino acid sequence listing does not compty with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumnished
O does not comply with the standafd
the computer readable form 0  has not been fumished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andior amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details

Form PCTASA/ 237 (Jaruary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/006794

configuration at the a-carbon atom of the phenylglycine preceding to the Trp.
Since all diastereomers are contemplated and pharmaceutical compositions
suitable for parenteral administration are described, present claims 1-9 are
considered not novel in view ofiD1.

D2 addresses somatostatin peptides and pharmaceutical compositions comprising
these peptides which are pertinent for the noveity compositions encompassed by
present claims 1, 3 and 9.

D3 and D4 represent background art background art disclosing cyclic somatostatin
analogues which are not encompassed by the general formula mentioned above.

D1 is regarded as representing!the closest prior art. It discloses compounds which
differ only in the absolute configuration of the a-C atom of the phenyiglycine. The
problem underlying the presentiapplication can be seen as to provide altemative
stereoisomeric forms of compoiund A. The provision of the opposite sereoisomer
is within the normal experimental skill and also within the intention of a skilled
person faced with the instant problem. The new sterecisomer does not exhibit
particularly advantageous properties which could indicate the presence of
inventive step. This applies also to the pharmaceutical compositions which
comprise the usual components (see also D2), the particularly mentioned salts are
directly suggested in the pertinent prior art documents D1 and D2. Accordingly,
present claims 1-7, 9, 10 do not meet the requirements of Article 33(3) PCT in that
these claims lack inventive step at least partially. The subject-matter of claim 8
relating to a medicament for the treatment of Cushing's disease appears to be
inventive because the prior art is silent with respect to this medical indication.

Re ltem Vil
Certain observations on the international application

1. The reference to WQ97/25977 is obviously misleading. It should obviously be
WQ097/1579 (Article 6 PCT in conjunction with Rule 5.1 (a)(ii) PCT).

2.  Contrary to the requirements of'Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background art
disclosed in the document D1 ig not mentioned in the description, nor is this
document identified therein.

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-January 20_;34)
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WRITTEN OPINION OF THE intemnational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING _
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/006794

Re item |
Basis of the report

Re Item Il
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicability

1. Claim 9 relates to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicapbility of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(n) PCT).

Retem VY
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanations supporting such statement
1. Relerence is made to the following documents:

D1: WO 02/10192 A (NOVARTIS ERFIND VERWALT GMBH : ALBERT RAINER
(CH): LEWIS IAN (CH); NOV) 7 February 2002 (2002-02-07)

D2: WO 97/01579 A (SANDOZ AG ; ALBERT RAINER (CH); LEWIS IAN (CH);
BAUER WILFRIED (CH); S) 16 January 1997 (1997-01-16)

D3: US-A-4 612366 (NUTT RUTH F) 16 September 1986 (1986-09-16)

D4: REUBIJC ET AL: "A new peptidic somatostatin agonist with high affinity to
all five somatostatin receptors” EUROPEAN JOURNAL OF
PHARMACOLOGY, AMSTERDAM, NL, vol. 456, 2002, pages 45-49,
XP002276363 ISSN: 0014-2999

2.  Novelly and inventive Step (Article 33(2)(3) PCT)

2.1 The present application addresses pharmaceutical compositions with somatostatin
analogues comprising the amino: acid sequence -(D/L)Trp-Lys-X,-X,- with the
definitions of X, and X, as described in the application documents as filed.

2.2 D1 discloses a compound (called compound A} differing only in the absolute

Form PCTASA237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004006794

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabillty; citations and expianations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 248,10
No: Claims 13,9
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-10
Industrial applicability {I1A) Yes: Claims 1-8,10

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. Viil  Certaln observations on the international appHcation

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

seoe separate sheet

Form PCTASA/ 237 (January 2004)
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PCT 73

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter Il of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)

Applicant's or agent’s file reference

4.33090A " FOR FURTHER ACTION ' 'Ses Form PCTAPEANTS
Intemational application No. International filing date (dayfnonthirear) Priority date (dayinonthyear)
PCTEP2004006794 = 23.06.2004 24.06.2003

Intamational Patent Classification {IPC) or national classification and IPC

CO07K14/655, A61K38431, CO7K7006 .

Applicant. . !
NOVARTIS AG et'al. .

1. This ropoﬂ is the intemnational prellmmary examination raporl. eslabllshod by this Intemanonal Prollmlnary Examlnlng '
Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 36. -, ' - .

.2.  This REPORT consists of a total of 8 sheets, Includmg this cover sheet. . oS o SRR, P
S Thls rapornsalso accompamed by ANNEXE.:. compnsmg T i e e IR S
oAt senftatheapphcanfandtorheInramenonaIBumau)aiotalof1 sheets, asfollows o el |

X sheets of the description, claims andbr drawings which have been amended and are the basis of this ropon
andbor sheets containing recllﬁcaﬂons authonzed by |h|s Authority (see Rule 70: 16 and Sacﬂon 607 ot the

.. Administrative Instructions), -

o~

"+ O sheets which supersede earfier sheets, but which this Authonty conslders contain an amendmant that goes
bayond the disclosure in the Intemahonal application as filed, as indicated in itemn 4 of Box No land the

Supplemental Box.

b. O (sent lo the Intemational Bureau only) a total of (indicate type and number of elecironic camer(s)) , contalning a
sequenca listing andbr tables related thereto, in computer readable form only, as indicated in the Supplamontal
Box Relating to Sequence Listing (sealSecllon 802 of the Administrative Instructions). .

4. This report contains indications retating to the.following items:

B Box No. | Basis of the opinion
O BoxNo. il Priority

B BoxNo.ll  Non-establishmant of oplnlon with regard to novelty, inventive step and industrial applicablluy

£1 BoxNo. IV  Lack of unity of invention

& Box No.V . Reasoned stalement under Article.35(2) with regard to novelty, inventive step or induslnal
applicability; citations and explanations supporting such statement

[J Box No.Vl Certain documents cited

0 Box No. VIl Certain defects In the ipternalional application
B Box No. Vil  Cartain observations on the intemational application

Date of submission of the demand Date of completion of this report

06.04.2005 05.09.2005

Namae and malling address of the international Authorized Officer

prefiminary examining authority: f"""'v
European Patent Office : X
D-B0298 Munich Dopfer, K-P i g ;
Tal. +49 B9 2398 - 0 Tx: 523656 epmu d Y
Fax: +49 80 2390 - 4485 Telophone No. +49 89 2399-8547 e

Form PCTAPEA/ 409 (Cover Sheef) (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2004006794

Box No.l Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intemational application in the Ianguage in which it was
filed, unless otherwise mdncated under this itemn.

O This report is based on translatlons from the original language into the following language , -
which is the language of a translation fumnished for the purposes of: o

B intemational search {under Rules 12.3 and 23.1{b))
"0 publication of the international application (under Rule 12.4)
O intemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elements* of the intemnational application, this report is based on (replacement sheets which
have been fumnished to the receiving Office in response 1o an invitation under Arlicla: 14 are refenad toin thts
report as ongmally filed" and are not annexed to !his report): ;

. Descriptlon. Pagas )
224 | . . esoriginally fled ' LTl T e
o .+ = - filed with the demand - )
Clalms, Numbers, . . . .
+1-10 L as-originally. filed

O a seqdence listing andfor any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing .

3. O The amendments have resulted in the cancellation of:
-0 the description, pages
. O the'claims, Nos. . -
O the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify):
O any table(s) related to sequence listing (specify):

4. 0 This report has been established as if {some of) the amendments annexed to this report and listed below .
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemantal Box (Rula 70.2(c)).

O the description, pages

0. the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

{1 the sequence listing (specify):

0 any table(s) related to sequence listirg (specrﬁ/)'

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ' International application No.
ON PATENTABILITY : PCTEP2004/006794

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applieebility ' .

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, fo mvotve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

a

" the entire intemational application
. clarms Nos. 9- (Industnal Appllcabrlrty)
"because

the said international applrcatron or the said claims Nos. 9 (Inclustnal Applrcabrlrty) relate to the following
- subject-matter which does not requir2 an international preliminary examination (specify):

seo separate sheet

the description, clalms or drawings (indicate particular elements below) or sald claims Nos are SO unclear

. that no meanlngful opinion could be formed (specify):

the claims; or sdid claims Nos. are so inadequately supported by the descnptron that no meaningful opinion

._could be formed

no rntematronal search report has been established for the said claims Nos

the nticlectide andbr amino acid sequence listing does not comply wrth the standard provrded forin Annex

C of the Administrative Instructions in that:

_See separate sheet for further details’

the written form E]l has not been fumished

O does not comply with the standard

-the computer readable form O has not been fumished

O does not comply with the standard

the tables related to the nucleotide andlor amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

Form PCTAPEA/40% (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT intemational application No. /
ON PATENTABILITY PCT/EP2004/006794

Box No.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement .
Novelty (N) Yes: Claims  1-10
No: Claims
inventive step (IS) Yes:‘ Claims 1-9
. No: Claims 10
Industrial applicability (IA) Yes: Claims  1-10

No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7): -
see.separate sheet o

. Box No. VIl Certain observations or the intemnational application

The following observations on the clarity of the claims, ﬂascription, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description; are made: :

see separate sheet

Form PCTAPEA/409 (January 2004) '
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) : PCT/EP2004/006794

Re item |
Basis of the report

Reltem Il _
N n-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicability

1. Claim 9 relates to subject-matter considered by this Authority to.be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will.be formulated with .
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article.: .-
34(4)(a)(l) PCT)." C

Re ftem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; - -

citations and explanations supporting such statement
1.  Reference is made to the following documents:

D1: WO 02/10192 A (NOVARTIS ERFIND VERWALT GMBH ; ALBERT RAINER
(CH); LEWIS IAN (CH); NOV) 7 February 2002 (2002-02-07)

D2: WO 97/01579 A (SANDOZ AG ; ALBERT RAINER (CH); LEWIS IAN (CH);
BAUER WILFRIED (CH); S) 16 January 1997 (1997-01-16)

O D3: US-A-4 612 366 (NUTT RUTH F) 16 September 1986 (1986-09-16)

D4: REUBI J C ET AL: "A new peptidic somatostatin agonist with high affinity to all
five somatostatin receptors®" EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACOLOGY,
AMSTERDAM, NL, vol. 456, 2002, pages 45-49, XP002276363 ISSN: 0014-
2999

2.  Novelty and Inventive Step (Article 33(2)(3) PCT)

2.1 The present application addresses phamaceutical compositions for parenteral
administration with somatostatin analogues comprising the amino acid sequence -

Form PCT/Separate Shast/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY R International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) S PCT/EP2004/006794

(D/L)Trp-Lys-X,-X,- with the definitions of X, and X, as described in the appllcatlon
documents as filed and tartaric acid. .

2.2 D1 discloses a compound (called compound A) differing only in the absolute - :-
configuration at the a-carbon atom of the phenylglycine preceding to the Trp: All .
~+ -diastereomers are contemplated and as well pharmacseutical-compositions suitable:.:. - -
for parenteral administration-are described, but not with tartaric acid. Present-claims. .
1-9 are thus considered novel in view of D1. The compound of present claim 10-is not- . .
explicitly disclosed-although all diastereromeric species are contemplated in D1.. This.:
compound is therefore novel by selection.

D2 addresses somatostatin peptides and pharmaceutical compositions.in general
‘The use of tartrate has not been mentioned. Claims 1-9 aretherefore conmdered
novel in view of D2. - Can e

D3.and D4-fepresent backgreund art background ant disclosing cyclic somatostatin.. -~
analogues which are not encompassed by the general formula mentioned.above. - . . -
Parenteral administration is contemplated in D3 (see example.9). No particular - -
phammaceutical compositions:are mentioned. D4 addresses peptidic somatostatin:
agonists with high affinity to all five somatostatin receptors. The peptides are - -
structurally distinct. Their potential application was contemplated as anti-cancerous
agents. D3 and D4 are not pertinent of the subject-matter of present claims 1 to 10.

D1 is regarded as representing the closest prior art. It discloses pharmaceutical
compositions comprising compounds which differ in the absolute configuration of the-.

a-C atom of the phenylglycine and in the use of aspartate as a further ingredient.
These pharmaceutical compositions are applied parenterally to the recipients in order-
to treat inter alia acromegaly as well as tumours.

The distinguishing features tartrate (for claims 1 to 9) results in good tolerableness -

and high stability. .
The particular stereoisomeric form appears to have no particular effect in view of the

prior art.

Form PCT/Separate Sheel/400 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/006794

therefore regarded as lacking an inventive step.

2.3 Industrial applicability (Article 33(4) PCT

The subject-matter of present claims 1-8 and 10 appear to comply with the
requirements-of industrial applicability as stipulated in Article 33(4) PCT.... -

Re ltem VIiI
Certain observations on the international application

- 1. Contrary to the requirements ‘of Rule 5.1(a)(i) PCT, the relevant background art-

disclosed in the document D1 is not mentioned in the descnptlon. nor is this .o
document identified therein. ' SRR

Form PCT/Separate Sheet/403 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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Pharmaceutical Composition

The present invention relates to. parenteral pharmaceutical cmnposmons oompnsmg a
somatostatin analogue and to noval somatostatin analogues. '

Somatostatin is a tetradecapeptide having the structure

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH ..:\ |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 43 14 TR

Since the isolation and characterizalion of somatostatin, an extensive:search for:more:potent: - :
O and more stable analogues has conlinued. TP CETRL Tirn 4 nBLDD LD Tan e

=

Somatostatin analogues have been described e.g. in WO 97/01579.Said :somatostatin: "»::::
analogues comprise the amino acid sequence of formuta | R P RS P DA S T 15 1 B

-=(D/L)Trp-Lys-X; -X3 - | EODS YR B
wherein X, Is a radical of formula (a) or (b) ClL - ados T et
—N co— —NH——COo—
|:°'°"£‘1 (a) t|=H. {b)
CH, R, “
wherein R, is optionally substituted phenyl,
R: is ~Z,—~CHR,, -CH-CO-O-CHR,, P

O —@—OLR or AQ'_O:

whereinZ,is Qor S, and

X2 is an a-amino acid having an aromatic residue on the C, side chain, or an amino acid unit - - -
selected from Dab, Dpr, Dpm, His,(Bzl)HyPro, thienyl-Ala, cyclohexyl-Ala.and t-butyl-Ala; the
residue Lys of said sequence corresponding to the residue Lys® of -the native somato-
statin-14.

By somatostatin analogue as used herein is meant a straight-chain or cyclic peptide derived
from that of the naturally occurring somatostatin-14, comprising the sequence of formula 1
and wherein additionally one or more amino acid units have been omitted and/or replaced by
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Dr. Fredrick de Maré Novartls International AG Q—a
Trainee Patent Attorney, Corporate Intellectual Property
Oncology " CH-4002 Basel

Switzerland . r
Tel: +41 61 324 65 62 3 6
Fax: +4] 61 3227532

) NOVARTIS

Europiisches Patentamt TELEFAX
D-80298 Miinchen From: ‘+41 61 322 75 32
To: 004989 2399 4465

Total pages: 2

' Your Ref: Our Ref:
March 16, 2005 NI CIP

International Patent Application No. PCT/EP2004/006794 — Qur reference ON/4-33220A
Novartis AG

Ladies and Gentlemen

Thank you for your Written Opinion of December 16, 2004, for the above-identified International
Application.

We would like to point out that we do not agree with the novelty objection presented in the Written
Opinion. Claim 1 reads “A pharmaceutical composition for parenteral administration comprising a
somatostatin analogue............ or protected form and tartaric acid”. Document D1, alleged-to be
novelty destroying is silent regarding the tartaric acid, and the novelty of the claim should be
acknowledged. The remaining claims are dependent on claim 1 and are therefore also novel.

Artached for the sake of completing your files, you will also find a copy of a letter sent on February
15, 2005, asking you to replace page 1 of the specification.

Yours very truly
Novartis International AG

78 %

Dr. Peter R. Roth
Professional Representative, GA No. 36671



Dr. Peter R. Roth Novartis International AG ' ]
Patent Attarney, Oncology Corporate InteRectual Property
CH-4002 Basel ?
Switzerland
Tel: +41 61 324 33 82
Fax: +4] 61 322 75 32

) NOVARTIS

Europiisches Patentamt TELEFAX
D-80298 Miinchen From: +41 61 32275 32
: To: 004989 2399 4465
Total pages: 2
Your Ref: Cur Retf:
February 15, 2005 NI CIP

International Patent Application No. PCT/EP2004/006794 — Our reference ON/4-33220A
Novartis AG

Ladies and Gentlemen

Thank you for your Written Opinion of December 16, 2004, for the above-identified International
Application.

Please find enclosed a replacement page for page 1, correcting the obvious error in the reference to
WO27/25977. This has been amended to read WO97/01579.

Yours very truly
Novartis International AG

@ &y

Dr. Peter R. Roth
Professional Representative, GA No. 36671
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
, y TRAMITE
{
i USUARIO  RADICADOR
i
4 PATENTE DE INVENCION ? C’V MODELO DE UTILIDAD { ) ( )
g ™ ,'!' /
Indu:aclon de gue se solicita la concesion de una patenle { {
Datos de identificacion del soliciante o de la persona que sé presentala solicitud { ) {
Descripclon de la Invencién {} (/3
. " Dibujos de serestos pertmantes { ) { %)
Comprobante de Pago de las tasas establecidas
"~ COMPLETA { )() INCOMPLETA ( ) {)
— " —DISENO INDUSTRIAL ()~ ——==" - =
- Indicacion de que se solicita et registro de Diseno industrial { ) ()
- Datos de Identificaclon del solicitante o de la persona que presenta { ) ()
- lasolicitud _
- Representacion grafica o fotografios del Disefio Industrial o muestra del
Material que incorpora el disefio ( ) ( )
Comprobante de pago de las tasas establecidas { ) ()
COMPLETA () INCOMPLETA () { )
ESQUEMA DE TRAZADO
- Indicacién de que solicita el reglsr de\un Esquema de trazado () { )
i - Datos de identificaclon del solclta te o de la persona que presenta
La solichud { ) ()
Representacion grafica del esquem de'trazado { ) ()
Comprobante de pago de las tasas egfablecidas () = ()
COMPLETA () | INCOMPLETA () ()
}'r
i Firma Responsable
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