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C10 CYCLOPENTYL ESTER SUBSTITUTED TAXANES

GROUND OF T. TIO

{0001] The present invention s directed to novel taxanes having utility as
antitumor agents.

[0002] The taxane family of terpenes, of which baccatin {1l and taxol, also
commonly referred to as paclitaxel, are members, has been the subject of
considerable interest in both the biological and chemical arts. Taxol itself is
employed as a cancer chemotherapeutic agent and possesses a broad range of
tumor-inhibiting activity. Taxol has a 2'R, 3'S configuration and the following
structural formula:

CgHsCONH O
CeHs™ X

wherein Ac is acetyl and Bz is benzoyl.

[0003] Colin et al. reported in U.S. Patent 4,814,470 that certain padiitaxel
analogs have an activity significantly greater than that of taxol. One of these
analogs, commonly referred to as docataxel (Taxotere®), has the following
structural formula:

IBUOCONIJ O
CeHs™ T

[0004] Although taxol and docetaxel are useful chemotherapeutic agents,
there are limitations to their effectiveness, including limited efficacy against
certain types of cancers and toxicity to subjects when administered at various
doses. Accordingly, a need remains for additional chemotherapeutic agents with
improved efficacy and less toxicity.
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[0005] Among the various aspects of the present invention, therefore, is
the provision of taxanes which compare favorably to taxol and docetaxel with
respect to toxicity and to efficacy as an anti-tumor agent. In general, these
taxanes possess a cyclopentyl ester substituent at C10, a keto substituent at C9,
a hydroxy substituent at C7, a thienyl substituent at C3' and an
isopropoxycarbamate substituent at C3'.

[0008] Briefly, therefore, the present invention is directed to taxanes, per
se, to prodrugs thereof, to pharmaceutical compositions comprising the taxanes
or prodrugs and a pharmaceutically acceptable carmier, to methods of treatment
and administration, and to methods of preparation of medicaments comprising the
taxanes or prodrugs.

[0007] Other objects and features of this Invention will be In part apparent
and in part pointed out hereinafter.

B ESC OF T RAWINGS

[0008] Figure 1 depicts median tumor growth curves for mice treated with
compound 9091 vs. compound 3071 In the Panc-1 study (oral g4dX4 doses).

[0009] Figure 2 depicts median tumor growth curves for mice treated with
compound 8091 vs. compound 3071 in the HT29 study (oral q4dX4 doses).

[0010] Figure 3 depicts median tumor growth curves for mice treated with
compound 9091 in the HT29 study (oral single doses of 60 mg/kg).

[0011] Figure 4 depicts median tumor growth curves for mice treated with
compound 9091 in the Panc-1 study (oral single doses of 60 mg/kg and 120
mg/kg).

[0012] Figure 5 depicts median tumor growth curve plots for mice treated
with i.v. doses of compound 9091 In the HT29 study.

[0013] Figure 8 depicts group median tumar growth curves for mice
treated with vehicles or with q4d x 4 i.v. doses of compound 9091 in 5% E-85%lI-
20, 5%ET in Saline, and 5%EC in Saline in the HT29 study; (E - ethanol; |-
Intralipld; T - tween; C - cremophor; e.g.; 5% EC in saline is 5% ethanol and 5%
cremophor in saline).

[0014]) Figure 7 depicts median tumor growth curves for mice treated with
Lv. doses of compound 8091 in the Panc-1 study.
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[0015] The taxane of the present invention has the following chemical
structure:

wherein X, is thienyl, Ac is acetyl and the C7 hydroxy substituent and the C10
cyclopentyicarbonyloxy substituent independently have the alpha or beta
stereochemical configuration. !n one embodiment, X, is 2-thienyl. In a preferred
embodiment, X, is 2-thlenyl and the C7 hydroxy substituent and the C10
cyclopentylcarbonyloxy substituent both have the beta stereochemical
configuration,

[0016] Compounds of the present invention are active against cancers In a
manner superior to conventionally used taxanes with respect to certaln tumor
types, including paclitaxel (taxol) sensitive and resistant tumor lines. The
compounds of the present invention are reasonably well tolerated whether
administered orally or intravenously and can be effective as a single or multiple
dose with improved toxicity profiles. The compounds of the presant invention are
also efficacious In non-cremophor vehicles.

[0017] The taxanes of the present invention may be obtained by treatment
of a -lactam with an alkoxide having the taxane tetracyclic nucleus and a C13
metallic oxide substituent to form compounds having a 3-amido ester substituant
at C13 (as described more fully in Holton U.S. Patent 5,466,834), followed by
removal of the hydroxy protecting groups. The B-lactam has the following
structural formula (1):

.
xs" 0P, (1)
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wherein P, is a hydroxy protecting group, X, is thienyl, and X; is
Isopropoxycarbonyl and the alkoxide has the structural formula (2):

wherein M is a metal or ammonium, P, is a hydroxy protecting group and R,, Is
cyclopentyicarbonyloxy.

[0018] The alkoxide of structural formula (2) may be prepared from
10-deacsetylbaccatin Ill {(or a derivative thereof) by selective protection of the C7
hydroxyl group and then esterification of the C10 hydroxyl group followed by
treatment with a metallic amide. In one embodiment of the present invention, the
C7 hydroxyl group of 10-deacetylbaccatin Il is selectively protected with a silyl
group as described, for example, by Denis, et. al. (J. Am. Chem. Soc., 1988, 110,
5917). In general, the silylating agents may be used either alone or in
combination with a catalytic amount of a base such as an alkali metal base.

[0018] Altematively, the C10 hydroxyl group of a taxane can be selectively
acylated in the absence of a base, as described, for axample in Holton et al., PCT
Patent Application WO 99/09021. Acylating agents which may be used for the
selective acylation of the C10 hydroxyl group of a taxane include substituted or
unsubstituted alkyl or aryl anhydrides. While the acylation of the C10 hydroxy
group of the taxane will proceed at an adequate rate for many acylating agents, it
has been discovered that the reaction rate may be increased by including a Lewis
acid in the reaction mixture. Preferred Lewis aclds include zinc chioride, stannic
chloride, cerium trichloride, cuprous chloride, lanthanum trichloride, dysprosium
trichloride, and ytterbium trichloride. Zinc chioride or cerium trichloride is
particularly preferred when the acylating agent Is an anhydride.

[0020] Processes for the preparation and resolution of the B-lactam
starting material are generally well known in the art. For example, the B-lactam
may be prepared as described in Holton, U.S. Patent No. 5,430,160 (col. 9, lines
2-50) or Holton, U.S. Patent No. 6,649,632 (col. 7, line 45 - col. 8, line 60), which
are both hereby incorporated by this reference In their entirety. The resulting
enatiomeric mixtures of p-lactams may be resolved by a stereoselective
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hydrolysis using a lipase or enzyme as described, for example, in Patel, U.S.
Patent No. 5,879,929 (col. 16, lines 1 - col. 18, line 27) or Patel, U.S. Patent No.
5,567,614 or a liver homogenate as described, for example, in Holton, U.S.
Patent No. 6,548,293 (col. 3, lines 30-61). By way of example, U.S. Patent No.
6,649,632 discloses the preparation of a f-lactam having a furyl substituent at the
C4 position of the Bdactam. With modifications evident to those skilled In the art,
a B-lactam having a thienyl substituent at the plactam C4 position may be
prepared as illustrated in these prior patents and as further disclosed in
Example 1.

[0021] The compounds of the present invention may be provided in the

form of a prodrug. In general, a pharmaceutically acceptable derivative or
prodrug is any pharmacsutically acceptable salt, ester, salt of an ester or other
derivative of a compound of this invention which, upon administration to a
reciplent, Is capable of providing, either directly or indirectly, a compound of this
Invention or an inhibitorlly active metabolite or residue thereof. Particularly
favored derivatives or prodrugs are those that increase the bloavailability of the
compounds of this invention when such compounds are administered to a patient
(e.g., by allowing an orally administered compound to be more readily absorbed
into the blood) or which enhance delivery of the parent compound to a biological
compartment (e.g., the brain or lymphatic system) relative to the parent species.
Phamaceutically acceptable prodrugs include, but are not limited to, taxanes of
the present invention derivatized with one or more of the following groups:
phosphates, pivaloyloxymethyl, acetoxymethyl, phthalidyl, indanyl,
methoxymethyl, methylpyridinium mesylate, bicarbonate, onium salts,
phosphonooxymethyl carbonate, cinnamate, aminoacid, benzoyl, acyl, thioaryl,
polyethylene glycol based, ester linked, polyalkylene oxide, dextran, polyvinyl
alcohols, carbohydrate based polymers, oligopeptide, polyglutamic acid,
polyamino acid, onium salts of 2-halogenated aza-arenes, highly polar amino
sugar, and the like. Sultable positions in the taxane molecuie of the present
invention for prodrug formation include but are not limited to the C2' and C7
position. Various forms of prodrugs are well known in the art. For examples of
such prodrug derivatives, see: (a) Design of Prodnigs, edited by H. Bundgaard,
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(Elsevier, 1985) and Methads in Enzymology, Vol.42, p.308-386, edited by K.
Widder, et al. (Acamedic Press, 1885); (b) A Textbook of Drug Design and
Development, edited by Krosgaard-Larsen and H. Bundgaard, Chapter 5, "Design
and Application of Prodrugs,” by H. Bundgaard, p. 113-191 (1991); (c) H.
Bundgaard, Advanced Drug Delivery Reviews, 8, 1-38 (1992), (d) H. Bundgaard,
et al., Journal of Pharmaceutical Sciences, 77, 285 (1988), and

(e) N. Kakeya, et al., Chem Phar Bull, 32, 692 (1984).

[0022] The taxanes of the instant invention are useful for inhibiting tumor
growth In mammals including humans and are preferably administered in the form
of a pharmaceutical composition comprising an effective antitumor amount of the
compound of the instant invention in combination with at least one
pharmaceutically or pharmacologically acceptable carrier. The carrler, also
known in the art as an excepient, vehicle, auxiliary, adjuvant, or diluent, Is any
substance which is pharmaceutically inert, confers a suitable consistency or form
to the composition, and does not diminish the therapeutic efficacy of the antitumor
compounds. The carrier is "pharmacaeutically or phammacologically acceptable® if
it does not produce an adverse, allergic or other untoward reaction when
administered to a mammal or human, as appropriate.

[0023) The pharmaceutical compositions contalning the antitumor
compound of the present invention may be formulated in any conventional
manner. Proper formulation Is dependent upon the route of administration
chosen. The compositions of the invention can be formulated for any routs of
adminlstration so long as the target tissue is available via that route. Suitable
routes of administration include, but are not limited to, oral, parenteral (e.g.,
intravenous, intraarterial, subcutaneous, rectal, subcutaneous, intramuscular,
Intraorblital, intracapsular, intraspinal, intraperitoneal, or intrastemal), topical
(nasal, transdermal, Intraocular), intravesical, intrathecal, enteral, pulmonary,
Intralymphatic, intracavital, vaginal, transurethral, intradermal, aural,
intramammary, buccal, orthotopic, intratracheal, intralesional, percutaneous,
endoscoplcal, transmucosal, sublingual and intestinal administration.
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[0024] Pharmaceutically acceptable carriers for use in the compositions of
the present invention are well known to those of ordinary skill in the art and are
selected based upon a number of factors: the particular antitumor compound
used, and its concentration, stability and intended bioavailability, the disease,
disorder or condition being treated with the composition; the subject, its age, size
and general condition; and the route of administration. Suitable carmiers are
readily determined by one of ordinary skill in the art (8ee, for example, J. G. Naim,
In: Remington's Pharmaceytical Science (A. Gennaro, ed.), Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., (1985), pp. 1492-1517, the contents of which are incorporated herein
by reference).

[0025]) The composltions are preferably formulated as tablets, dispersible
powders, pills, capsules, gelcaps, caplets, gels, liposomes, granules, solutions,
suspensions, emulsions, syrups, elixirs, troches, dragees, lozenges, or any other
dosage form which can be administered orally. Techniques and compositions for
making oral dosage forms useful in the present Invention are described in the
following references: 7 Modem Pharmaceutics, Chapters 9 and 10 (Banker &

Rhodes, Editors, 1979); Lieberman et al., Phammacseutical Dosage Forms: Tablets
(1981); and Ansel, Introduction to Phanmaceutical Dosage Forms 2nd Edition
(19786).

{0026] The compositions of the invention for oral administration comprise
an effective antitumor amount of the compound of the invention in
phamaceutically acceptable carrier. Suitable carriers for solid dosage forms
include sugars, starches, and other conventional substances including lactose,
talc, sucrose, gelatin, carboxymethylcellulose, agar, mannitol, sorbitol, calcium
phosphate, calclum carbonate, sodium carbonate, kaolin, alglnic acld, acacia,
cormn starch, potato starch, sodium saccharin, magnesium carbonate, tragacanth,
microcrystalline csliuiose, colloidal silicon dioxide, croscarmellose sodium, talc,
magnesium stearate, and stearic acid. Further, such solid dosage forms may be
uncoated or may be coated by known techniques; e.g., to delay disintegration and
absorption.
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[0027] The antitumor compounds of the present invention may also be
preferably formulated for parenteral administration, e.g., formulated for injection
via intravenous, intraarterial, subcutaneous, rectal, subcutaneous, intramuscular,
Intraorbital, intracapsular, intraspinal, intraperitoneal, or Intrastemal routes. The
compositions of the invention for parenteral administration comprise an effective
antitumor amount of the antitumor compound in a pharmaceutically acceptable
camrier. Dosage forms suitable for parenteral administration include solutions,
suspensions, dispersions, emulsions or any other dosage form which can be
administered parenterally. Techniques and compositions for making parenteral
dosage forms are known in the art.

[0028] Sultable carriers used in formulating liquid dosage forms for oral or
parenteral administration include nonaqueous, pharmaceutically-acceptable polar
solvents such as oils, alcohols, amides, esters, ethers, ketones, hydrocarbons
and mixtures thereof, as wall as water, saline solutions, dextrose solutions (e.g.,
DWS5), electrolyte solutions, or any other aqueous, pharmaceutically acceptable
liquid.

[0029] Suitable nonagueous, pharmaceutically-acceptabie polar solvents
include, but are not limlited to, alcohols (e.g., a-glycerol formal, B-glycercl formal,
1, 3-butyleneglycol, aliphatic or aromatic alcohols having 2-30 carbon atoms such
as methanol, ethanol, propanol, isopropanol, butanol, t-butanol, hexanol, octanol,
amylene hydrate, benzyl alcohol, glycerin (glycerol), glycol, hexylene glycol,
tetrahydrofurfuryl alcohol, lauryl alcohol, cetyl alcohol, or stearyl aleohol, fatty acid
esters of fatty alcohols such as polyalkylene glycols {(e.g., polypropylene glycol,
polyethylene glycol), sorbitan, sucrose and cholesterol); amides (e.g.,
dimethylacetamide (DMA), benzyl benzoate DMA, dimethyiformamide, N<{B-
hydroxysthyi)Hactamide, N, N-dimethylacetamide_ amides, 2-pymrolidinone,
1-methyl-2-pymrolidinone, or polyvinylpymolidone); esters (e.g., 1-methyl-2-
pyrrolidinone, 2-pyrrolidinone, acetate esters such as monoacetin, diacetin, and
triacatin, aliphatic or aromatic esters such as ethyl caprylate or octanoate, alkyl
oleate, benzyt benzoate, benzyl acetate, dimethylsulfoxide (DMSO), esters of
glycerin such as mono, dl, or tri-glyceryl citrates or tarirates, ethyl benzoate, ethyl
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acetate, ethyl carbonate, ethyi lactate, ethyl oleate, fatty acid esters of sorbitan,
fatty acid derived PEG esters, glyceryl monostearate, glyceride esters such as
mono, di, or tri-glycerides, fatty acld esters such as isopropyl myristrate, fatty acid
derived PEG esters such as PEG-hydroxyoleate and PEG-hydroxystearate, N-
methyl pymolidinone, pluronic 60, polyoxyethylene sorbltol oleic polyesters such
as poly(ethoxylated)y « sorbitol poly(oleate),, poly(oxyethylene),, , monooleate,
poly(oxyethylene),, ., mono 12-hydroxystearate, and poly(oxyethylene),s.., mono
ricinoleate, polyoxyethylene sorbitan esters such as polyoxyethylene-sorblitan
monooleate, polyoxyethylene-sorbitan monopalmitate, polyoxyethylene-sorbitan
monolaurate, polyoxyethylene-sorbitan monostearate, and Polysorbate® 20, 40,
60 or 80 from ICI Americas, Wilmington, DE, polyvinylpymrolidone, alkyleneoxy
modified fatty acid esters such as polyoxyl 40 hydrogenated castor oll and
polyoxyethylated castor oils (a.g., Cremophor® EL solution or Cremophor® RH
40 solution), saccharide fatty acid esters (i.e., the condensation product of a
monosaccharide (e.g., pentoses such as ribose, ribulose, arabinase, xylose,
lyxose and xylulose, hexoses such as glucose, fructose, galactose, mannose and
sorbose, trioses, tetroses, heptoses, and octoses), disaccharide (e.g., sucrose,
maltose, lactose and trehalose) or oligosaccharide or mixture thereof with a C,-
C,, fatty acid(s)(e.g., saturated fatty aclds such as caprylic acld, capric acid, lauric
acld, myristic acid, palmitic acid and stearic acid, and unsaturated fatty acids such
as palmitolelc acid, oleic acid, elaidic acid, erucic acid and linoleic acid)), or
steroidal esters); alkyl, aryl, or cyclic ethers having 2-30 carbon atoms (e.g..
diethy! ether, tetrahydrofuran, dimethyl isosorbide, diethylene glycol monoethyt
ether); glycofurol (tetrahydrofurfuryl alcohol polyethylene glycol ether); ketones
having 3-30 carbon atoms (e.g., acetone, methyl ethyl ketone, methyl isobutyl
ketone); aliphatic, cycloaliphatic or aromatic hydrocarbons having 4-30 carbon
atoms (9.g., benzene, cyciohexane, dichioromethane, dioxolanes, hexane, n-
decane, n-dodecane, n-hexane, sulfolane, tetramethylenesulfon,
tetramethylenesulfoxide, toluene, dimethylsulfoxide (DMSO), or
tetramethylenesulfoxide); olls of mineral, vegetable, animal, essential or synthetic
origin (e.g., mineral oils such as aliphatic or wax-based hydrocarbons, aromatic
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hydrocarbons, mixed aliphatic and aromatic based hydrocarbons, and refined
paraffin oll, vegetable oils such as linseed, tung, safflower, soybean, castor,
cottonseed, groundnut, rapeseed, coconut, palm, olive, com, corn germ, sesame,
persic and peanut oil and glycerides such as mono-, di- or triglycerides, animal
oils such as fish, marine, sperm, cod-liver, haliver, squalene, squalane, and shark
liver oil, oleic oils, and polyoxyethyiated castor oil); alkyl or aryl halides having 1-
30 carbon atoms and optionally more than one halogen substituent, methylene
chioride; monoethanolamine; petroleum benzin; trolamine; omega-3
polyunsaturated fatty acids (e.g., alpha-linolenic acid, eicosapentaenoic acid,
docosapentaenoic acld, or docosahexaenoic acid); polyglycol ester of
12-hydroxystearic acld and polyethylene glycol (Solutoi® HS-15, from BASF,
Ludwigshafen, Germany); polyoxyethylene glycerol; sodium laurate; sodium
oleate; or sorbitan monooleate.

[0030] Other pharmaceutically acceptable solvents for use in the invention
are well known to those of ordinary skill in the art, and are identified in The
Chemotherapy Source Book (Willlams & Wilkens Publishing), The Handbook of

Phamaceutical Excipients. (American Pharmaceutical Association, Washington,
D.C., and The Pharmaceutical Soclety of Great Britain, London, England, 1968),

Modem Pharmaceutics, (G. Banker et al., eds., 3d ed.)(Marcel Dekker, Inc., New

York, New York, 1985), The Pharmacological Basis of Therapeutics, (Goodman &

Gilman, McGraw Hill Publishing), Phamnaceutical Dosage Forms, (H. Lieberman
et al.,, eds., }(Marcel Dekker, Inc., New York, New York, 1980), Remingion's

Phammaceutical Sciences (A. Gennaro, ed., 16th ed.)(Mack Publishing, Easton,
PA, 1995), The United States Pharmacopeia 24, The National Formulary 19,
(National Publishing, Philadelphia, PA, 2000), A.J. Splegel et al., and Use of
Nonaqueous Solvents in Parenteral Products, JOURNAL OF PHARMACEUTICAL
SCIENCES, Vol. 52, No. 10, pp. 917-827 (1963).

[0031] Preferred solvents include those known to stabilize the antitumor
compounds, such as oils rich in triglycerides, for example, safflower oil, soybean
oll or mixtures thereof, and alkyleneoxy modified fatty acid esters such as polyoxyl
40 hydrogenated castor oil and polyoxyethylated castor olls (e.g., Cremophor® EL
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solution or Cremophor® RH 40 solution). Commercially avallable triglyceride-rich
oils include Intralipid® emulsified soybean oll (Kabl-Pharmacia Inc., Stockhoim,
Sweden), Nutralipid ® emulsion (McGaw, Irvine, California), Liposyn® 11 20%
emulsion (a 2086 fabémulsion solution containing 100 mg safflower oil, 100 mg
soybean oll, 12 mg egg phosphatides, and 25 mg glycerin per ml of solution;
Abbott Laboratories, Chicago, lllinois), Liposyn® |l 20% emulsion (a 20% fat
emulsion solution containing 100 mg safflower oil, 100 mg soybean oil, 12 mg egg
phosphatides, and 25 mg glycerin per mi of solution; Abbott Laboratories,
Chicago, lllinais), natural or synthetic glycerol derlvatives containing the
docosahexaenoyl group at levels between 25% and 100% by weight based on the
total fatty acid content (Dhasco® (from Martek Biosclences Corp., Columbla, MD),
DHA Maguro® (from Daito Enterprises, Los Angeles, CA), Soyacal®, and
Travemulsion®. Ethanol is a preferred solvent for use in dissolving the antitumor
compound to form solutions, emulsions, and the like.

[0032] Additional minor components can be included in the compositions
of the invention for a variety of purposas well known In the pharmaceutical
industry. These components will for the most part impart properties which
enhance retention of the antitumor compound at the site of administration, protect
the stability of the composition, control the pH, facllitate processing of the
antitumor compound into pharmaceutical formulations, and the like. Preferably,
each of these components Is individually present in less than about 15 waeight %
of the total composition, more preferably less than about 5 weight %, and most
preferably less than about 0.5 weight % of the total composition. Some
components, such.as flllers or diluents, can constitute up to 90 wt.% of the total
composition, as is well known in the formulation art. Such additives include
cryoprotective agents for praventing reprecipitation of the taxane, surface active,
wetting or emulsifying agents (e.g., lecithin, polysorbate-80, pluronic 80,
polyoxyethylene stearate, and polyethoxylated caster oils), preservatives (8.9.,
ethyl-p-hydroxybenzoate), microbial preservatives (e.g., benzyl alcohol, phenol,
m-cresol, chlorobutanol, sorbic acid, thimerosal and paraben), agents for
adjusting pH or buffering agents (e.g., acids, bases, sodium acetate, sorbitan
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monolaurate), agents for adjusting osmolarity (e.g., glycerin), thickeners (e.g.,
aluminum monostearate, stearic acid, cetyl alcohol, stearyl alcohol, guar gum,
methyl cellulose, hydroxypropyicellulose, tristearin, cetyl wax esters, polyethylene
glycol), colorants, dyes, flow aids, non-volatile silicones (e.g., cyclomethicone),
clays (e.g., bentonites), adhesives, bulking agents, flavorings, sweeteners,
adsorbents, flllers (e.g., sugars such as lactose, sucrose, mannitol, or sorblitol,
cellulose, or calcium phosphate), diluents (e.g., water, saline, electrolyte
solutions), binders (e.g., starches such as maize starch, wheat starch, rice starch,
or potato starch, gelatin, gum tragacanth, methyl cellulose, hydroxypropyl
methylcellulose, sodium carboxymethyl cellulose, polyvinylpyrrolidons, sugars,
polymers, acacia), disintegrating agents (e.g., starches such as maize starch,
wheat starch, rice starch, potato starch, or carboxymethyl starch, cross-linked
polyvinyl pymolidone, agar. alginic acid or a salt thereof such as sodlum alginate,
croscarmellose sodium or crospovidone), lubricants {e.g., silica, talc, stearic acid
or salts thereof such as magnesium stearate, or polyethylene glycol), coating
agents (e.g., concentrated sugar solutions including gum arabic, talc, polyvinyl
pymolidone, carbopol gel, polyethylene glycol, or titanium dioxide), and
antioxidants (e.g., sodium metabisulfite, sodium bisulfite, sodium sulfite, dextrose,
phenols, and thiophenols).

[0033] Dosage form administration by these routes may be continuous or
intermittent, depending, for example, upon the patient's physiological condition,
whether the purpose of the administration is therapeutic or prophylactic, and other
factors known to and assessable by a skilled practitioner.

[0034] Dosage and regimens for the administration of the pharmaceutical
compaositions of the invention can be readily determined by those with ordinary
skill In treating cancer. It is understood that the dosage of the antitumor
compounds will be dependent upon the age, sex, health, and weight of the
recipient, kind of concurrent treatment, If any, frequency of treatment, and the
nature of the effect desired. For any mode of administration, the actual amount of
antitumor compound delivered, as well as the dosing schedule necessary to
achieve the advantageous effects described herein, will also depend, in part, on
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such factors as the bioavailability of the antitumor compound, the disorder being
treated, the desired therapeutic dose, and other factors that will be apparent to
those of skill in the art. The dose administered to an animal, particularly
human, in the context of the present invention should be sufficlent to effect the
deslred therapeutic response in the animal over a reasonable period of time.
Preferably, an effective amount of the antitumor compound, whether administered
orally or by another route, is any amount which would result In 8 desired
therapeutic response when administered by that route. Preferably, the
compositions for oral administration are prepared in such a way that a single dose
in one or more oral preparations contains at least 20 mg of the antitumor
compound per m?of patient body surface area, or at least 50, 100, 150, 200, 300,
400, or 500 mg of the antitumor compound per m? of patient body surface area,
wherain the average body surface area for a human is 1.8 m2. Preferably, a
single dose of a composition for oral administration contains from about 20 to
about 600 mg of the antitumor compound per m? of patient body surface area,
more preferably from about 25 to about 400 mg/m* even more preferably, from
about 40 to about 300 mg/m?, and even more preferably from about 50 to about
200 mg/m?. Preferably, the compositions for parenteral administration are
prepared In such a way that a single dose contains at least 20 mg of the antitumor
compound per m?of patient body surface area, or at least 40, 50, 100, 150, 200,
300, 400, or 500 mg of the antitumor compound per m? of patlent body surface
area. Preferably, a single dose in one or more parenteral preparations contains
from about 20 to about 500 mg of the antitumor compound per m? of patient body
surface area, more preferably from about 40 to about 400 mg/m> and even more
preferably, from about 60 to about 350 mg/m®. However, the dosage may vary
depending on the dosing schedule which can be adjusted as necessary to
achieve the desired therapseutic effect. It should be noted that the ranges of
effactive doses provided herein are not intended to limit the invention and
represent preferred dose ranges. The most preferrad dosage will be tailored to
the individual subject, as is understood and determinable by one of ordinary skill
in the art without undue experimentation.
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[0035] The concentration of the antitumor compound in a liquid
pharmaceutical composition is preferably between about 0.01 mg and about
10 mg/mL of the composition, more preferably between about 0.1 mg and about
7 mg/ mL, even more preferably between about 0.5 mg and about 5 mg/mL, and
most preferably between about 1.5 mg and about 4 mg per mi. In one
embodiment, the concentration of 9091 in this formulation Is 2 to 4 mg/mL.
Relatively low concentrations are generally preferred because the antitumor
compound is most soluble in the solution at low concentrations. The
concentration of the antitumor compound in a solid pharmaceutical composition
for oral administration Is preferably between about 5 weight % and about 50
weight %, based on the total weight of the composition, more preferably between
about 8 weight % and about 40 weight %, and most preferably between about 10
weight % and about 30 weight %.

[0036] In one embodiment, solutions for oral administration are prepared
by dissolving an antitumor compound in any phamaceutically acceptable solvent
capable of dissolving the compound (e.g., ethanol or polyethylene glycol) to form
a solution. An appropriate volume of a carrier which is a surfactant, such as
Cremophor® EL solution, polysorbate 80, Solutol HS15, or Vitamin E TPGS, is
added to the solution while stirring to form a pharmaceutically acceptable solution
for oral administration to a patient. For example, the resulting compositions, may
contain up to about 10% ethanol and/or up to about 10% surfactant, more
typically, the concentrations will be about 5-10% by volume ethanol with an equal
volume of surfactant and distilled water in the range of 80-80% by volume. For
taste purposes, a fraction of the distilled water can be replaced by a diluted cherry
or raspberry syrup, preferably, about 10-30% syrup with the remainder water. in
one embodiment, the concentration of 9091 in this formulation is 2 to 4 mg/mL. If
desired, such solutions can be formulated to contaln a minimal amount of, or to
be free of, ethanol, which is known in the art to cause adverse physiological
effects whaen administered at certain concentrations in oral formulations. In a
preferred embodiment, the solution comprises about 5% ethanol, about 5%
surfactant selected from polysorbate 80 (e.g., Tween 80®), polyethoxylated
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caster oils (e.g., Cremophor®), and mixtures thereof, and about 90% distilled
water.

[0037] In another embodiment, powders or tablets for oral administration
are prepared by dissolving an antitumor compound in any pharmaceutically
acceptable solvent capable of dissolving the compound {e.g., ethanol or
polyethylene glycol) to form a solution. The solvent can optionally be capable of
evaporating when the solution is dried under vacuum. An additional carier can
be added to the solution prior to drying, such as Cremophor® EL solution. The
resulting solution is dried under vacuum to form a glass. The glass ia then mixed
with a binder to form a powder. The powder can be mixed with fillers or other
conventional tabletting agents and processed to form a tablet for oral
administraetion to a patient. The powder can also be added to any liquid carrier as
described above to form a solution, emulsion, suspension or the like for oral
administration.

[0038] Emulsions for parenteral administration can be prepared by
dissolving an antitumor compound in any pharmaceutically acceptable solvent
capable of dissolving the compound (e.g., ethanol or polyethylene glycol) to form
a solution. An appropriate volume of a carrler which ie a fat emulsion, such as
Liposyn® |I, Liposyn® lll, or Intralipid® emulsion, is added to the solution while
stiring to form a phamaceutically acceptable emulsion for parenteral
administration to a patient. For example, the resulting composition may contain
up to about 10% ethanol and/or more than about 80% carrier (fat emulsion), more
typically, the concentration will be about 5-10% by volume ethanol and about 80-
95% by volume carrier (fat emulsion). In one embodiment, the concentration of
9091 in the dosing solution is about 1-2 mg/mL. Typically, the fat emulsion
contains between about 10 and about 20% fat, preferably about 20% fat. If
desired, such emulsions can be formulated to contain a minimal amount of, or to
be free of, ethanol or Cremophor® solution, which are known In the art to cause
adverse physiological effects when administered at certain concentrations in
parenteral fonnulaiions. In a preferred embodiment, the emulsion comprises
about 5% ethanol and about 95% fat emulsion (e.g., Intralipid 20%, Liposyn I
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20%, or a mixture thereof). In this preferred embodiment, the resulting
composition is free of agents which are known to cause adverse physiological
effacts, such as polyethoxylated caster oils (e.g., Cremophor®) and polysorbate
80 (e.g., Tween 80®).

[0039] Solutions for parenteral administration can be prepared by
dissolving an antitumor compound in any pharmaceutically acceptable solvent
capable of dissolving the compound {e.g., ethanol or polysthylene glycol) to form
@ solution. An appropriate volume of a carrier which is a surfactant, such as
Cremophor® solution, polysorbate 80, or Solutol HS15, is added to the solution
while stirring to form a pharmacsutically acceptable solution for parenteral
administration to a patient. For example, the resulting composition may contain
up to about 10% ethanol and/or up to about 10% surfactant, more typically, the
concentration will be about 5-10% by volume ethanol with an equal volume of
surfactant and saline in the range of 80-80% by volume. If desired, such
solutions can be formulated to contain a minimal amount of, or to be free of,
ethanol or Cremophor® solution, which are known in the art to cause adverse
physiological effects when administered at certain concentrations in parenteral
formulations. In a preferred embodiment, the solution comprises about
§% ethanol, about 5% polysorbate 80 {e.g., Tween 80®) or polyethoxylated
caster oils (6.g., Cremophor®), and about 90% saline {0.9% sodium chloride). To
minimize or eliminate potential adverse effects (e.g., hypersensitivity reactions), a
patient receiving this embaodiment is preferably pratreated with dexamethasone,
diphenhydramine, or any other agent known in the art o minimize or eliminate
these adverse reactions.

[0040] Other suitablie parenteral formulations include liposomes.
Liposomes are generally spherical or spheroidal clusters or aggregates of
amphiphatic compounds, including lipid compouds, typically In the form of one or
more concentric layers, for example monolayers or bilayers. The liposomes may
be formulated from either ionic or nonionic lipids. Liposomes from nonlonic lipids
are also referred to as niosomes. References for liposomes Include: .(a)

Liposomes Second Edition; A Practical Approach, edited by V. Torchillin and V.
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Weissig, Oxford University Press, 2003; (b) M. Malmstein, Surfactants and
mlmmnmg_nglm Marcel Dekker Inc., 2002; and (c) Muller et al.,

Medpharrn Scientific Publishers, 1898.

[0041] If desired, the emulsions or solutions described above for oral or
parenteral administration can be packaged in IV bags, vials or other conventional
containers in concentrated form and diluted with any pharmaceutically acceptable
liquid, such as saline, to form an acceptable taxane concentration prior to use as
is known in the art.

[0042] The terms "hydroxyl protecting group™ and “hydroxy protecting
group” as used herein denote a group capable of protecting a free hydroxyl group
("protected hydroxyl") which, subsaquent to the reaction for which protection Is
employed, may be removed without disturbing the remainder of the molecule. A
variety of protecting groups for the hydroxyl group and the synthesis thereof may

be found in Protective Groups in Organic Synthasis by T. W. Greene, John Wiley
and Sons, 1981, or Fieser & Fieser. Exemplary hydroxyl protecting groups

include methoxymethyl, 1-ethoxyethyl, benzyloxymethyl,
(B-trimethyisilylethoxy)methyl, tetrahydropyranyl, 2,2;2-trichloroethoxycarbonyl,
t-butyl{diphenyl}silyl, trialkyisilyl, trichloromethoxycarbonyl and
2,2,2-trichloroethoxymethyl.

[0043] As used herein, "Ac” means acetyl, “Bz” means benzoyl; "“TES®
means triethylsilyl; "TMS" means trimethyisilyl; “LAH" means lithium aluminum
hydride; “10-DAB” means 10-desacetylbaccatin Iil"; “THF" meana tetrahydrofuran;
"DMAP" means 4-dimethylamino pyridine; "LHMDS" means lithium
hexamethyldisilazanide; "TESCI" means triethylsilyl chloride; "cPtc-Cl® means
cyclopentanecarbonyl chloride; "DMF" means N,N-dimethylformamid; "MOP*
means 2-methoxypropene; "iProc” means N-lsopropoxycarbonyl; “iProc-CI”
means Isopropyl chloroformate; and "LDA” means lithium diisopropylamide.
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[0044] The following examples lllustrate the invention.

Example 1
Preparation of Compound 9091

[0045] Protection and Acylation of 10-DAB to SIT310. Using the
following procedure, tandem protection of 10-DAB’s C7-hydroxyl with triethyisilyl
chloride (TESCI) and acylation of its C10-hydroxyl with cyclopentanecarbonyl
chlaride (cPtc-Cl) produced SIT310.

{0048] Preferably, the reaction is carried out at 6 mL of DMF per 1 g of 10-
DAB as a clear solution (10-DAB is soluble in DMF at ~5 mL/g at 22°C, but will
precipitate when cooling to 0-5°C). Addition of DMAP to the solution of 10-DAB in
DMF at room temperature will aid its solubility. Preferably, the anhydrous
solvents and reactors are under inert nitrogen atmosphere. Water will consume
triethylsilyl chloride with a molar 1:2 ratio.

[0047] To an oven dried 1-L Jacketed 3-neck round bottom flask (RBF)
equipped with magnetic stiming, intemnal temperature probe and an addition funnel
under an inert nitrogen atmogphere was placed 10-DAB (54.486 g, 0.100 mol),
DMAP (36.60 g, 0.300 mol) and anhydrous DMF (330 mL). The mixture (0.3 M)
was stirmed to give a clear light yellow solution at 22°C. The reaction mixture was
cooled to an internal reactor temperature of 0-5°C with a circulating chiller.



/Q/ A

WO 2005/079319 PCT/US2005/004442

19

[0048] 7-TES Protection: The addition funnel was charged with TESCI
{17.6 mL,0.105 mol,1.05 eq). When the intemal reactor temperature was <5°C,
drop-wise addition of the TESCI was initiated to control the exotherm and
maintain the intemal reactor temperature < 5°C (20-30 min addition time). After
addition of 15 mL of TESCI, DMAP-HCI salt began to precipitate. After the
addition was complete, the reaction was stimed at 0 to 5°C for2.5h. TLC
monitoring (3:1, EtOAc:Heptanes) showed a asmall amount of starting material
(Rf=0.20) compared to the 7-TES-10-DAB product (Rf=0.65). HNMR sampling of
the reaction mixture showed the amount of starting material was 2.5% of the
product according to the integrals of the C10 carbinol proton resonances.
Additional TESCI (0.45 mL, 0.0027 mol) was added and the mixture was stirred at
0 to 5°C. After 2 h, HNMR sampling showed <1% of the starting 10-DAB
approximately 1.2 % of the 7,13-bisllylated side product (the reaction was stirred
ovemight without further changes).

[0049] 10-cPtc Formmation: The addition funnel was charged with
cyclopentanecarbonyl chloride (12.76 mL, 0.105 mol) and added drop-wise to the
reaction flask over 30 min to control the exotherm and maintain the intemal
reactor temperature <10°C. After the addition was complete, the mixture was
stirred at 15-22°C over 12 h. TLC monitoring of the reaction mixture showed
approximately 85% conversion fo the less polar product. HNMR sampling of the
reaction mixture showed 4.5% of the intermediate 7-TES-10-DAB remalined
relative to the product according to the integrals of the C10 carbinol proton
resonances. Additional cPtc~Cl (0.55 mL,0.0045 mol) was added and the mixture
stirred for 4.5 h. TLC moniltoring (1:1, EtOAc:Heptanes) showed complete
conversion to the product and work-up was initiated.

[0050] Work-up: The reaction mixture was gradually poured into a rapidly
stiming 3-L flask containing 1.5 L of ice-cold water over 5 min to form a thick white
precipitate. After stirring for 15 min, the precipitate was collected by vacuum
filtration through a medium frit Buchner funnel. The filtered cake was washed
thoroughly with pure water. The water filtrate showed no product by TLC and was
discarded. The filtered cake was dissolved in ethyl acetate (300 mL) and
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collected into the vacuum filtration flask. The funnel was washed with ethyl
acetate (100 mL ) into the ethyl acetate filtrate. The filtrate was transferred Into a
2-L separatory funnel and washed with water (1x100 mL), saturated sodium
bicarbonate solution (x100 mL) and brine (1x50 mL). The organic layer was
dried over MgSO, (30 g) for 1h. The MgSO, was filtered off and washed with
ethyl acetate into the filtrate. The filtrate was concentrated under rotary
evaporation at 40°C to ~100 mL. The remaining ethyl acetats was exchanged
with acetonitrile (500 mL). The mixture was further concentrated until crystal
formation was observed about 375 ml of acetonitrile remained in the evaporating
flask. The concentration was stopped and 50 mL of acetonitrile was added to aid
the agitation of the crystals. The solution then was cooled to -20°C for 1 h while
rotating on the rotovap. The crystals wera collected by vacuum filtration. The
‘filtered cake was washed with -20°C cold acetonitrile (150 mL) and amblent
temperature heptanes (200 mL). The crystals were dried under high vacuum
(<0.1 mmHg) at 22°C ovemight to constant weight (59.90 g, 79.3%). Mp: 241-
243 °C, 97.5% HPLC purity. KF: 0.96% w/w water. HNMR spectrum of the
crystals conformed to the structure of SIT310. [a],® = -43.5 (MeOH, 2.07).

[0051] The acetonitrile filtrate was concentrated under rotary evaporation
to ~100 mL to induce a 2nd crop of crystals.

yag )~ °j\~:r°
@" OH - @\,f w Lo

\

$iT302 SIT304

1

[0052] Tandem Protection and N-Acylation-Conversion of SIT302 to
SIT304. Using the following procedure, tandem protection of SIT302's hydroxyl
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with 2-methoxypropene (MOP) and introduction of the N-isopropoxycarbonyl
(iProc) group using isopropyl chloroformate (iProc-Cl) gave SIT304.

[0053] Preferably, the following reactions take place under anhydrous
conditions and solvents under nitrogen inert atmospheres. Glassware and
equipments should be triethylamine base washed and dried thoroughly. MOP
polymerized readily In the presence of trace levels of acid at temperatures >0°C.
SIT302 will precipitate at -25°C at a concentration of <15 mL THF/g.

[0054] MOP Protections: To a dried 2-L RBF with magnetic stirring under
nitrogen equipped with a 0.5-L addition funnel and a low temperature probe was
charged SIT302 (36.0 g, 0.213 mol) and THF (540 mL) to give a clear light yellow
solution. The solution was cooled to -25°C then charged with pTsOH
monohydrate (1.8 g, 9.4 mmol). The addition funnel was charged with MOP (23.5
mL, 0.245 mol). After the reactor temperature reached -25°C, drop-wise addition
of the MOP at a rate to control the exotherm and maintain the reactor
temperature <-20°C (15 min). After the addition was complete, TLC monitoring
eluting with 2:1 ethyl acetate:hexanes showed ~15 % SIT302 (Rf=0.2) remained.
Additional MOP (5 mL, 0.052 mol) was added drop-wise over 5 min to complete
the conversion to the less polar MOP protected SIT302 (Rf=0.5). The ketal
forming reaction was quenched with triethylamine (108 mL, 0.775 mol) at -25°C.

[0055] N-Acylation; After the MOP protection reaction was quenched,
DMAP (3.24 g, 0.0265 mol) was added to the reaction flask and warmed to
ambient temperature. The addition funnel was dried under nitrogen stream and
charged with iProc-Cl {245 mL, 1.0 M in toluene, 0.245 mol). After the reactor
temperature was at 22°C, drop-wise addition of the chloroformate was initiated to
control the exotherm and maintain the reactor temperature below 28°C. The
addition was complete in 30 min to give a white triethylammonium chloride
precipitate. After stirring at amblent temperature for 1 h, TLC monitoring eluting
with 1:1 ethyl acetate:heptanes showed ~80% conversion and 10% of the MOP-
SIT302 remalned. Additional iProc-Cl (40 mL., 0.04 mol) was added to the
reaction. After stirring for 2.5 h at 22°C, TLC showed complete conversion to the
less polar product and work-up was initiated.
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[0056] Work-up: To the reaction mixture was added a 1:1 mixture of
saturated sodium bicarbonate:brine (300 mL) and vigorously stirred for 10 min.
The mixture was then transferred to a 2-L separatory funnel and the layers were
allowed to separate. The lower aqueous layer was drained and discarded. The
organic layer was washed twice with brine (2x100 mL) and dried over MgSO, (15
g) over 1 h with agitation. The MgSO, was filtered off and the filtered cake was
washed with ethyl acetate to ensure complete recovery of the product (TL.C). The
filtrate was transferred to 3-L. evaporating and concentrated under vacuum rotary
evaporation at 40°C to an oll to remove the toluene and THF solvents. The
viscous oil was dissolved in ethyl acetate (500 mL) in the evaporating flask of the
rotary evaporator and heptanes (1500 mL) was added to the evaporating flask
over 10 min with good agitation. The clear solution was further concentrated
under vacuum. After approximately 350 mL of the solvent mixture had been
removed, crystal formation began and vacuum concentration was stopped. The
mixture was cooled with continued rotation for 1 h at 22°C, then 1 h at 0°C. The
crystals were collected by vacuum flitration and the filtered cake was washed with
cold heptanes (150 mL). The product was dried under high vacuum (0.1 mmHg)
at ambient temperature to constant weight (51.52 g, 0.157 mol, 73.7%). The
filtrate was concentrated to approximately 200 mL of volume to induce
crystallization of the 2nd crop. After cooling to 0°C for 1 h, the 2nd crop was
collected by vacuum filtration and washed with heptanes (~50 ml.) and dried to
constant weight (10.25 g, 0.031 mol, 14.7%). After TLC monitoring of the two
crops showing similar in purity they were combined (61.52 g, 88.4%). Mp: 74-75
*C, 99.4% HPLC purity. KF: 1.48% w/iw water. HNMR spectrum of the crystals
conformed to the structure of SIT304. [a],® = +3.6 (MeOH, 0.93). It was stored
in triethylamine base washed flask under nitrogen at <-20°C.
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[0057] Lithium Alkoxide Coupling-Conversion of SIT310 to SIT312.
Using the following procedure, SIT310 and SIT304 were coupled to produce
SIT312.

[0058] Reactions are moisture sensitive. Preferably, the reactions are
carried out under inert nitrogen atmosphere and anhydrous reactors and solvents.
Lithium diisopropylamide (LDA) base should be freshly prepared before use.

[0058] LDA preparation; To an oven dried 250-mL RBF under nitrogen
equipped with magnetic stiming and internal temperature probe was charged
diisopropylamine (13.1 mL, 92.98 mmol) and THF (26 mL). The mixture was
cooled to -45°C and a solution of freshly titrated n-BuLl (54 mL, 1.62 M, 85.83
mmol) was added drop-wise to control the exotherm and maintain the reactor
temperature <-40°C. After the addition was completed over 30 min, the cooling
bath was raised to 0-5°C before use.



7

WO 2005/079319 PCT/US2005/004442

24

[0060) Coupling reaction: To an oven dried 1-L RBF under nitrogen
equipped with magnetic stirring and intemal temperature probe was charged
SIT310 (54.0 g, 71.525 mmol), SIT304 (28.1 g, 85.83 mmol) and THF (325 mL,
0.22 M). The mixture was cooled to -45°C. The addition funnel was charged with
the freshly prepared LDA and it was added drop-wise to the reaction flask over 30
min to control the exotherm and maintain the reactor temperature <40°C. After
the addition, the reactor temperature was raised to -20°C and maintained while
stiring for 1.5 h. TLC monitoring of the reaction (1:3/EtOAc:Hept) showed ~10%
of SIT31 (R=0.25,) ~90% of the product SIT312 and none of the starting SIT304
remained. Additional SIT304 (2.8 g, 8.56 mmol) was added to the reaction
mixture as a solid. After 1.5 h stiring at -20°C, the reaction was completed by
TLC analysls and work-up was initiated.

[0061] Work-up: To the reaction flask at -20°C was added a 1:1 mixture
of saturated sodium bicarbonate and brine (100 mL) to quench the reaction. The
reactlon flask was warmed to ambient temperature and transferred to a
separatory funnel. Ethyl acetate (200 mL) was added to aid the layers splitting.
The aqueous phase was drained and discarded. The organic layer was washed
once more with brine (50 mL) and dried over MgSQ, (30 g). The MgSO, was
filtered off and the filtered cake was washed with ethyl acetate (100 mL) into the
filtrate. The filirate was concentrated under vacuum rotary evaporation to
approximately 150 mL in volume. The remaining solvent was exchanged with
Isopropanol (500 mL). After the further concentration to an approximate volume
of 350-400 mL crystals formation began and concentration was stopped. The
mixture was cooled to 0°C with agitation for 1 h. The crystals were collected by
vacuum filtration and washed with pre-cooled 0°C isopropanol (200 mL) and dried
to constant weight (73.58 g, 68.0 mmol, 95.0%) under high vacuum (0.1 mmHg).
HNMR spectra of the crystals conformed to the structure of SIT312. MP; 137-
140 °C, HPLC purity 95.4%. It was unstable under HPLC preparation condition
and loss of the 2'-MOP protection during anlysis (0.83 %).
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SIT312 Compound 9091

[0062] Tandem Deprotection-Conversion of SIT312 to 8091. Using the
following procedure, tandem removal of SIT312's MOP and TES protecting
groups under acidic conditlons produced 9091.

[0083] To a jacketed 1-L. RBF equipped with magnetic stirring, intemal
temperature probe and an addition funnel was charged SIT312 (70.0 g, 64.67
mmol) and THF (350 mL, 0.185 M). The mixture was cooled to 0°C with a
circulating bath. The addition funnel was charged with formic acid (86%, 175 mL,
4.45 mol). The formic acid was added drop-wise over 30 min to control the
exotherm and maintain the reactor temperature <10°C. After complete addition of
the formic acid, the addition funnel was charged with 1.0 M HC) (87.5 mL, 87.5
mmol). Drop-wise addition of the HCI was carried out over 15 min to control the
exotherm and maintain the reactor temperature <10°C. TLC of reaction mixture
(1:1 EtOAc:Hept) after the addition showed loss of the MOP protecting group
immediately to give a more polar product (R=0.65) compared to SIT312 (Rf=0.7).
The mixture was stirmed at 8 to 10°C. After ® h, TLC showed >95% conversion to
a more polar product along with approximately 2-3% byproduct (Rf=0.55) and
~1% the Rf=0.65 intermedlate and work-up was initiated.

[0064) Work-up: The reaction was diluted with ethyl acetate (1 L) and
transferred to a 3-L separatory funnel and washed twice with water (2x500 ml),
twice with saturated sodium bicarbonate (2x100 mL). The pH of the organic layer
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was checked to be 8 and it was washed twice with brine (2x100 mL). Monitoring
of the aqueous phase showed no product by TLC analysis. The organic layer
was drled over Na,SO, (100 g) for 1 h. The Na,SO,was gravity filtered off with
Whatman No.1 filter paper and the filtered cake was washed with ethyl acetate to
ensure compiete recovery of the product. The filtrate was concentrated under
vacuum rotary evaporation to give a foam (65.59 g). HNMR spectra of the foam
confirmed the structure of 95091 along with triethyisilylated byproducts.

[0065] Recrystallization: The foam was dissolved in ethyl acetate (280
mL) and warmed to 50°C with agitation. Heptanes (455 mL) was added gradually
over 15 min to maintain a clear solution. The mixture was gradually cooled to
ambient temperature. After 1 h at 22°C, seed crystals were introduced and
crystal formation occurred within 5 min. The mixture was cooled in a 0°C water
bath for 1 h before the crystals were collected by vacuum filtration and the filtered
cake was washed with a 0°C cold mixture of 1:4 EtOAc:heptanes (200 mL). After
drying at ambient temperature for 3 h and high vacuum (<0.1 mmHg), 57.23 g
(57.23 g expected) of a white powder was obtained. HPLC analysis showed
96.8% purity and 1.2 % of an impurity by area/area Integration. The white powder
was re-dissolved in ethyl acetate (225 mL) at 50°C. While agitating gently,
heptanes (320 mL) was added gradually to maintain a clear solution. After the
addition was complete, the mixture was cooled to 22°C and crystal formation
occurred spontaneously within 5 min. After 10 h at 22°C, the mixture was cooled
to 0°C. After 1 h at 0°C, the crystals were collected by vacuum filtration and the
fitered cake was washed with a 0°C cold mixture of 1:4 EtOAc:heptanes
(200 mL). HPLC analysis of the crystals showed 98.5% purity level. The white
powder was dried at 50°C and high vacuum (0.1 mmHg) for 2 days to a constant
weight (40.58 g, 45.3 mmol, 70.0 %). MP:158-161°C, 98.5% HPLC purity. 'HNMR
and *CNMR spectra conformed to the structure of 9091. [a],® = -43.1 (MeOH,
0.91).

[00688] The mother liquor from the first recrystallization was concentrated
to give 15.0 g of a waxy material. It wes triturated with heptanes (200 mL) to give
approximately 7 g of a free flowing powder. The powder was purified by silica gel
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flash column chromatography eluting with 1:1 ethyl acetate:heptanes. Pooling the
fractions containing 8091 and concentrating under vacuum rotary evaporation
gave 5.84 g of 9091. Pooling the fractions containing the impurity gave 0.55 g of
a white solid with a HNMR spectrum conforming to 7-formate-8091.

[0067] Concentration of the mother liquor from the 2nd recrystallization

gave 4.50 g of material. It was combined with the 5.84 g of chromatographically
purified 9091 of the 1st mother liquor to give a 10.34 g (17.8%).

Compound 9091 *H NMR data (CDCI,)
1H AND 13C CHEMICAL SHIFTS of Compound 8091

No { Proton ppm_| Pattern(J,Hz) Carbon_| ppm
1_|H-10 1.10 |d(6.19) C19 9.541
2 | CHy,-16 1.15 _|s c18 14.829
3 |H1T 1.16 | d(6.19) c10' 21.833
4 |CHy17 126 |s cie’ 21.965
5 |2H-24',25 |1.63 | m cao’ 22.581
8 |CHiio 168 |s c22' 25.816
7___|OH-1 1.74 |s ci1 25.877
8 |2H24'25 |1.76 | m C17 26.831
9 |CH,18 1.86 | d(0.94) C24' 25' |29.583
10 | H-6p 1.89 | m C23', 26' |30.356
11_|2H-23',26' 1193 |m ce 35.545
12 | 2H-23,26' |2.02 | m(6.64) C15 43.206
13 | H-14a 2.30 | ddd(15.30,9.12) Ci14 43.732
14 | CH.-20' 239 |s C3 45.685
15 | H-6a 2.54 |ddd(14.04,9.57,6.57) | C3' 53.026
16 | H-148 2.56_ | dd(15.30,4.11) c8 58.626
17_| H-22' 2.92 | m(7.36,8.85) co’ 69.057
18_| OH-2' 3.44 |d(5.47) c7 72.216
19 |H-3 3.83 |d(6.98) Cc13 72.429
20 |H-20P 4.18 | d(8.48) c2' 73.421
21 | H-20a 4.31 | d(8.48) c2 75.001
(22 |H-7a 442 | M(10.52 4.29) C10 75.176
23 |H-2 4.66 |dd(5.47,2.24) C20 76.481
24 |H-9 4.78 | bm(6.19) C1 79.129
|25 |H5 4.95 |bd(9.57,1.88) C4 81.181
(286 | H-N 5.39 |d(9.47) C5 84.462
27 | HJ3 5.55 |dd(9.47,2.24) cr 125.460
28 |H-2 5.67 | d(6.98) cs’ 125.544
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No | Proton ppm_| Pattern(J,Hz) Carbon_| ppm

29 | H-13p 6.27 | ddd(9.12,4.11,0.94) |C¢6’ 127.039
30 {H-10a 6.28 |s C15" 17’ | 128.664
31 _|H€ 7.01_ | dd(4.03,5.13) C13 129.115
32 {H5 7.10 | dd(4.03,1.15) C14', 18" | 130.213
33 |{H-7 7.29 |.dd(5.13,J:1.15) c18' 133.342
34 |2H-15, 17" |7.50 |dd(7.44,7.12) C11 133.655
35 |H-1€ 7.61_|dd(7.44,5.62) c4' 141.277
368 12H-18', 14' |8.12 | d(B.59) Ci12 141.804
37 ces 155.468
38 c12' 167.067
39 c20' 170.264
40 cr 172.187
41 : c21' 176.865
42 Cco 203.746

Example 2

in Vitro Cytotoxicity Measured by the Cell Colony Formation Assay

[0088] Four hundred cells (HCT 1168 human colon carcinoma obtained
from American Type Culture Collection, Manassas, VA) wers plated in 60 mm
Petri dishes containing 2.7 mL of medium (modified McCoy's 5a medium
containing 10% fetal bovine serum and 100 units/mL penicillin and 100 g/mL
streptomycin). The cells were incubated in a CO! incubator at 37°C for 5 h for
attachment to the bottom of Petri dishes. The compound of the present invention
was made up fresh In medium at ten times the final concentration, and then 0.3
mL of this stock solution was added to the 2.7 mL of medium in the dish. The
cells were then incubated with drugs for 72 h at 37° C. At the end of incubation
the drug-containing media were decanted, the dishes were rinsed with 4 mL of
Hank's Balance Salt Solution (HBSS), 5 mL of fresh medium was added, and the
dishes were retumed to tha Incubator for colony formation. The cell colonles
were counted using a colony counter after incubation for 7 days. Call survival
was calculated and the values of ICg, (the drug concentration producing 50%
inhibition of colony formation) were determined for each tested compound.



WO 2005/079319

PCT/US2005004442

29

[0069] Identical assessments were carried out using VM46 (resistant
variant of human colon carcinoma HCT 118 obtalned from Dr. LI-Xi, M.D, Ph.D.,
California Pacific Medical Center, CA). DLD-1 (resistant human colon carcinoma
obtained from American Type Culture Collection, Manassas, VA) assessments
were conducted in a similar manner using an MTT (3-(4,5-dimethyithiazol-2-y)-
2,5-diphenyiterazolium bromide) assay. .

Compound IN VITRO IN VITRO IN VITRO
IC 5, (NM) IC,, (NM) IC (nM)
HCT116 VM46 MTT:DLD-1
paclitaxel 2.1 20.0 10.1
docetaxel 0.8 6.7 9.1
9091 0.6 1.9 1.6
Example 3

Oral Efficacy Evaluation of 9091

[0070] The efficacy of 8091 was evaluated in the human pancreatic tumor
xenograft Panc-1, obtained from American Type Culture Collection, Manassas,
VA. The tumor used for this study was maintained in athymic nude mice. A
tumor fragment (1 mm?®) was implanted s.c. Into the right flank of each test
mouse. Tumors were monitored twice weekly and then daily as their volume
approached 200-400 mm?® with a mean of 250~300 mm®. On Day 1 of the study,
the animals were sorted Into treatment groups with tumor sizes of 171.5-320.0
mm? and group mean tumor sizes of 212.6-216.0 mm?®. Tumor size, in mm?, was
calculated from the following formula:

Tumor Volume = __ wx/
2
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where w = width and / = length in mm of the tumor. Tumor weight was estimated
with the assumption that 1 mg is equivalent to 1 mm? of tumor volume. Mice were
sorted into groups with six mice per group, and treated in accordance with the
protocol in Tables 1A and 1B. All treatments were administered orally, once on
Day 1 (qd x 1). Groups 2 and 3 received compound 9091 at 120 and 60 mg/kg,
respectively. In all groups, the dosing volume of 0.6 mL/20 g mouse was scaled
to the body weight of each animal. Each animal was euthanized when its
neoplasm reached the predetermined endpoint size (1200 mm?®). The time to
endpoint (TTE) for each mouse was calculated by the following equation:

TTE = _log,, (endpoint volume) — b

m

where TTE is expressed in days, endpoint volume is in mm3, b is the intercept,
and m is the slope of the line obtained by linear regression of a log-transformed
tumor growth data set. The data set is comprised of the first observation that
excaeded the study endpoint volume and the three consecutive observations that
immediately praceded the attainment of the endpoint volume. Animals that do not
reach the endpoint are assigned a TTE value equal to the last day of the study
(59 days). Animals classified as TR (reatment-related) deaths or NTRM (non-
treatment-related metastasis) deaths are assigned a TTE value equal to the day
of death. Animals classified as NTR (non-treatment-related) deaths are excluded
from TTE calculations. Treatment efficacy was determined from tumor growth
delay (TGD), which is defined as the increase In the median TTE for a treatment
group compared to the control group: '

TGD=T-C,
expressed In days, or as a percentage of the median TTE of the control group:

%TGD=_T-C x 100
c
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where;
T = median TTE for a treatment group and -
C = median TTE for control Group 1.

[0071] Treatment may cause partial regression (PR) or complete
regression (CR) of the tumor in an animal. In a PR response, the tumor volume Is
50% or less of its Day 1 volume for three consecutive measurements during the
course of the study, and equal to or greater than 13.5 mm? for one or more of
these three measurements. In a CR responsse, the tumor volume is loss than
13.5 mm?® for three consacutive measurements during the course of the study. An
animal with a CR response at the termination of a study Is additionally classified
as a long-term tumor-free survivor (LTTFS).

[0072] With respect to toxicity, the animals were weighed daily on Days
1-5, then twice weekly until the completion of the study. The mice were
examined frequently for overt signs of any adverse, drug-related side effects.
Acceptable toxicity for the maximum tolerated dose (MTD) of a cancer drug in
mice is defined by the NCI as a group mean body-welight (BW) loss of less than
20% during the test, and not more than one toxic death among ten treated
animals. The log rank test was employed to analyze the significance of the
difference between the TTE values of a drug-treated group and the vehicle-
treated control group. The log rank test analyzes the data for all animals except
the NTR deaths. The two-talled statistical analyses were conducted at P = 0.05.
The group medlan tumor growth curves show the median tumor volume (MTV) as
a function of time. When an animal exited the study due to tumor size or TR
death, the final tumor volume recorded for the animal was included with the data
used to calculate the median volume at subsequent time points. If more than one
death occurred in a treatment group, the tumor growth curve for that group was
truncated at the time of the second death.

[0073] Groups 2 and 3 received compound 9091 at 120 and 60 mg/kg,
respectively. Groups 2 and 3 both experienced 212% TGD and highly significant
antitumor activity (P < 0.001). The MTVs, for six mice in each group, were 58 and
148 mm’, respectively. In Group 2, 8091 produced three PR responses and three
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LTTFS. In Group 3, 9091 produced five PR responses and one LTTFS.
Compound 9091 produced 100% survival and six regression responses at both
the 120 and 80 mg/kg dose: these treatments yielded three and one LTTFS, and
caused 10.7% and 5.5% group mean BW losses, respectively.

[0074] The data is contained in the following Tables 1A and 1B:

Treatment Response Summary For the Panc-1 Study

Table 1A
Treatment Regimen 1

Group | n Median | T-C %TGD

Agent | mg/kg | Route | Schedule TTE
1 6 | S%EC po qd x 9 18.9 —_ —_

in

Sallne
2 8 [ 091 120 pa qdx1 58.0 40.1 [ 212%
3 6 | 9091 60 |po qdx1 58.0 401 |212%

TTE - time to endpoint {Days), 1200 mg

T-C - Difference between TTE (Days) of treated versus conirol group, %TGD=[({T-C)/C]
n - number of mice

S5%EC - 5% Ethanol + 5% Cremophor



A(_,O

WO 2005/079319 PCT/US2005/004442
33
Table 1B
Group | Tumor Burden | No. No.of | No.of Max %BW | No. of No. of
Median(n), Day | of PR | CR LTTES Loss; Day | TR NTR
59
—(0) 0 0 0 —_ 0 0
2 56(6) 3 3 3 -10.7%;
Day 10
3 148(8) 5 1 1 -5.6%; 0 0
Day 10

CR - Non-palpable tumor for three consacutive measurements during the study

PR - Tumor regression to <=50% of starting size for three consecutive measurements during the
study

LTTES - Long Term Tumor Free Survivors, animals classified as CRs at the end of a study

Logrank test ls equivalent to the Mantel-Haenszel test; ns=not significant, * - p<0.08, ** - p<0.01,
*** - p<0.001, compared to Group 1

TR - Treatment Related Death

NTR - Non Treatment Related Death

Example 4
IV Efficacy Evaluation of 9091

[0075] The antitumor activity of 8091 was evaluated against the human
pancreatic tumor xenograft Panc-1. Human Panc-1 pancreatic carcinomas were
maintained in athymic nude mice. A tumor fragment (1 mm?®) was implanted &.c.
into the right flank of each test mouse. Tumors were monitored twice weekly and
then daily as their size approached 200400 mm? with a mean of 250-300 mm?.
On Day 1 of the study, the animals were sorted into groups of six mice, with tumor
sizes of 171.5-486.0 mm?® and group mean tumor sizes of 268.7-275.0 mm®.
Mice were sorted into groups containing six mice each, and treated according to
the protocol in Tables 2A and 2B. All treatments were administered
intravenously. Control Group 1 mice received the ethanol 5% and Liposyn Il 85%
vehicle, once on Day 1 (qd x 1). Group 2 recelved 9091 at 20 mg/kg every other
day x 5. Group 3 recelved 8091 at 30 mg/kg q4d x 4. Groups 4 and 5 received
9091 qd x 1 at 120 and 680 mg/kg, respectively. Dosing volumes were 0.5 ml/20 g
body weight for qd x 1 dosing regimens and 0.3 mL/20 g body welght for the qod
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x 5 or g4d x 4 dosing schedules. Dosing volumes were scaled to the body weight
of each animal. The vehicle was given to Group 1 mice in a single dose on Day 1
(qd x 1). Tumors in five of the six vehicle-treated mice grew to the 1200-mm*
endpoint volume, with a median TTE of 15.8 days. No regression responses
were recorded. The prasance of one 56-day survivor indicates a potential
background level of one somewhat unsatisfactory tumor engraftments per group.

[0076] Group 2 recelved 8091 at 20 mg/kg qod x 5. Group 3 recalved
9001 at 30 mg/kg q4d x 4. Groups 4 and 5 received 8081 qd x 1 at 120 and 60
mg/kg, respectively. Five TR deaths were recorded in Group 2, which could not
be evaluated for treatment efficacy. Two Group 4 mice died of NTR causes.
Groups 3-5 each experienced 254% TGD. This result is highly significant in
Groups 3 and 5 (P < 0.01), and significant in Group 4 (P < 0.05). No tumors
reached the endpoint volume in Groups 3-5; the MTV for six mice was 40, 58, and
126 mm?, respectively. In Group 3, five PR responses and one LTTFS were
recorded. in each of Groups 4 and 5, six PR responses were racorded. 8091
was most effective on the 30 mg/kg q4d x 4 regimen. This treatment ylelded five
PR responses and one LTTFS, while causing ~13% maximum group mean 8W
loss. Single doses at 120 and 60 mg/kg each produced six PR responses, while
causing ~8% and ~5% group mean BW loss, respectively. These three 8091
treatments each produced six end-of-study survivors with MTVs of 40, 58, and
126mm?®, respectively.
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Table 2: Treatment Response Summary For the Panc-1 Study

Table 2A
Treatmant Regiman 1
Group [n Median | T-C %TGD
Agent | mgikg | Route | Schedule e
1 6 | Vehicle v qdx1 16.8 —_ -
2 6 | 9091 20 |V qod x 5 10.0 —_ -
3 6 | 9091 a0 v qid x 4 56.0 402 | 254%
4 6 { 8001 120 v qdx1 56.0 402 | 254%
5 6 | 9091 60 v qdx5 56.0 402 | 254%

TTE - time to endpoint (Days), 1200 mg
T-C - Difference between TTE (Days) of treated versus control group, % TGD=|(T-C)/C]
n - number of mice

Table 2B
Group | Tumor No. | No. | No.of | Logrank Max No. of | No. of
Burden of of LTTES | Significance | %BW ™ NTR
Medlan(n)}, |PR |CR Loss;
Day 56 Day
1 320 (1) 0 0 0 —_— - 0 0
2 108(1) 1 0 0 —_ “15.7%; |5 0
Day 10
3 40.25(8) 5 1 1 p<0.01 -13.2%; |0 0
Day 17
4 57.5(8) 8 0 0 p<0.05 -78%: |0 2
Day7
6 126(6) e 0 0 p<0.01 49%;, |0 0
Day7

CR - Non-paipable tumor for three consecutive measuremants during the study

PR - Tumor regression to <=50% of starling size for three consecutive measuraments during the
study

LTTES - Long Termn Tumor Free Survivors, animals classified as CRs at the end of a study

Logrank test Is equivalent to the Mantel-Haenszel test; ne=nat significant, * - p<0.05, ** - p<0.01,
*** . p<0.001, compared to Group 1

TR - Treatment Related Death

NTR - Non Treatment Related Death
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Example 5
Efficacy Study for 9081 in the HT29 Xenograft

[0077] Following similar oral and intravenous administration regimens as
for the Panc-1 xenograft described in Examples 3 and 4, compound 8091 was
also evaluated In the HT29 (human colon carcinoma obtained from American
Type Culture Collection, Manassas, VA) xenograft. The results are summarized
in Tables 3 and 4.

Table 3A:
Protocol Design For The HT20 Study Using Compound 9091

Treatment Regimen 1
Group n
Agent mgkg | Route | Schedule
1 6 5%EC in Saline po qdx 1
18 ] 2091 15 po qidx 4
19 e 9091 30 po qdd x 4
20 8 2091 45 po qdd x4
21 e 9091 60 po qdd x 4
Table 3B:
Treatment Response Summary For The HT29 Study Using Compound 9091
Regimen 1 MDSto10g Max. % # Death®
BW
Group | 1
Agent | mg/k | Rout | Schedul +SEM (n) Loss; Day | TR | NTR
+] e e
S%EC
1 & In po | qdx1 [165 * 15 (8) - 0 0
Saling
18 |6 9091 | 16 | po | qadx4 [244 + 14 (9 . o| o
19 0081 | 30 | po | qedxa | 256 =+ | ¥ o]0
ﬁ Day 21
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20 a| 0001 | 45 | po | qedx4 + o] 2% |,
Day 17
21 9001 | 0 q4dx4 + o) B |,
pa = Day 17

n - number of mice
F%EC - 3% Ethanol and 5% cremnophor

Table 4A:
Protocol Design for The HT29 Study Using Compound 8091 (IV)
Group . Treatment Regimen 1
Agent mg/kg Route Schedule

1 6 No treatment

2 ] vehicle v Q4d x 4
3 e vehicle v Qidx4
4 8 vehicle v Q4dx 4
5 8 2091 120 v QD x 1
8 ] 2091 80 v QDx 1
7 ] 8091 120 v QDx 1
8 6 8081 60 v QDx1
9 8 9001 120 v QDx 1
10 6 2091 60 vV QDx 1
14 6 9081 30 v Q4d x4
15 8 9091 20 [\ Qddx4
18 8 9091 30 v Qddx4
17 8 9081 20 v Q4d x4
18 8 2091 30 v Q4d x4
19 8 8091 20 v Q4D x 4
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Treatment Response Summary for the HT29 Study Using Compound 9091

Reghran 1 Reghrn2 ME110g Max. % B # Doty
il Agant g Agert mQ + SEM(n) Loss; Day TR | NR
1 | o] rovesns w81 |z 30 | oo - o] 1
2 |8| v meeum [ a3 | 28 (2] w0 - o | o
s (6] veke oxeTnginm [ 03 | 104 [2f 38 - o | o
4 o] s m%Chsie | 03 | 4 2| 20 - o | o
s [e]| oom 1 | owseum | 0sx2 N 1oy | o | o
s |ea| om @ |oswun| o5 | o5 |4 o A0% Dy 7 e | o
7 |e| oom 120 | wETnasne | 05x2 :I Z7% Doy 10 s | o
g le| wom @ |oETnown | o5 | s |4 AT Day7 o | o
o [e]| som 2 |mnesw | esx2 N saoxowu | o | o
8| sm @ |mTnoim| o5 | 480 |2 -42% Dy 10 o | o
e am 2 | owsewd | os + AsowDyw | o | o
5 |6 oom 2 | mEwux | o3 £ oy | o | o
B |6 oom 2 |o%ernsae | 03 £ amoyw | o | o
6| oom 2 |seTnoe | o3 R Mmooy | o | o
w sl wm » |secnaa | 03 * 2% D21 o] o
® 8] oom 20 |omecnows | o3 2f -29% Doy 14 o | o
" Doife TR (reatient Felaiady; NIR (Ror Trestort Reksied)

{0078] Graphical results of the evaluation of compound 8091 in mouse
xenografts are presented In Figures 1-7.
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Example 6
in Vivo Toxiclty Assessment in Rats

[0079] Toxicity was assesased in 250-300g Sprague-Dawliey rats and three
rats were used per dose group. Three dose groups of the test compound, (l.e.,

3 mg/kg, 9 mg/kg and 12 mg/kg for intravenous administration; 15 mg/kg,

30 mg/kg and 40 mg/kg) and 1 control group constituted a study. Animals were
observed and clinical chemistry data collected at days 4 and 10. Rats were
euthanized on day 11 and the nerves were excised and fixed upon euthanization
for further examination.

[0080] Each rat is scored as described below and a final toxicity score that
Incorporates all parameters Is assigned. A dead rat is assigned a score of zero.
Table 5 below gives the criterla for how each toxicity parameter contributes to the
score. Most of the parameters contribute a positive value towards a total possible
score of 130. For body walght, white biood cell, and piatelet decreases, recovery
is considered. If the parameter does not show recovery, then a -5 is subtracted
from the total. The total score Is divided by 13 to put it on a scale from 0 to 10.
As for the neurotoxicity score, a -10 indicates that axonal degeneration lesions
were seen, while a 0 indicates there were no lesions.



AST - Aspartate aminotransferase(AST);

PTL - Piatelet;

WBC - White blood cell

WO 2005079319 PCT/US2005/004:442
40
Table 5. Criteria for Rat Toxicity Scoring
Observation Score
Racovery Week 2
Neurotoxicity N (0) Y (1-4) N Y
0 -10
Body Weight >20% >15% >10% <10%
Loss 0 5 10 20 5 0
WBC >50% >25% >10% <10%
decrease 0 5 10 20 5 0
Platelets >75% >50% >25% <25%
decreass 0 5 10 20 5 0
AST elevation | >2Xcont. | >1.5Xcont | >1.28Xcont | <1.25Xcont
0 5 10 20
ALT elevation | >2Xcont | >1.5Xcont | >1.25Xcont | <1.26Xcont
0 6 10 20
BUN elevation | >2Xcont | >1.5Xcont | >1.25Xcont | «<1.25Xcont
0 -] 10 20
Water/Loose N Y
Diarrhea 5 o
Bloody/Mucol N Y
d Diarrhes 5 0
Maxium score (esch rat) = 130; Group score = average of 3 rata/13;
Avg = average of 3 groups Wt Avp = (I(dose x grp score))24
cont - control

ALT - Alanine aminotransferase;
BUN - Blood urine nitrogen
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[0081] A sample of the data for an oral dosage rat toxicity study of
compound 8091 is presented in Table 6.

Table 6. Sample Inputs into Rat Toxicity Scores; Oral Dosage Study

R= Compound
/ 8001
Bosei{Neu u.uWﬂWT—ﬁ—auu [FT(R| LW [ BW | Towi
Rat |Tox L Dia | Dla | Score
[Righ Dose
40 mg/kg
'Rat 1 0|5 0] 0] 20] 20| 20| 5] 0 o0 60| 60
Rat2]|-10]_0j 0 0] 0 20 _10[20] 5| o] 0 i 56
Rat3| -10] 0O 0 0| 20 20 20 0 0 0 85
|AVE 60 180 4
Mid Dose
30 mg/kg 3];
|
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[0082] The resulting scores from a complete study of oral and two IV
dosage regimens in rats are summarized in Table 7 below and compared with a
previously disclosed analog, compound 3071. The structure for compound 3071
can be found in Example 9.

Table 7. Toxicity Scores from Rat Studies of Compound 9091 (vs. 3071)

[5 — Tox Score
ompound / Dose —»  3mg 8 mg 12 mg Average Welghted Ay
v 3071 7.7 6 3.2 5.0 48
V8001 9 7.1 78 7.0 7.7
V 8001 8.5 8.1 8.8 8.1 7.8
_Compound 15mp | 30mp | 40mg | Awerage | Weightad Awp
Oral 3071 8.2 5.1 1.5 4.3 38
Oral 9091 T4 6.7 4.6 8.2 5.8
Example 7

in Vivo Efficacy Assessment in Mouse Xenograft studies

[0083] To simplify the interpretation of mouse xenograft studies, an
efficacy score was derived from the mouse xenograft studies described In
Examples 4 and 5 above.

Score = 10*(TWd1 - TWdn)TWd1, where

TWd1 = tumor weight on day 1

TWDn = lowest tumor weight on day 10 or later
Thus the best score for complete regression would be 10. The results for
compound 9091 are summarized in Tables 8a and 8b and compared with values
for the congeners 3071 and 3102.
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Table BA:
Efficacy of 9081 vs 3071 in Single Dose Oral Mouse Xenograft Studies at 80 and
120 mg/kg
Compound Tumor | Dose | Score
3071 Panc-1 60 58
3071 Panc-1 120 7.3
3071 HT29 60 6.3
3071 HT29 120 7.5
9091 Panc-1 60 8.3
9091 Panc-1 120 9.1
9091 HT29 60 43
9091 HT29 120 8.7
Table 8B.
Efficacy of 9081 vs 3102 in Single Dose IV Mouse Xenograft Studies
Compound Tumor | Dose | Score
3102 Panc-1 60 2.6
3102 Panc-1 120 53
3102 HT29 60 13
3102 HT29 120 53
9091 Panc-1 60 7.7
9091 Panc-1 120 8.6
9091 HT29 60 8
2091 HT20 | - 120 8.7
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Example 9
Comparative Efficacy and Toxicity Data

[0084] Additional efficacy data from cell proliferation studies as well as
scores from rat toxicity studies are presented in Table 9 for comparable
compounds corresponding to the formula

All of the compounds listed in Table 9, with the exception of oom:;ound 9001,
appear in PCT publication WO 01/57032.

Table 9: Comparative Summary of Toxicity Data

X R, |HCT116] VM46 | Rattox | Rattox
ICyg; NM| IC,, nM | score IV | score PO

PR | A | 21 200

Ph OH 0.6 6.7 }

2fu_| cproCOO | 0.24 0.88 0]

2th | cproCOO | 0.05 0.08 1

3fu_| cproCOO | 0.18 1.91 i

3th_| cproCOD | 0.28 —2.03

2py | cproCOO | 0.30 3.32

4py roCOO | 0.05 8.22

2th _cgg’_c'ﬁm o 017 1.51 5

2fu_| cproCOD | 0.33 1.49 8
—2th | cproCOO | 1.58 __2.88|

2th_| %oo | 0.37 5.33]

2fu_| cproCOO |~ 0.30 —18.56

2fu | cproCOO | 0.08 0.89] 1 1

2th_| cproCOO | 0.30 1.62 5

2fu 0| 0.58 7.64

3fu % 2.13 28.45

3th_| cproCOO | 2.8 8.47

2th _|cpentCOO | 0.83 1.87 8.8 6
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The results of the studles described above indicate that compound 9091
belongs to a class of effective agents against several tumor lines. When
compared with congeners, compound 9091 demonstrated the beat toxicity profile
in rats when administered intravenously. Even though it has a better toxicity
profile in the oral rat studies, compound 9091 is more efficacious than compound
3071 in single dose oral xenograft studies, and compound 8091 is much more
efficacious than compound 3102 (another congener) in single dose IV xenograft
studies at doses of 60 mg/kg and 120 mg/kg.

Compound 8091, therefore, has the potential as a safe and effective
antitumor agent for oral and |V administration.
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Claimg
What ie claimed is:
1. A taxane having the structure:

wherein X, is thienyl, Ac is acetyl, and Bz is benzoyl.

2. The taxane of claim 1 having the structure:

3. The taxane of claim 1 wherein the C7 hydroxy substituent and the C10
cyclopentyicarbonyloxy substituent both have the beta stereochemical
configuration.

4. A pharmaceutical composition comprising the taxane of claim 1 and at
least one pharmaceutically acceptable carier.
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5. The composition of claim 4 wherein the taxane concentration is between
about 0.01 mg/mL and 10 mg/mL.

8. The composition of claim 4 wherein the compasition is in a single
dosage unit form for oral administration and the dosage unit form contains at least
20 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

7. The composition of claim 8 wherein the dosage unit form contains
between about 25 mg and about 400 mg of the taxane per m? of patient body
surface area.

8. The composition of claim 7 wherein the dosage unit form contains
between about 50 mg and about 200 mg of the taxane per m? of patient body
surface area.

9. The composition of clalm 4 wherein the composition is in a aingle
dosage unit form for parenteral administration and the dosage unit form contains
at least 20 mg of the taxane per m* of patient body surface area.

10. The composition of claim 9 wherein the dosage unit form contains
between about 40 mg and about 400 mg of the taxane per m? of patient body
surface area.

11. The composition of claim 10 wherein the dosage unit form contains
between about 80 mg and about 350 mg of the taxane per m? of patient body
surface area.

12. The composition of claim 4 wherein the composition comprises up to
about 10% ethanol.
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13. The composition of claim 12 wherein the compaosition is for oral
administration.

14. The composition of claim 13 wherein the composition is in the form of
an oral solution.

15. The composition of claim 14 wherein the composition comprises at
least about 80% distilled water.

16. The composltion of claim 15 wherein composltion comprises less than
about 10% surfactant.

17. The composition of claim 16 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated caster oil, or a combination thereof.

18. The composition of claim 12 wherein the composition is for parenteral
administration.

19. The composition of claim 18 wherein the composition is In the form of
an emulsion.

20. The composition of claim 19 whersain the composition Is prepared by
combining an ethanol solution and a fat emulsion.

21. The composition of claim 20 wherein the fat emulsion contains from
about 10 to about 20% fat.

22. The composition of claim 18 wherein the composition is a solution.

23. The composition of claim 22 wherein the composition comprises at
least about 85% saline.
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24. The composition of claim 23 wherein the composltion comprises less
than about 10% surfactant. ’

25. The composition of claim 24 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated castor oil, or a combination thereof.

26. A method of Inhibiting tumor growth in mammals, said method
comprising administering a therapeutically effective amount of a pharmaceutical
composition comprising the taxane of claim 1 and at least one pharmaceutically
acceptable carrier.

27. The method of claim 26 wherein said pharmaceutical composition is
administered orally.

28. The method of claim 26 where said pharmaceutical composition is
administered parenterally.

29. The method of claim 28 whersin the mammal is pretreated with
dexamethasone, diphenhydramine, or other agent that minimizes adverse
reactions from the administration of the pharmaceutical composition and the
pharmaceutical composition comprises a surfactant.

30. The method of claim 28 wherein the surfactant is polysorbate BO,
polyethoxylated caster oil, or a combination thereof.

31. The method of claim 26 wherein the tumor is breast, lung pancraas,
colon, ovarian or prostate carcinoma.

32. The method of claim 31 wherein the tumor is Panc-1 pancreatic
adenocarcinoma or HT-29 colon carcinoma.
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33. The method of claim 26 wherein the tumor is resistant to taxol.
34. The method of claim 33 wherein the tumor is human colon carcinoma.

35. The method of claim 34 wherein the tumor is VM46 Human Colon
Carcinoma.

36. The method of claim 34 wherein the tumor is DLD-1 Human Colon
Carcinoma.
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TAXANOS SUSTITUIDOS CON ESTERES DE CICLOPENTILO EN C10

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién esté dirigida a nuevos taxanos que posean utilidad
como agentes antineoplésicos.

[0002] La familia terpénica de los taxanos, a la cual pertenecen baccatin III y taxol,
también denominado com\inmente paclitaxel, ha sido objeto de considerable interés tanto en
las dreas biolégicas como quimicas. El propio taxol se emplea como un agente
quimioterdpico antineopldsico y posee una amplia actividad inhibidora de tumores. El taxol
tiene una configuracién 2'R, 3'S y la siguiente férmula estructural:

CeHsCONH O

CsHs/\a)l\o' ) ia
OH

donde Ac es acetilo y Bz es benzoflo.

[0003] Colin et al. informaron en la Patente de los Estados Unidos No. 4.814.470
que ciertos andlogos del paclitaxel poseen una actividad significativamente mayor que la del
taxol. Uno de estos andlogos, al que se conoce comiinmente como docetaxel (Taxotere®),
tiene la siguiente férmula estructural:

tBUOCONH O
csHs F

[0004] Si bien el taxol y el docetaxel son dtiles como agentes quimioterdpicos,
existen limites en su eficacia real, incluyendo su eficacia limitada contra ciertos tipos de
céncer y los efectos secundarios en los pacientes cuando se administran en diversas dosis.
En consecuencia, perdura la necesidad de obtener otros agentes quimioterdpicos
antincopldsicos que presenten mayor eficacia y menor toxicidad.
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RESUMEN DE LA INVENCION
[0005] Por lo tanto, entre los diversos aspectos de la presente invencién estd

proporcionar taxanos, que comparados con el taxol y el docetaxel en cuanto a su eficacia
como agentes antineoplésicos y a su toxicidad, muestran un resultado favorable. En general,
estos taxanos poseen un sustituyente éster de ciclopentilo en C10, un sustituyente ceto en
C9, un sustituyente hidroxilo en C7, un sustituyente tienilo en C3' y un sustituyente
isopropoxicarbamato en C3'.

[0006] Por lo tanto, resumiendo, 1a presente invencion estd dirigida hacia los taxanos
por si mismos, a prefdrmacos de €|, a las preparaciones farmacéuticas que comprenden
taxanos o preférmacos y un vehiculo aprobado para uso farmacéutico, a los métodos de
métodos de tratamiento y administracién, asl como hacia los métodos de preparacion de
medicamentos que comprendan taxanos o prefirmacos.

[0007] Otros objetivos y caracteristicas de esta invencién serin evidentes en parte y
en parte se sefialardn mis adelante.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0008] La Figura 1 muestra las curvas de la mediana del crecimiento tumoral en
ratones tratados con el compuesto 9091 respecto al compuesto 3071 en el estudio Panc-1
(dosis orales g4dX4). '

[0009] La Figura 2 muestra las curvas de la mediana del crecimiento tumoral en
ratones tratados con el compuesto 9091 respecto al compuesto 3071 en el estudio HT29
(dosis orales q4dX4).

[0010] La Figura 3 muestra las curvas de la mediana del crecimiento tumoral en
ratones tratados con el compuesto 9091 en el estudio HT29 (dosis oral inica de 60 mg/kg).

[0011] La Figura 4 muestra las curvas de la mediana del crecimiento tumoral en
ratones tratados con el compuesto 9091 en el estudio Panc-1 (dosis orales wnicas de 60
mg/kg y 120 mg/kg).

[0012] La Figura 5 muestra las curvas de 1a mediana del crecimiento tumoral en

. ratones tratados con dosis IV del compuesto 9091 en el estudio HT29.

[0013] La Figura 6 muestra la mediana del grupo de curvas de crecimiento tumora]
en ratones tratados con vehiculos o con dosis IV g4d x 4 del compuesto 9091 en 5% E-
95%I-20, S%ET en suero fisioldgico y S%EC en suero fisiolégico en el estudio HT29; (E -
etanol; I - Intralipid; T - tween; C - cremophor; por ejemplo, 5% EC en suero fisiolégico es
5% de etanol y 5% de cremophor en suero fisiol6gico).

[0014] La Figura 7 muestra las curvas de la mediana del crecimiento tumoral en
ratones tratados con dosis IV del compuesto 9091 en el estudio Panc-1.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MATERIALIZACIONES DE ELECCION
[0015] El taxano de la presente invencién tiene la siguiente estructura quimica:

en la que X; es tienilo, Ac es acetilo y el sustituyente hidroxilo en C7 y el sustituyente
ciclopentilcarboniloxilo en C10 tienen independientemente una configuracién
estereoquimica alfa o beta. En una materializacién, X; es 2-tienilo. En una materializacién
de eleccién, X3 es 2-tienilo y el sustituyente hidroxilo en |C'I y el sustituyente
ciclopentilcarboniloxilo en C10 tienen ambos la configuracién estereoquimica beta.

[0016] Los compuestos de la presente invencién son més activos contra el céncer
que los taxanos que se usan convencionalmente respecto a ciertos tipos de tumores,
incluidas las lineas tumorales sensibles y resistentes al paclitaxel. Los compuestos de la
presente invencién se toleran razonablemente bien ya sea que se administren por via oral o
intravenosa y pueden ser efectivos en una dosis dnica o miiltiple con perfiles de toxicidad
mejorados. Los compuestos de la presente invencién también son eficaces con vehiculos
diferentes del cremophor.

[0017] Los taxanos de la presente invencidn se pueden obtener mediante el
tratamiento de una p-lactama con un aleéxido que tenga el nicleo tetraciclico de taxano y un
sustituyente de éxido metdlico en C13 para formar compuestos que tengan un sustituyente
B-amido éster en C13 (como fue descrito mas detalladamente en la Patente de los Estados
Unidos de Holton No. 5.466.834), seguida por la eliminacién de los grupos protectores del
hidroxilo. La p-lactama tiene la siguiente férmula estructural (1):

xs ‘N—l 70

L]
X 0P, (D

donde P; es un grupo protector del hidroxilo, X; es tienilo y X es isopropoxicarbonilo y el
alcdxido tiene la férmula estructural (2):
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en donde M es un metal o amonio, P; es un grupo protector del hidroxilo y R es
ciclopentilcarboniloxilo.

[0018] El alc6xido de la férmula estructural (2) se puede preparar a partir del 10-
desacetilbaccatin Il (0 un derivado de éste) mediante proteccién selectiva del grupo
hidroxilo de C7 y luego la esterificaci6én del grupo hidroxilo de C10 seguida por tratamiento
con una amida metdlica. En una materializacién de la invencién actual, el grupo hidroxilo
de C7 de la 10-desacetilbaccatin III se protege selectivamente con un grupo sililo como se
describe, por ejemplo en Denis, et. al. (J. Am. Chem. Soc., 1988, 110, 5917). En general, los
agentes sililantes se pueden usar solos o en combinacién con una cantidad catalitica de una
base, como una base de metal alcalino.

[0019] Como alternativa, el grupo hidroxilo de C1Q de un taxano se puede acilar
selectivamente en ausencia de una base, como fue descrito, por ¢jemplo en Holton et al.,
solicitud de patente PCT WO 99/09021. Los agentes acilantes que se pueden usar para la
acilacién selectiva del grupo hidroxilo de C10 de un taxano, incluyen anhidridos de alquilo
o arilo sustituidos o sin sustituir. Aunque la acilacién del grupo hidroxilo de C10 del taxano
puede desarrollarse a una velocidad adecuada con muchos de los agentes acilantes, se ha
observado que la velocidad de la reaccién puede incrementarse si se incluye un écido de
Lewis en la mezcla de reaccién. Los dcidos de Lewis de eleccién incluyen cloruro de cinc,
cloruro esténico, tricloruro de cerio, cloruro cuproso, tricloruro de lantano, tricloruro de
disprosio y tricloruro de iterbio. Cuando el agente acilante es un anhidrido, el cloruro de
cinc o el tricloruro de cerio son los preferidos.

[0020] En general, son bien conocidos en el drea los procesos para la preparacién y
resolucién de la p-lactama como material de partida. Por ejemplo, la p-lactama se puede
preparar como se describe en Holton, patente de los Estados Unidos No. 5.430.160 (col. 9,
lineas 2-50) o Holton, patente de los Estados Unidos No. 6.649.632 (col. 7, linea 45 - col. 8,
linea 60), ambas se incorporan aqui en su totalidad mediante esta referencia. Las mezclas
enantioméricas resultantes de B-lactamas se puede resolver mediante la hidrélisis
estereoselectiva mediante una lipasa o una enzima como se describe, por ejemplo, en Patel,
patente de los Estados Unidos No. 5.879.929 (col. 16, linea 1 - col. 18, linea 27) o Patel,
patente de los Estados Unidos No. 5.567.614 o un homogenado de higado como se describe,
por ejemplo, en Holton, patente de los Estados Unidos No. 6.548.293 (col. 3, lineas 30-61).
A manera de ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 6.649.632 describe la
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preparacion de una B-lactama con un sustituyente furilo en la posicién C4 de 1a f-lactama.
Con modificaciones evidentes para las personas con experiencia en el drea, una p—lactama
con un sustituyente tienilo en la posicién C4 de la p—lactama se puede preparar como se

ilustra en estas patentes anteriores y como se describe en més detalle en el ejemplo 1.
[0021] Los compuestos de la presente invencién se pueden proporcionar en forma de

un prefarmaco. En general, un derivado o preférmaco aceptable desde el punto de vista
farmacéutico es cualquier sal, éster, sal de un éster u otro derivado de un compuesto de esta
invencién aceptable desde el punto de vista farmacéutico el cual, administrado a un
receptor, es capaz de generar, en forma directa o indirecta, un compuesto de esta invencién
o un metabolito con acci6n inhibitoria o un residuo del mismo. Los derivados o preférmacos
particularmente favorecidos son los que incrementan la biodisponibilidad de los compuestos
de esta invencién cuando dichos compuestos se administran a un paciente (por ejemplo, al
permitir que un compuesto administrado por via oral se absorba mis ficilmente en la
sangre) o que aumentan la llegada del compuesto original a un compartimiento biol6gico
(por ejemplo, el cerebro o el sistema linfético) respecto al compuesto original. Los
prefdrmacos aceptables desde el punto de vista farmacéutico incluyen, entre otros, los
taxanos de la presente invencién derivatizados con uno o més de los siguientes grupos:
fosfatos, pivaloiloximetilo, acetoximetilo, ftalidilo, indanilo, metoximetilo, mesilato de
metilpiridinio, bicarbonato, sales de onio, fosfonooximetil carbonato, cinamato,
aminoécidos, benzoilo, acilo, tioarilo, basados en polietilenglicol, unidos por ésteres, 6xido
de polialquileno, dextrano, alcoholes polivinflicos, polimeros basados en carbohidratos,
oligopéptidos, &cido poliglutdmico, poliaminoécidos, sales de onio de aza arenos
halogenados en 2, amino aziicares muy polares y similares. Las posiciones adecuadas en la
molécula de taxano de la presente invencién para la formacién del preférmaco incluyen,
entre otras, a las posiciones C2' y C7. En el drea se conocen bien diversas formas de
prefdrmacos. Acerca de ejemplos de dichos derivados prefirmacos, consulte: (a) Design of
Prodrugs, edited by H. Bundgaard, (Elsevier, 1985) and Methods in Enzymology, Vol.42,
p.309-396, edited by K. Widder, et al. (Acamedic Press, 1985); (b) A Textbook of Drug
Design and Development, edited by Krosgaard-Larsen and H. Bundgaard, Chapter 5,
"Design and Application of Prodrugs," by H. Bundgaard, p. 113-191 (1991); (c) H.
Bundgaard, Advanced Drug Delivery Reviews, 8, 1-38 (1992); (d) H. Bundgaard, et al.,
Journal of Pharmaceutical Sciences, 77, 285 (1988); and () N. Kakeya, et al., Chem Phar
Bull, 32, 692 (1984).
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[0022] Los taxanos de la presente invencidn resultan itiles para inhibir el desarrollo
de tumores en mamifferos, incluyendo a los seres hunanos y se administran preferentemente
bajo la forma de una preparacién farmacéutica que incluye una cantidad de un compuesto de
la presente invencién efectiva como agente antineoplésico, en combinacién con por lo
menos un vehiculo aprobado para uso farmacéutico o farmacolégico. El vehiculo, también
conocido en el drea como excipiente, auxiliar, adyuvante o diluyente, puede ser cualquier
sustancia inerte desde el punto de vista farmacéutico, que le confiera a la preparacién la
consistencia o forma adecuadas sin disminuir la eficacia terapéutica del compuesto
antineopldsico. El vehiculo es “aprobado para uso farmacéutico o farmacoldgico™ si no
produce reacciones adversas, alérgicas u otras reacciones no deseadas cuando se lo
administra a mamiferos o humanos de manera apropiada.

[0023] Las preparaciones farmacéuticas de la presente invencién que contienen el
compuesto antineoplésico, se pueden formular de manera convencional. La formulacién
apropiada depende de la via de administracién elegida. Las preparaciones de la invencién se
pueden formular para cualquier via de administracidén, en tanto el tejido sobre el que va
actuar el firmaco sea accesible por esa via. Las vias de administracién adecuadas incluyen,
entre otras, las siguientes: oral, parenteral (por ejemplo, intravenosa, intraarterial,
subcutinea, rectal, intramuscular, intraorbitaria, intracapsuler, intrarraquidea, intraperitoneal
o intraesternal); tépica (nasal, transcuténea, intraocular), intravesical, intratecal, enteral,
pulmonar, intralinfética, intracavital, vaginal, transuretral, intradérmica, aural, intramarnaria,
bucal, ortotépica, endotraqueal, intralesional, percuténea, endoscopica, transmucosa,
sublingual e intestinal.

[0024] Los vehiculos aprobados para uso farmacéutico que se utilizan en las
preparaciones de la presente invencidn, son bien conocidos por quienes trabajan en el drea y
se seleccionan sobre la base de una cantidad de factores: en particular, el compuesto
antineoplésico utilizado, su concentracién, estabilidad y presunta biodisponibilidad; la
enfermedad, el trastorno o afeccién que se va a tratar con la preparacién, el paciente, su
edad, talla y estado general y la via de administracién. Quienes poseen conocimientos en el
tema pueden determinar facilmente los vehiculos adecuados. (consultar, por ejemplo, a
J.G.Naim en: Remington's Pharmaceutical Science (A. Gennaro, ed.), Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., (1985), pp- 1492-1517, cuyo indice de materias se agrega en este como
referencia).

[0025] Las preparaciones se formulan preferentemente como comprimidos, polvos
dispersables, cépsulas, cdpsulas de gelatina, geles, liposomas, grinulos, soluciones,
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suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires, pastillas, grageas, tabletas y cualquier otra forma
farmacéutica que se pueda administrar en forma oral. Las técnicas y preparaciones para la
fabricacion de formas farmacéuticas para uso oral en la presente invencion se describen en
las referencias siguientes: 7 Modern Pharmaceutics, Chapters 9 and 10 (Banker & Rhodes,
Editors, 1979); Lieberman et al., Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets (1981); and Ansel,
Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms 2nd Edition (1976).

[0026] Las preparaciones para administracién oral de la invencién contienen el
compuesto de la invencién en una cantidad que resulta eficaz como antineoplésico, en un
vehiculo aprobado para uso farmacéutico. Los excipientes adecuados para formas
farmacéuticas slidas incluyen azicares, almidones y otras sustancias convencionales, como
lactosa, talco, sacarosa, gelatina, carboximetilcelulosa, agar, manitol, sorbitol, fosfato de
calcio, carbonato de calcio, carbonato de sodio, caolin, dcido alginico, acacia, almidén de
maiz, almidén de papa, sacarina sédica, carbonato de magnesio, goma tragacanto, celulosa
microcristalina, didéxido de silicio coloidal, croscarmelosa de sodio, talco, estearato de
magnesio y 4cido estedrico. Ademés, dichas formas farmacéuticas sélidas pueden ser o no
recubiertas mediante técnicas convencionales; por ejemplo, para retardar la desintegracion y
la absorcién.

[0027] Los compuestos antineoplasicos de la presente invencién también se pueden
formular preferentemente para administracién por via parenteral, es decir, para inyectar por
via intravenosa, intraarterial, subcutines, rectal, intramuscular, intraorbitaria, intracapsular,
intrarraquidea, intraperitoneal o intrasternal. Las preparaciones para administracién
parenteral de la invencién contienen un compuesto de la invencidn en una cantidad que
resulta eficaz como antineoplésico, en un vehiculo aprobado para uso farmacéutico. Las
formas farmacéuticas adecuadas para administracién parenteral incluyen soluciones,
suspensiones, dispersiones, emulsiones o cualquier otra presentacién que se pueda
administrar por esta via. Las técnicas y preparaciones para la fabricacién de formas
farmacéuticas para administracién parenteral son conocidas en el medio.

[0028] Los vehiculos adecuados que se usan preparar las formas de dosificacién
liquidas para administracién oral o parenteral incluyen disolventes polares no acuosos,
aprobados para uso farmacéutico tales como aceites, alcoholes, amidas, ésteres, éteres,
cetonas, hidrocarburos y mezclas de éstos, asi como agua, soluciones salinas, soluciones de
dextrosa (por ejemplo, DW5), soluciones de electrolitos o cualquier otro liquido acuoso,
aprobados para uso farmacéutico.

Al
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[0029] Los disolventes polares no acuosos adecuados desde el punto de vista
farmacéutico incluyen, entre otros, alcoholes (por ejemplo, a-glicerol formal, p-glicerol
formal, 1,3-butilenglicol, alcoholes alifiiticos o arométicos de 2-30 dtomos de carbono como
metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, t-butanol, hexanol, octanol, hidmto de
amileno, alcohol bencilico, glicerina (glicerol), glicol, hexilenglicol, alcohol
tetrshidrofurfurilico, alcohol laurilico, alcohol cetflico o alcohol estearilico, ésteres de
dcidos prasos con alcoholes grasos tales como polialquilenglicoles (por ejemplo,
polipropilenglicol, polietilenglicol), sorbitan, sacarosa y colesterol); amidas (por ejemplo,
dimetilacetamida (DMA), DMA de benzoato de bencilo, dimetilformamida, N-(f-
hidroxietil}-lactamida, amidas de  N,N-dimetilacetamida, 2-pirrolidinona,
1-metil-2-pirrolidinona o polivinilpirrolidona); ésteres (por ejemplo, 1-metil-2-
pirrolidinona, 2-pirrolidinona, ésteres de acetato como monoacetina, diacetina, y triacetina,
ésteres alifiticos o arométicos como caprilato u octanoato de etilo, oleato de alquilo,
benzoato de bencilo, acetato de bencilo, dimetilsulféxido (DMSO), ésteres de glicerina tales
como citratos o tartratos de mono, di, o triglicerilo, benzoato de etilo, acetato de etilo,
carbonato de etilo, lactato de etilo, oleato de etilo, ésteres de acidos grasos con sorbitan,
ésteres de 4cidos grasos con derivados de PEG, monoestearato de glicerilo, ésteres
glicéridos como mono, di o triglicéridos, ésteres de 4cidos grasos tales como miristato de
isopropilo, ésteres de dcidos grasos con derivados de PEG, tales como hidroxioleato de PEG
e hidroxiestearato de PEG, N-metil pirrolidinona, pluronic 60, poliésteres oleicos de
polioxietilen sorbitol tales como poli(oleato);4de poli(etoxilato)yo.e sorbitol, monooleato de
poli(oxietileno);s.20, mono 12-hidroxiestearato de poli(oxietileno);s.20 y mono ricinoleato de
poli(oxietileno);s20, ésteres de polioxietilen sorbitan tales como monooleato de polioxietilen
sorbitan, monopalmitato de polioxietilen sorbitan, monolaurato de polioxietilen sorbitan,
monoestearato de polioxietilen sorbitan y Polysorbate® 20, 40, 60 u 80 de ICI Americas,
Wilmington, DE, polivinilpirrolidona, ésteres de dcidos grasos con alquilenoxi modificados
tales como aceite de ricino 40 hidrogenado y aceites de ricino polioxietilados (por ejemplo,
solucién de Cremophor® EL o solucién de Cremophor® RH40), ésteres de 4cidos grasos
con sacdridos (es decir, el producto de condensacién de un monosacérido (por ejemplo,
pentosas como ribosa, ribulosa, arabinosa, xilosa, lixosa y xilulosa, hexosas como glucosa,
fructosa, galactosa, manosa y sorbosa, triosas, tetrosas, heptosas y octosas), un disacérido
(por ejemplo, sacarosa, maltosa, lactosa y trehalosa) o un oligosacérido o una mezcla de
ellos con dcido(s) graso(s) C4-Cx: (por ejemplo, édcidos grasos saturados tales como écido
caprilico, 4cido céprico, écido ldurico, 4cido miristico, dcido palmitico y cido estedrico y
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écidos grasos insaturados tales como écido palmitoleico, 4cido oleico, dcido eldidico, 4cido
erdcico y dcido linoleico)), o ésteres esteroides); éteres de alquilo, arilo o ciclicos con 2-30
ditomos de carbono (por ejemplo, dietil éter, tetrahidrofurano, dimetil isosorbide, monoetil
éter de dietilenglicol); glicofurol (éter de alcohol tetrahidrofurfurilico y polietilenglicol);
cetonas de 3-30 dtomos de carbono (por ejemplo, acetona, metil etil cetona, metil isobutil
cetona); hidrocarburos aliféticos, cicloaliféticos o aromiticos de 4-30 itomos de carbono
(por ejemplo, benceno, ciclohexano, diclorometano, dioxolanos, hexano, n-decano, n-
dodecano, n-hexano, sulfolano, tetrametilensulfona, tetrametilensulféxido, tolueno,
dimetilsulféxido (DMSQ) o tetrametilensulféxido); aceites de origen mineral, vegetal,
animal, esencial o sintético (por ejemplo, aceites minerales tales como hidrocarburos
aliféticos o basados en cern, hidrocarburos aromiticos, hidrocarburos mezclados de base
alifética o aromética y aceite de parafina refinado, aceites vegetales como el de lino, de tong,
de cértamo, de soja, de ricino, de algodén, de mani, de colza, de coco, de palma, de oliva, de
maiz, de germen de maifz, de sésamo, de durazno y de cacahuate y glicéridos tales como
mono-, di- o triglicéridos, aceites animales tales como de pescado, marino, de cachalote, de
higado de bacalao, de higado de halibut, escualeno, escualano y aceite de higado de tiburén,
aceites oleicos y aceite de ricino polioxietilado); halogenuros de alquilo ¢ arilo de 1-30
dtomos de carbono y de manera opcional mas de un sustituyente halégeno; cloruro de
metileno; monoetanolamina; bencina de petréleo; trolamina; écidos grasos poliinsaturados
omega-3 (por ejemplo, dcido alfa-linolénico, édcido icosapentaencico, d4cido
docosapentaenoico o dcido docosahexaenoico); éster poliglicdlico de 4cido
12-hidroxiestedrico y polietilenglicol (Solutol® HS-15, de BASF, Ludwigshafen,
Alemania); polioxietilenglicerol; laurato de sadio, oleato de sodio 0 monooleato de sorbitan.

[0030] Otros disolventes aprobados para uso farmacéutico que se pueden utilizar en
esta invencién son bien conocidos por quienes trabajan en el érea, y estin identificados en
The Chemotherapy Source Book (Williams & Wilkens Publishing), The Handbook of
Pharmaceutical Excipients, (American Pharmaceutical Association, Washington, D.C., y
The Pharmaceutical Society of Great Britmin, London, England, 1968), Modem
Pharmaceutics, (G. Banker et al., eds., 3d ed.)(Marcel Dekker, Inc., New York, New York,
1995), The Pharmacological Basis of Therapeutics, (Goodman & Gilman, McGraw Hill
Publishing), Pharmaceutical Dosage Forms, (H. Licberman et al., eds., ) (Marcel Dekker,
Inc., New York, New York, 1980), Remington’s Pharmaceutical Sciences (A. Gennaro, ed.,
19th ed.}(Mack Publishing, Easton, PA, 1995), The United States Pharmacopeia 24, The
National Formulary 19, (National Publishing, Philadelphia, PA, 2000), A.J. Spiegel etal., y
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Use of Nonaqueous Solvents in Parenteral Products, JOURNAL OF PHARMACEUTICAL
SCIENCES, Vol. 52, N°. 10, pp. 917-927 (1963).

[0031] Los disolventes de eleccidn son aquellos que se sabe que estabilizan los
compuestos antineoplésicos, tales como los aceites ricos en triglicéridos, como el aceite de
cértamo, el aceite de soja 0o mezclas de éstos, y ésteres de alquilenoxidcidos grasos
modificados como el aceite de ricino polioxil 40 hidrogenado y los aceites de ricino
polioxietilados (por ejemplo, solucién Cremophor® EL o solucién Cremophor® RH 40).
Los triglicéridos disponibles comercialmente incluyen aceite de soja emulsificado
Intralipid® (Kabi-Pharmacia Inc, Stockholm, Suecia), emulsién Nutralipid ® (McGaw,
Irvine, California), emulsién Liposyn® II 20% (una solucién emulsificada de grasa al 20%
que contiene 100 mg de aceite de cértamo, 100 mg de aceite de soja, 12 mg de fosfétidos de
huevo y 25 mg de glicerina por ml de solucién; Abbott Laboratories, Chicago, Illinois),
emulsién Liposyn® III al 20% (una solucidn emulsificada de grasa al 20% que contiene 100
mg de aceite de cirtamo, 100 mg de aceite de soja, 12 mg de fosfitidos de huevoy25 mgde
glicerina por ml de solucién; Abbott Laboratories, Chicago, Illinois), derivados naturales o
sintéticos del glicerol que contienen el grupo docosahexaenoflo a niveles que se encuentran
entre 25% y 100% en peso sobre la base del contenido total de dcidos grasos Dhasco® (de
Martek Biosciences Corp., Columbia, MD), DHA Maguro® (de Daito Enterprises, Los
Angeles, CA), Soyacal®, y Travemulsion®. El disolvente de eleccién usado para disolver el
compuesto antineoplésico para preparar soluciones, emulsiones, y similares es el etanol.

[0032] En las preparaciones de la invencién se pueden incluir componentes de
menor importancia para una variedad de propésitos bien conocidos en la industria
farmacéutica. Estos compuestos en su mayoria impartinin propiedades para incrementar la
retencion del compuesto antineopldsico en el sitio de administracién, proteger la estabilidad
de la preparaci6n, controlar el pH, facilitar el procesamiento del compuesto antineopldsico
en formulaciones farmacéuticas y otras similares. Preferentemente, cada uno de estos
compuestos representa individualmente menos de aproximadamente el 15% del peso total
de la preparacién; es mejor si representa menos de aproximadamente el 5% del peso total, y
ain mejor si es menos de aproximadamente el 0,5% del peso total de la preparacién.
Algunos componentes, tales como rellenos y diluyentes pueden constituir hasta el 90 %
peso del total de la preparacién, como se sabe en el érea de formulacién. Dichos aditivos
incluyen agentes crioprotectores para evitar la reprecipitacién del taxano, agentes
tensoactivos, humectantes o emulsificantes (por ejemplo, lecitina, polisorbato-80, pluronic
60, estearato de polioxietileno), conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo),
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conservantes antimicrobianos (por ejemplo, alcohol bencilico, fenol, m-cresol, clorobutanol,
écido sérbico, timerosal y parabén), agentes para ajustar el pH o agentes amortiguadores
(por ejemplo, 4cidos, bases, acetato de sodio, monolaurato de sorbitan), agentes para ajustar
la osmolaridad (por ejemplo, glicerina), espesantes (por ejemplo, monoestearato de
aluminio, écido estedrico, alcohol cetilico, alcohol estearilico, goma guar, metil celulosa,
hidroxipropil celulosa, triestearina, ésteres de cera cetilica, polietilenglicol), colorantes,
pigmentos, agentes auxiliares de la fluidez, siliconas no volédtiles (por ejemplo,
ciclometicona), arcillas (por ejemplo, bentonita), adhesivos, aumentadores de volumen,
saborizantes, edulcorantes, adsorbentes, rellenos (por ejemplo, aztcares como lactosa,
sacarosa, manitol o sorbitol, celulosa, o fosfato de calcio), diluyentes (por ejemplo, agua,
suero fisiolégico, soluciones de electrolitos), aglutinantes (por ejemplo, almidones como
almidén de mafz, almidén de trigo, almidén de arroz o almidén de papa, gelatina, goma
adragante, metilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio,
polivinilpirrolidona, aziicares, polimeros, goma ardbiga), agentes desintegrantes (por
ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, almidén de papa o
carboximetil almidén, polivinilpirrolidona entrecruzada, agar, dcido alginico o una sal de
ellos tal como alginato de sodio, croscarmelosa de sodio o crospovidona), lubricantes (por
ejemplo, sflice, talco, 4cido estedrico o sus sales tales como estearato de magnesio o
polietilenglicol), agentes de cobertura (por ejemplo, soluciones concentradas de azicar
incluida goma ardbiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol o diéxido
de titanio) y antioxidantes (por ejemplo, metabisulfito de sodio, bisulfito de sodio, sulfito de
sodio, dextrosa, fenoles y tiofenoles).

[0033] La administracién de las formas farmacéuticas por estas vias puede ser
continua o periédica, dependiendo, por ejemplo, del estado fisiolégico del paciente, de si el
propdsito de la administracién es terapéutico o profildctico y otros factores conocidos y
evaluados por un médico experimentado.

[0034] La dosis y pautas terapéuticas de las preparaciones farmacéuticas de la
invencién pueden determinarlas sin dificultad quienes se desempefian en el drea del
tratamiento del céncer. Se sobreentiende que la dosis de los compuestos antineoplésicos
dependeré de la edad, el sexo, la salud y el peso del receptor, el tipo de tratamiento conjunto,
si hay alguno, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. En cualquier
modo de administracién, la cantidad real de compuesto antineopldsico administrada, as{
como el plan de administracién necesario para alcanzar los efectos ventajosos aqui
descritos, también dependerén, en parte, de factores tales como la biodisponibilidad del
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compuesto antineoplésico, del trastorno que se esté tratando, de la dosis terapéutica deseada
y de otros factores que serén evidentes para aquellos con experiencia en el tema. La dosis
administrada a un animai, en particular a un ser humano, en el contexto de la presente
invencién, deberfa ser suficiente para producir la respuesta terapéutica descada en el animal
en un periodo razonable. Preferentemente, la cantidad eficaz del compuesto antineoplésico,
ya sea que se administre por via oral o por cualquier otra via, es aquella cantidad que da
como resultado la respuesta terapéutica deseada cuando se administra por esa ruta,
Preferentemente, las preparaciones para administracion oral se preparan de manera tal que
una dosis (inica en una o mds preparaciones orales contenga al menos 20 mg del compuesto
antineopldsico por m’de superficie corporal del paciente, o al menos 50, 100, 150, 200, 300,
400, o 500 mg del compuesto antineoplésico por m® de superficie corporal del paciente,
siendo la superficie corporal promedio para un ser humano 1,8 m’, Preferentemente, una
dosis (inica de una preparacién para administracién oral contiene desde aproximadamente
20 hasta aproximadamente 600 mg del compuesto antineopldsico por m? de superficie
corporal del paciente, mejor si es desde aproximadamente 25 a aproximadamente 400
mg/m?, aiin mejor si es de aproximadamente 40 a aproximadamente 300 mg/m?, y todavia
mejor aiin si es de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 mg/mZ. Preferentemente,
las preparaciones para administracién parenteral se elaboran de manera tal que una dosis
tinica contenga al menos 20 mg del compuesto antineopldsico por m? de superficie corporal
del paciente, o al menos 40, 50, 100, 150, 2-00, 300, 400, o 500 mg del compuesto
antineopldsico por m* de superficie corporal del paciente. Preferentemente, una dosis tinica
en una o més preparaciones parenterales contiene desde aproximadamente 20 hasta
aproximadamente 500 mg del compuesto antineoplasico por m? de superficie corporal del
paciente, mejor si es desde aproximadamente 40 a aproximadamente 400 mg/m” y mejor
atin si es desde aproximadamente 60 a aproximadamente 350 mg/m”. Sin embargo, la dosis
puede variar dependiendo del plan de administracién, el que se puede adaptar seglin sea
necesario para alcanzar el efecto terapéutico deseado. Se debe observar que los mérgenes de
dosis eficaces provistas aqui no tienen el propésito de limitar la invencién y representan los
margenes terapéuticos de eleccién. Como se sobreentiende, la dosificacién mas adecuada
deberd ser establecida para cada individuo en particular y deberd ser determinada, sin
experimentacién indebida, por un experto en el tema.

[0035] La concentracién de eleccién del compuesto antineoplisico en una
preparacion farmacéutica liquida esté entre aproximadamente 0,01 mg y aproximadamente
10 mg/ml. de la preparacién, mejor, si estdi entre aproximadamente 0,1 mg y
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aproximadamente 7 mg/mL, todavia mejor si estd entre aproximadamente 0,5 mg y
aproximadamente 5 mg/mL, y todavia mejor atin si estd entre aproximadamente 1,5 mg y
aproximadamente 4 mg/mL. En una materializacién de eleccién, la concentracién de 9091
en esta formulacion es 2 a 4 mg/mL. En general se prefieren concentraciones relativamente
bajas del compuesto antineopldsico, porque éste es més soluble en la solucién a bajas
concentraciones. La concentracién de eleccién del compuesto antineoplésico en una
preparacién farmacéutica sélida para administracién oral, est4 entre aproximadamente un
5% en peso y aproximadamente un 50% en peso con respecto al peso total de la preparacién,
mejor alin si estd entre aproximadamente un 8% en peso y aproximadamente un 40% en
peso, y todavia mejor aln si estd entre aproximadamente un 10% en peso y
aproximadamente un 30% en peso.

[0036] En una materializacién, se prepararon soluciones para administracién oral,
disolviendo el compuesto antineoplésico en un disolvente aprobado para uso farmacéutico
(por ejemplo etanol o polietilenglicol), capaz de disolver el compuesto para obtener una
solucion. Se agrega a la solucién un volumen apropiado de un vehiculo que sea tensoactivo,
como la solucidén Cremophor® EL, polisorbato 80, Solutol HS15 o Vitamina E TPGS,
mientras se agita, para obtener una solucién farmacéutica aceptable para administracién
oral. Preferentemente, las concentraciones son aproximadamente 5-10% en volumen de
etanol con un volumen igual del tensoactivo y agua destilada en el intervalo de 80-90%
volumen. Para fines de sabor, el agua destilada se puede reemplazar con un jarabe diluido de
cereza o frambuesa, preferiblemente aproximadamente 10-30% de jarabe con el resto de
agua. En una materializacién de eleccidn, la concentracién de 9091 en esta formulacién es 2
a4 mg/mL. Si se desea, dichas soluciones se pueden formular para estar libres de o contener
una cantidad minima de etanol, que como saben quienes trabajan en el drea, causa efectos
fisiolégicos adversos cuando se administra en formulaciones farmacéuticas orales a
determinadas concentraciones. En materializaciones preferidas, la solucién comprende
alrededor de 5% de etanol, alrededor de 5% de surfactante seleccionado de polisorbato 80
(ej. Tween 80®), acites de castor polietoxilados (ej. Cremophor®), y mezclas de los mismos
y alrededor de 90% de agua destilada.

[0037] En otra materializacién, se prepararon polvos o comprimidos para
administracién oral, disolviendo el compuesto antineoplésico en un disolvente aprobado
para uso farmacéutico (por ejemplo etanol o polietilenglicol), capaz de disolver el
compuesto para obtener una solucién. El disolvente puede opcionalmente, ser capaz de
evaporarse cuando la solucion se seca al vacio. Se puede agregar a la solucién, previamente
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al secado, un vehiculo adicional como Cremophor® EL. La solucién resultante se seca al
vaci{o para obtener un cristal. El cristal se mezcla luego con un aglomerante para formar un
polvo. El polvo puede mezclarse con agentes de relleno u otros excipientes convencionales
para la formacién de comprimidos y luego ser procesado para obtener un comprimido para
administracion oral. El polvo puede también agregarse a alg(n vehfculo liquido como el
descrito anteriormente para obtener una solucién, emulsién, suspensién o similar, para
administracion oral.

[0038] Se pueden preparar emulsiones para administracién parenteral, disolviendo el
compuesto antineoplésico en un disolvente aprobado para uso farmacéutico (por ejemplo
etanol o polietilenglicol), capaz de disolver el compuesto para obtener una solucién. Un
volumen apropiado de un vehiculo que es una emulsién como Liposyn® I o Liposyn® Ill o
Intralipid® se agrega a la solucién mientras se agita, para obtener una emulsién
farmacéutica adecuada para administracién oral. Preferentemente, el intervalo de etanol es
aproximadamente 5-10%y €l intervalo de emulsién de lipidos es aproximadamente 90-95%.
En una materializacién de eleccién, la concentracién de 9091 en la solucién de
administracion es aproximadamente 1 a 2 mg/mlL. Si se desea, dichas emulsiones pueden ser
formuladas para estar libres de o contener cantidades minimas de etanol o solucién
Cremophor®, que como saben los que trabajan en el 4rea, causan efectos fisioldgicos
adversos cuando se administran en formulaciones farmacéuticas parenterales, a
determinadas concentraciones. En una materializacién preferida, la emulsién comprende
alrededor de 5% de etanol y alrededor de 95% de emulsién de grasa (ej. Intralipid 20%,
Lyposin II 20%, o una mezcla de las mismas). En esta materializacion preferida, la
composicién resultante esta libre de agentes que se conocen por causar efecto fisiol6gicos
adversos, tal como aceites de castor polietoxilados (ej. Cremophor®) y polisorbato 80 (ej.
Tween80®).

[0039] Se pueden preparar soluciones para administracién parenteral, disolviendo el
compuesto antineoplésico en un disolvente aprobado para uso farmacéutico (por ¢jemplo
etanol o polietilenglicol), capaz de disolver el compuesto para obtener una solucién. Se
agrega a la preparacién un volumen apropiado de un vehiculo que sea tensoactivo, como
solucién Cremophor®, polisorbato 80 o Solutol HS15, mientras se agita, para formar una
solucién farmacéutica aceptable para administracién parenteral a un paciente. Si se desea,
dichas soluciones se pueden formular para estar libres de o contener cantidades minimas de
etanol o solucién Cremophor®, que como saben los que trabajan en el 4rea, causan efectos
fisiolégicos adversos cuando se administran en formulaciones farmacéuticas parenterales, a
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determinadas concentraciones. En una materializacién preferida, la solucién comprende
alrededor de 5% de etanol, alrededor de 5% de polisorbato 80 (¢j. Tween 80®) o aceites de
castor polietoxilados (gj. Cremophor®), y alrededor de 90% de solucién salina (cloruro de
sodio al 0.9%). Para minimizar o eliminar los efectos adverso potenciales (ej. reacciones de
hipersensibilidad), un paciente que recibe esta materializacién es preferiblemente tratdo
previamente con dexametasona, difenhidramina, o cualquier otro agente conocido en el arte
por minimizar o eliminar estas reacciones adversas.

[0040] Otras formulaciones parenterales adecuadas incluyen liposomas. Los
liposomas son clmulos o agregados generalmente esféricos o esferoidales de compuestos
anfipdticos, incluidos compuestos lipidicos, habitualmente en forma de una o m4s capas
concéntricas, por ejemplo, monocapas o bicapas. Los liposomas se pueden formular ya sea
con lipidos iénicos o no idnicos. Los liposomas hechos de Hpidos no iénicos también se
conocen como niosomas. Entre las referencias sobre liposomas estin: (a) Liposomes Second
Edition: A Practical Approach, edited by V. Torchillin and V. Weissig, Oxford University
Press, 2003; (b) M. Malmstein, Surfactants and Polymers in Drug Delivery, Marcel Dekker
Inc., 2002; y (c) Muller et al., Emulsions and Nanosuspensions for the Formulation of
Poorly Soluble Drugs, Medpharm Scientific Publishers, 1998.

[0041] Si se desea las soluciones o emulsiones descritas anteriormente para
administracién oral o parenteral se pueden envasar en bolsas IV, viales u otros envases
convencionales en formas concentradas o diluidas con cualquier liquido de uso farmacéutico
aprobado, como solucién salina, para obtener una concentracién de taxano apropiada, previo
al uso.

[0042] El término “grupo protector de hidroxilo”™ y “grupo protector de hidroxi”
como s¢ usa aqui, designa a un grupo capaz de proteger un grupo hidroxilo libre (“hidroxilo
protegido™) el que luego de completada la reaccién que motivé la proteccién, puede ser
removido sin alterar el resto de la molécula. Se puede encontrar una amplia gama de grupos
protectores de hidroxilo y la sintesis de los mismos en Protective Groups in Organic
Synthesis de T. W. Greene, John Wiley and Sons, 1981, o Fieser & Fieser. Los grupos
protectores de hidroxilo -incluyen metoximetilo, 1-etoxietilo, benziloximetilo,
(P-trimetilsililetoxi) metilo, tetrahidropiranilo, 2,2 2-tricloroetoxicarbonilo, t-butil(difenil)

sililo, trialquilsililo, triclorometoxicarbonilo y 2,2 2-tricloroetoximetilo.
[0043] Como se utiliza aqui, “Ac” significa acetilo, “Bz” significa benzoflo; “TES”
significa trietilsililo; “TMS"” significa trimetilsililo; “LAH” significa hidruro de litio y
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aluminio; “10-DAB” significa 10-desacetilbaccatin III"”; “THF” significa tetrahidrofurano;

“DMAP" significa 4-dimetilamino piridina; “LHMDS" significa hexametildisilazinido de

litio; "TESCI" significa cloruro de ftrietilsililo; “cPte-Cl" significa cloruro de

ciclopentanocarbonilo; "DMF" significa N,N-dimetilformamida; "MOP" significa 2-

metoxipropeno; "iProc" significa N-isopropoxicarbonilo; "iProc-Cl" significa cloroformiato

de isopropilo; y "LDA" significa diisopropilamida de litio. .
[0044] Los siguientes ejemplos ilustran la invencién.

Ejemplo 1

Preparacion del compuesto 9091

10-DAB S[T310

[0045] Proteccién y acilacién de 10-DAB a SIT310. Mediante el siguiente
procedimiento, la proteccion tindem del hidroxilo en C7 de 10-DAB con cloruro de
trietilsililo (TESCl) y la acilacibn de su hidroxilo en CI10 con cloruro de
ciclopentanocarbonilo (cPtc-Cl) produjo SIT310.

[0046] Preferentemente, la reaccién se lleva a cabo en 6 mL. de DMF por 1 g de 10-
DAB como una solucién transparente (10-DAB es soluble en DMF hasta ~5 mL/g a 22 °C,
pero precipita cuando se enfria a 0-5 °C). La adicién de DMAP a la solucién de 10-DAB en
DMF a temperatura ambiente ayuda a su solubilidad. Preferentemente, los disolventes
anhidros y los reactores se encuentran bajo una atmésfera inerte de nitrogeno. El agua
consumiré cloruro de trietilsililo con una relacién molar 1:2.

[0047) En un matraz de bola de 1 litro, de 3 cuellos y con camisa exterior, secado en
homo, equipado con agitacién magnética, con una sonda de temperatura interna y un
embudo de adicién bajo una atmésfera inerte de nitrégeno, se colocaron 10-DAB (54,46 g,
0,100 mol), DMAP (36,60 g, 0,300 mol} y DMF anhidra (330 mL). La mezcla (0,3 M) se
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agit6 para dar una solucién transparente amarilla clara a 22 °C. La mezcla de reaccién se
enfri6 a una temperatura interna del reactor de 0-5 °C con un enfriador por circulacién.

[0048] Proteccidn de 7-TES: El embudo de adicion se cargd con TESCI (17,6 mL,
0,105 mol, 1,05 eq). Cuando la temperatura interna del reactor fue de <5 °C, se inici6 la
adicién de TESCI gota a gota para controlar la exotermia y mantener la temperatura interna
del reactor a <5 °C (tiempo de adicién de 20 a 30 minutos). Después de la adicién de 15 mL
de TESCI, comenzd a precipitar sal de DMAP-HCI. Después de completar la adicién, se
agitd la reaccién a una temperatura de entre 0 y 5 °C durante 2,5 horas. El seguimiento
mediante TLC (EtOAc:heptanos, 3:1) mostrd una cantidad pequefia de materia prima (Rf=
0,20) comparada con el producto 7-TES-10-DAB (Rf=0,65). El muestreo por HNMR de la
mezcla de reaccién mostré que la cantidad de materia prima fue el 2,5% del producto de
acuerdo a la integracion de la resonancia del protén del carbinol en C10. Se agregé TESCI
adicional (0,45 mL, 0,0027 mol) y se agit6 la mezcla entre 0 y 5 °C. Después de 2 horas, el
muestreo por HNMR mostré <1% de 10-DAB inicial, aproximadamente 1,2% del producto
secundario 7,13-bisililado (la reaccién se agité durante toda la noche sin més cambios).

[0049] Formacién de 10-cPic: El embudo de adicién se cargé con cloruro de
ciclopentanocarbonilo (12,76 mL, 0,105 mol) y se agreg6 al matraz de reaccién gota a gota
durante un lapso de 30 minutos para controlar la exotermia y mantener la temperatura
interna del reactor <10 °C. Después de completar la adicién, la mezcla se agit6 a 15-22 °C
durante 12 horas. El seguimiento mediante TLC de la mezcla de reaccién mostré una
conversién de aproximadamente 95% al producto menos polar. El muestreo por HNMR de
la mezcla de reaccién mostrd que permanecié el 4,5% del intermediario 7-TES-10-DAB
relativo al producto de acuerdo a la integracién de la resonancia del protén del carbinol en
C10. Se agregd cPtc-Cl adicional (0,55 mL, 0,0045 mol) y la mezcla se agit6 durante 4,5
horas. El seguimienio mediante TLC (EtOAc:heptanos, 1:1) mostré una conversion
completa al producto y se inicid la purificacién.

[0050] Purificacién: Se verti6 gradualmente la mezcla de reaccién a un matraz de 3
litros con agitacién rdpida que contenia 1,5 litros de agua helada durante 5 minutos para
formar un precipitado blanco espeso. Después de agitar durante 15 minutos, se recogié el
precipitado mediante filtracién al vacfo a través de un embudo Blichner de frita mediana. La
masa filtrada se lav6 cuidadosamente con agua pura. El filtrado de agua no mostré ningtin
producto por TLC y se deseché. La pasta filtrada se disolvié en acetato de etilo (300 mL) y
se recolectd en el matraz de filtracién al vacio. Se lavé el embudo con acetato de etilo (100
mL) dentro del filtrado de acetato de etilo. Se transfirié el filirado a un embudo de
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separaci6n de 2 litros y se lavé con agua (1x100 mL), una solucién saturada de bicarbonato
de sodio (1x100 mL) y una solucién acuosa saturada de cloruro de sodio (1x50 mL). La fase
orginica se secé sobre MgSO, (30 g) durante 1 hora. El MgSQj se filtr6 y se lavé con
acetato de etilo dentro del filtrado. El filtrado se concentrd en un rotavapor a 40 °C hasta
~100 mL. El acetato de etilo restante se intercambi6 con acetonitrilo (500 mL). La mezcla se
concentré ain mas hasta que se observd la formacién de cristales, quedaban
aproximadamente 375 mL de acetonitrilo en el matraz de evaporacién. La concentracién se
detuvo y se agregaron 50 mL de acetonitrilo para ayudar a la agitacién de los cristales.
Luego se enfti6 la solucién a -20 °C durante 1 hora mientras se giraba en el rotavapor. Los
cristales se recogieron por filtracién al vacio. La pasta filtrada se lavé con acetonitrilo frioa
-20 °C (150 mL) y heptanos a temperatura ambiente (200 mL). Los cristales se secaron a
alto vacfo (<0,1 mmHg) a 22 °C durante toda la noche hasta peso constante (59,90 g;
79,3%). Pf:241-243 °C, 97,5% de pureza por HPLC. KF: 0,96% p/p de agua. El espectro
HNMR de los cristales coincide con la estructura de SIT310. [a]p™ =-43,5 (MeOH, 2,07).

[0051] El filtrado de acetonitrilo se concentré en un rotavapor hasta ~100 mL para
inducir a una segunda formacién de cristales.

xl Ny
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[0052] Proteccién tindem y N-acilacién, conversién de SIT302 a SIT304.
Mediante el siguiente procedimiento, la proteccién tindem del hidroxilo de SIT302 con 2-
metoxipropeno (MOP) y la introduccién del grupo N-isopropoxicarbonilo (iProc) usando
cloroformiato de isopropilo (iProc-Cl) produjo SIT304.

[0053] Preferentemente, las siguientes reacciones tienen lugar bajo condiciones y
disolventes anhidros y bajo atmésferas inertes de nitrégeno. El material de vidrio y los
equipos se deben lavar con trietilamina base y se deben secar cuidadosamente. El MOP se
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polimeriza ficilmente en presencia de cantidades minimas de dcido a temperaturas >0 °C. El
SIT302 precipitard a -25 °C a una concentracién de <15 mL THF/g.

[0054]_Protecciones con MOP: En un matraz de bola de 2 litros con agitacién
magnética bajo nitrégeno, equipado con un embudo de adicién de 0,5 litros y una sonda de
temperatura baja, se cargaron SIT302 (36,0 g, 0,213 mol) y THF (540 mL) para producir
una solucién transparente amarilla clara. La solucién se enfrid a -25 °C luego se cargé con
monohidrato de pTsOH (1,8 g, 9,4 mmol). El embudo de adicidn se cargé con MOP (23,5
ml, 0,245 mol). Después de que la temperatura del reactor alcanzd -25 °C, se agregd MOP
gota a gota a una velocidad que controlara la exotermia y mantuviera la temperatura del
reactor <-20 °C (15 minutos). Después de completar la adicién, la TLC de seguimiento,
eluida con acetato de etilo:hexanos 2:1 mostré que permanecia ~15% de SIT302 (Rf=0,2).
Se agregd MOP adicional (5 mL, 0,052 mol) gota a gota durante 5 minutos para completar
la conversién al SIT302 protegido con MOP menos polar (Rf = 0,5). La reaccién de
formacién de cetales se detuvo con trietilamina (108 mL, 0,775 mol) a -25 °C.

[0055]_N-Acilacién: Después de detener la reaccidén de proteccién con MOP, se
agregé DMAP (3,24 g, 0,0265 mol) al matraz de reaccién y se calentd hasta temperatura
ambiente. El embudo de adicién se secd bajo una corriente de nitrdgeno y se carg6 con
iProc-Cl (245 mL, 1,0 M en tolueno, 0,245 mol). Después de que la temperatura del reactor
alcanzé 22 °C, se inici6 la adicién de cloroformiato gota a gota para controlar la exotermia y
mantener la temperatura del reactor por debajo de 28 °C. La adicién se complets en 30
minutos y produjo un precipitado blanco de cloruro de trietilamonio. Despuss de agitar a
temperatura ambiente durante 1 hora, la TLC de seguimiento, eluida con acetato de
etilo:hexanos 1:1 mostré una conversién de ~90% y permanecfa 10% del MOP-SIT302. Se
agrego iProc-Cl (40 mL, 0,04 mol) adicional a la reaccién. Después de agitar durante 2,5
horas a 22 °C, la TL.C mostrd una conversién completa al producto menos polar y se inicié
la purificacién.

[0056]_Purificecién: La mezcla de reaccién se agregd a una mezcla 1:1 de
bicarbonato de sodio saturado y solucién acuosa saturada de cloruro de sodio (300 mL) y se
agité vigorosamente durante 10 minutos. Luego se transfirid la mezcla a un embudo
separador de 2 litros y se dejo que se separaran las fases. La fase acuosa inferior se vaci6 y
se desech6. La fase orgénica se lavé dos veces con una solucién acuosa saturada de cloruro
de sodio (2x100 mL) y se secd sobre MgSO;4 (15 g) durante 1 hora con agitacién, El MgSO,
se filtrd y la pasta filtrada se lavé con acetato de etilo para asegurar una recuperacion
completa del producto (TLC). El filtrado se transfirié a 3 litros por evaporacién y se
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concentrd en un rotavapor al vacio a 40 °C hasta lograr un aceite y eliminar los disolventes
tolueno y THF. El aceite viscoso se disolvié en acetato de etilo (500 mL) en el matraz de
evaporacién del rotavapor y se agregaron heptanos (1500 mL) al matraz de evaporacién
durante 10 minutos con una buena agitacién. La solucién transparente se concentré ain més
al vacio. Después de haber eliminado aproximadamente 350 mL de la mezcla de
disolv-mtes, comenzb la formacién de cristales y se detuvo la concentracion al vacio. La
mezcla se enfrié con rotacién continua durante 1 hora a 22 °C, luego 1 horaa 0 °C. Los
cristales se recogieron mediante filtracién al vacfo y la pasta filtrada se lavé con heptanos
frios (150 mL). El producto se secé a alto vacio (0,1 mm de Hg) a temperatura ambiente
hasta peso constante (51,52 g; 0,157 mol; 73,7%). El filtrado se concentrd hasta un volumen
de aproximadamente 200 mL para inducir una segunda cristalizacién. Después de enfriara 0
°C durante | hora, la segunda formacién de cristales se recogi6 con filtracién al vacio y se
lavé con heptanos (~50 mL) y se sec6 hasta peso constante (10,25 g; 0,031 mol; 14,7%).
Después de que la verificacién mediante TLC de las dos formaciones de cristales mostr
que eran de pureza similar, se combinaron (61,52 g; 88,4%). Pf: 74-75 °C, 99,4% de pureza
por HPLC. KF: 1,48% p/p de agua. El espectro HNMR de los cristales coincide con la
estructura de SIT304. [a]p® = +3,6 (MeOH, 0,93). Se almacené en un matraz lavado con
trietilamina base bajo nitrégeno a <-20 °C.

ol o
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[0057] Conversién de SIT310 a SIT312 por acoplamiento con alcéxido de litio
Mediante el siguiente procedimiento, se acoplaron SIT310y SIT304 para producir SIT312.

[0058] Las reacciones son sensibles a la humedad. Preferentemente, las reacciones se
realizan bajo una atmdsfera inerte de nitrégeno y con reactores y disolventes anhidros. La
base de diisopropilamida de litio (LDA) se debe preparar inmediatamente antes de cada uso.

[0059] Preparacién de LDA: En un matraz de bola de 250 mL secado al homo, bajo
nitrégeno, equipado con agitacién magnética y con una sonda de temperatura interna se
cargaron diisopropilamina (13,1 mL; 92,98 mmol) y THF (26 mL). La mezcla se enfrié
hasta -45 °C y se agregd una solucidn de nBuli recientemente titulado (54 mL; 1,62 M;
$5,83 mmol) gota a gota para controlar la exotermia y mantener la temperature del reactor
<40 °C. Después de completar la adicién en un lapso de 30 minutos, la temperatura del
bafio de enfriamiento se elevé hasta 0-5 °C antes de usar.

[0060] Reaccidn de acoplamiento: En un matraz de bola de 1 litro secado al horno,
bajo nitrégeno, equipado con agitacién magnética y con una sonda de temperatura interna se
cargaron SIT310 (54,0 g, 71,525 mmol), SIT304 (28,1 g, 85,83 mmol) y THF (325 mL, 0,22
M). La mezcla se enfrié a 45 °C . El embudo de adicién se cargé con LDA recién preparada
y se agrego al matraz de reaccion gota a gota durante 30 minutos para controlar la exotermia
y mantener la temperatura interna del reactor <-40 °C. Después de la adicién, 1a temperatura
del reactor se elevd hasta -20 °C y se mantuvo mientras se agitaba durante 1,5 horas. El
seguimiento de la reaccién mediante TLC (EtOAc:Hept/1:3) mostré ~10% de SIT31 (Rf =
0,25,) ~90% del producto SIT312 y nada del SIT30M4 inicial. Se agregd més SIT304 (2,8 g,
8,56 mmol) sélido a la mezcla de reaccién. Después de agitar durante 1,5 horasa -20°C, la
TLC mostré una reaccién completa y se inicié la purificacién.

[0061]) Purificacién: Al matraz de reaccién a -20 °C se agreg6 una mezcla 1:1 de
bicarbonato de sodio saturado y de solucién acuosa saturada de cloruro de sodio (100 mL)
para detener la reaccién. El matraz de reaccién se calent6 hasta temperatura ambiente y su
contenido se transfirié a un embudo de separacién. Se agregé acetato de etilo (200 mL) para
ayudar a separar las fases. La fase acuosa se vacié y se desech6. La fase orgénica se lavd una
vez mds con solucién acuosa saturada de cloruro de sodio (50 mL) y se sec6 sobre MgSO,
(30 g). El MgSO4 se filtrd y la pasta filtrada se lavé con acetato de etilo (100 mL) dentro del
filtrado. El filtado se concentré en un rotavapor al vacio hasta un volumen de
aproximadamente 150 mL. El disolvente restante se intercambié con isopropanol (500 mL).
Después de concentrar adn més hasta un volumen aproximado de 350-400 mL comenz6 la
formacién de cristales y se detuvo la concentracién. La mezcla se enfrié a 0 °C con agitecidn
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durante 1 hora. Los cristales se recogieron mediante filtracién al vacio y se lavaron con
isopropanol (200 mL) previamente enfriado a 0 °C y se secaron hasta peso constante (73,58
g; 68,0 mmol; 95,0%) bajo en alto vacio (0,1 mmHg). El espectro HNMR de los cristales
coincide con la estructura de SIT312. Pf: 137-140 °C, pureza por HPLC 95,4%. Result6
inestable en las condiciones de preparacién para HPLC y perdié la proteccién 2’-MOP
durante el andlisis (0,83%).

8iT312 Compuesto 9091

[0062] Desproteccién tdndem y conversién de SIT312 a 9091. Mediante el
siguiente procedimiento, la eliminaci6n tindem de los grupos protectores MOP y TES del
SIT312 en condiciones 4cidas produjo 5091.

[0063] Se agregd SIT312 (70,0 g; 64,67 mmol) y THF (350 mL; 0,185 M) a un
matraz de bola de 1 litro, con camisa exterior, equipado con agitacién magnética, una sonda
de temperatura interna y un embudo de adicién. La mezcla se enfrié a 0 °C con un bafio de
circulacién, El embudo de adicién se cargé con dcido férmico (96%; 175 mL; 4,45 mol). El
écido férmico se agregé gota a gota durante 30 minutos para controlar la exotermia y
mantener la temperatura del reactor a <10 °C. Después de completada la adicion del dcido
férmico, el embudo de adicién se cargd con HC1 1,0 M (87,5 mL; 87,5 mmol). La adicién
del HCI se llev6 a cabo gota a gota durante 15 minutos, para controlar le exotermia y
mantener la temperatura del reactor a <10 °C. La TLC de la mezcla de reaccién
(EtOAc:Hept 1:1) después de la adicién mostr6 una pérdida inmediata del grupo protector
MOP para producir un producto més polar (Rf = 0,65) comparado con el SIT312 (Rf=0,7).
La mezcla se agit6 entre 8 y 10 °C. Después de 9 horus, la TLC mostré una conversién >
95% a un producto més polar junto con aproximadamente 2-3% de subproducto (Rf=0,55)
y ~1% del intermediario con Rf = 0,65 y se inici6 la purificacién.

[0064] Purificacién: La reaccién se diluyé con acetato de etilo (1 litro) y se transfirié
a un embudo de separacién de 3 litros y se lav$, dos veces con agua (2x500 mL) y dos veces
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con bicarbonato de sodio saturado (2x100 mL). El pH de la fase orgénica se verific para
que fuera de 8 y se lav6 dos veces con solucidn acuosa saturada de cloruro de sodio (2x100
mL). El seguimiento de la fase acuosa no mostré ningiin producto por anélisis de TLC. La
fase orgdnica se sec6 sobre Na;SO4(100 g) durante 1 hora. El Na;SO4 se filtrd por gravedad
con un papel de filtro Whatman N° 1 y la pasta filtrada se lavé con acetato de etilo para
asegurar una recuperacién completa del producto. El filtrado se concentrd con un rotavapor
al vacio para producir una espuma (65,59 g). Los espectros HNMR de la espuma
confirmaron la estructura del 9091 junto con subproductos trietilsililados.

[0065] Recristalizacién: La espuma se disolvié en acetato de etilo (280 mL) y se
calentd hasta 50 °C con agitacién. Se agregaron heptanos (455 mL) gradualmente durante 15
minutos para mantener una solucién transparente. La mezcla se enfrié gradualmente hasta
temperatura ambiente. Después de 1 hora a 22 °C, se introdujeron cristales de siembra y la
formacién de cristales sucedié en un lapso de 5 minutos. La mezcla se enfrié en un bafio de
agua a 0 °C durante 1 hora antes de recoger los cristales mediante filtracién al vacio y la
pasta filtrada se lavd con una mezcla fria a 0 °C de EtOAc:heptanos 1:4 (200 mL). Después
de secar a temperatura ambiente durante 3 horas y a alto vacio (<0,1 mmHg), se obtuvieron
57,23 g (rendimiento esperado 57,23 g) de un polvo blanco. El anilisis por HPLC mostrd
96,8% de pureza y 1,2% de una impureza por integracién relativa de dreas. El polvo blanco
se volvié a disolver en acetato de etilo (225 mL) a 50 °C. Mientras se agitaba suavemente, se
agregaron gradualmente heptanos (320 mL) para mantener una solucién transparente.
Después de completar la adicién, la mezcla se enfri6 a 22 °C y se produjo la formacién
esponténea de cristales en un lapso de 5 minutos. Después de 10 horas a 22 °C, la mezcla se
enfrié a 0 °C. Después de 1 hora a 0 °C, los cristales se recogieron mediante filtracion al
vacfo y la pasta filtrada se lavé con una mezcla fria a 0 °C de EtQOAc:heptanos 1:4 (200 mL).
El anlisis por HPLC de los cristales mostrd una pureza de 98,5%. El polvo blanco se secd a
50 °C y en alto vacio (0,1 mmHg) durante 2 dias hasta peso constante (40,58 g; 45,3 mmol;
70,0%). Pf: 159-161 °C, 98,5% de pureza por HPLC. Los espectros 'HNMR y "CNMR
coincidieron con la estructura del 9091. [a]p» = 43,1 (MeOH, 0,91).

[0066] El licor madre de la primera recristalizacidn se concentrd para dar 15,0 g de
un material ceroso. Se triturd con heptanos (200 mL) para dar aproximadamente 7 g de un
polvo que fluye libremente. El polvo se purificé por cromatografia flash en columna de gel
de silice eluida con acetato de etilo:heptanos 1:1. La reunién de las fracciones que contenian
9091 y la concentracién con un rotavapor al vacio dio 5,84 g de 9091. La reunién de las
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fracciones que contenfan la impureza proporciond 0,55 g de un sélido blanco con un
espectro HNMR que coincide con 9091-7-formiato.

[0067] La concentracién del licor madre de la segunda recristalizacién dio 4,50 g de
material. Se combind con los 5,84 g de 9091 purificado mediante cromatografia del primer
licor madre para dar 10,34 g (17,8%).

Datos de "H NMR del compuesto 9091 SCDCl‘)

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE 'H Y C del compuesto 9091

N° | Protén ppm | Patrén(J,Hz) Carbono | ppm

1 [H-10° 1,10 |d(6,19) C19 9,541

2 | CH;-16 1,15 |s [C18 14,829
3 |HIr 1,16 |d(6,19) C10’ 21,833
4 |CH;s-17 1,26 |s C16’° 21,955
5 |2H-24",25' [163 |m Cc20° 22,581
6 |CHip 1,68 |s c22’ 25,816
7 |OH-1 1,74 |[s c1I’ 25,877
8 |2H-24',25' [1,76 |m C17 26,831
9 | CH;18 1,86 | d(0,94) C24',25" | 29,593
10 | H-6p 1,89 |m C23’,26’ | 30,356
11 [2H-23,26’ 1,93 [m C6 35,545
12 |2H-23',26' [2,02 | m(6,64) C15 43,206
13 |H-l4a 2,30 | ddd(15,30; 9,12) Cl4 43,732
14 | CH;-20 2,39 |s C3 45,685
15 | H-6a 2,54 |ddd(14,04;9,57;6,57) |C3’ 53,026
16 |H-14p 2,56 | dd(15,30; 4,11) C8 58,626
17 [H-22 2,92 | m(7,36; 6,85) c9’ 69,057
18 | OH-2’ 3,44 |d(5,47) C7 72,216
19 | H-3 3,83 | d(6,98) Cl13 72,429
20 | H-20B 4,18 |d(8,48) c2 73,421
21 | H-20a 4,31 |d(848) Cc2 75,001
22 |H-7a 442 | M(10,52; 4,29) Cl10 75,176
23 |[H-2 4,66 |dd(5,47;2,24) C20 76,481
24 |H-9 4,78 | bm(6,19) Cl 79,129
25 |H-5 4,95 |bd(9,57; 1,88) C4 81,181
26 |HN 5,39 | d(9,47) C5 84,462
27 |H-3 5,55 |dd(9.47;2,24) cr 125,460
28 |H-2 5,67 |d(6,98) Cs’ 125,544
29 |H-13p 627 |ddd(9,12;4,11;094) |[cCé’ 127,039
30 |H-10a 628 |s C15°,17° | 128,664
31 |H-6 7,01 | dd(4,03; 5,13) Cc1¥’ 129,115
32 |H-§' 7,10 | dd(4,03; 1,15) Ci4’,18' |130213
33 |H-7 729 |dd(5,13; J:1,15) C16’ 133,342
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N° | Protén ppm | Patrén(J,Hz) Carbono | ppm
34 |2H-15°,17" | 7,50 |dd(7.44;7,12) Cl1 133,655
35 | H-1¢ 7,61 | dd,(7,44; 5,62) C4’ 141,277
36 |2H-18’,14' | 8,12 |d(8,59) C12 141,804
37 C8’ 155,469
38 C12 167,067
39 c20r 170,264
40 Cr’ 172,187
41 car 176,865
42 C9 203,746
Ejemplo 2

Medida de la citotoxicidad in vitro mediante el ensayo de formacién de colonias celulares.

[0068] Se sembraron 400 células (HCT 116 carcinoma de colon humano obtenido de
la Coleccién Estadounidense de Cultivos Tipo, Manassas, VA) en placas de Petri de 60 mm
que contenfan 2,7 mL de medio de cultivo (medio de Mc Coy 5a modificado, que contiene
10% de suero fetal bovino, 100 unidades/mL de penicilina y 100 g/mL de estreptomicina).
Las células se incubaron en una estufa de cultivo con CO; a 37 °C durante 5 horas para su
adhesién a la base de las placas de Petri. El compuesto de la presente invencién se prepard
fresco en un medio a una concentracion diez veces mayor que la concentracién final y luego
se agregaron 0,3 mL de esta solucién concentrada a los 2,7 mL de medio en la placa.
Después, las células se incubaron con férmacos a 37 °C durante 72 horas. Al final del
periodo de incubacién, se decantaron los medios de cultivo que contenian los férmacos, se
lavaron las placas con 4 mL de solucién salina “Hank's Balanced Salt Solution” (HBSS) y se
agregaron 5 mL de medio fresco, luego de lo cual las placas se devolvieron a 1a estufa para
la formacién de colonias. Luego de 7 dias de incubacién las colonias se contaron con un
contador de colonias. Se calculé la supervivencia celular y se determiné el valor de ICsp (la
concentracién de firmaco que produce una inhibicién del 50% en la formacién de colonias)
para cada compuesto probado.

[0069] Se realizaron ensayos idénticos usando VM46 (variedad de carcinoma de
colon humano HCT116 resistente obtenido del Dr. Li-Xi del California Pacific Medical
Center, CA). Las evaluaciones con DLD-1 (carcinoma de colon humano resistente obtenido
de la Coleccién Estadounidense de Cultivos Tipo, Manassas, VA) se realizaron de un modo
similar usando un ensayo con MTT (bromuro de 3-(4,5-dimethilthiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio).

IC s @M)|{ICs @M|ICx @M)
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Compuesto IN VITRO | IN VITRO | IN VITRO

HCT116 VYM46 MTT:DLD-1

paclitaxel 2,1 20,0 10,1

docetaxel 0,6 6,7 9,1

9091 0,6 1,9 1,5
Ejemplo 3
Evaluacion de la eficacia oral de 9091

[0070] Se evalud la eficacia de 9091 contra un xenoinjerto de tumor pancreético
humano Panc-1, obtenido de la Coleccién Estadounidense de Cultivos Tipo, Manassas, VA,
El tumor usado para este estudio se mantuvo en ratones atimicos desnudos. Un fragmento de
tumor (1 mm?*) se implants s.c. en el flanco derecho de cada ratén de prueba. Los tumores se
verificaban dos veces por semana y luego diariamente a medida que su volumen alcanzaba
200400 mm® con una media de 250-300 mm>. El dia 1 del estudio, los animales se
distribuyeron en grupos de tratamiento con tamafios de tumor de 171,5 — 320,0 mm?® y
promedio grupal del tamafio del tumor de 212,6 —216,0 mm’, El tamafio de tumor, en mm’,
se calculé mediante la férmula siguiente:

Volumen del tumor=_w' x [
2
donde w = ancho y / = largo en mm del tumor. El peso del tumor se calculd con la
suposicién de que 1 mg equivale a 1 mm® del tumor. Los ratones se distribuyeron en grupos

cOR seis ratones por grupo Yy se trataron de acuerdo con el protocolo de las tablas 1A y 1B.
Todos los tratamientos se administraron por via oral, una vez al dia (qd x 1). Los grupos 2 y
3 recibieron el compuesto 9091 a 120 y 60 mg/kg respectivamente. En todos los grupos, el
volumen de administracién de 0,6 mL/20 g de rat6n se calcul6 a escala de acuerdo a la masa
corporal de cada animal. Se le practicé eutanasia a cada animal cuando su neoplasia alcanzé
el tamaflo del criterio predeterminado (1200 mm®). El tiempo transcurrido hasta el criterio
determinado (TTE) para cada ratén se calcul$ de acuerdo a la siguiente ecuacién:
TTE = log;o (volumen del criterio determinado) —b
m

donde TTE se expresa en dias, el volumen del criterio determinado se expresa en mm’, b es
la ordenada al origen y m es la pendiente de la recta obtenida por regresion lineal de un
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conjunto de datos logarftmicos de crecimiento tumoral. El conjunto de datos estd compuesto
por la primere observacién que excede el volumen del criterio del estudio y las tres
observaciones consecutivas inmediatamente precedentes al punto en el que se alcanza el
volumen del criterio determinado. A los animales que no alcanzan el criterio sc les asigna un
valor TTE igual al del dltimo dfa del estudio (59 dias). A los animales clasificados como
muertes TR (relacionadas con el tratamiento) o muertes NTRM (metastasis no relacionadas
con el tratamiento) se les asigna un valor TTE igual al del dfa de la muerte. Los animales
clasificados como muertes NTR (no relacionadas con el tratamiento) se excluyen de los
cdlculos de TTE. La eficacia del tratamiento se determind de acuerdo al retardo de
crecimiento tumoral (TGD), el cual se define como el aumento en el TTE promedio para un
grupo de tratamiento en comparacién con el grupo de control:

TGD=T-C,
expresado en dias, o como un porcentaje del TTE promedio del grupo de control:

% TGD=T-C x 100

C
donde:
T = mediana del TTE para un grupo de tratamiento y
C = mediana del TTE para el grupo 1 de control.

[0071] El tratamiento puede causar una remisién parcial (PR) o una remisién
completa (CR) del tumor en un animal. En una respuesta de PR, el volumen del tumor es
50% o menos de su volumen al dia 1 para tres medidas consecutivas durante el transcurso
del estudio, e igual o mayor que 13,5 mm® para una o més de estas tres mediciones. En una
respuesta de CR, el volumen del tumor es menor que 13,5 mm’ para tres mediciones
consecutivas durante el transcurso del estudio. Un animal con una respuesta de CR al final
de un estudio se clasifica ademéds como un sobreviviente sin tumor a largo plazo (LTTFS).

[0072] Con respecto a la toxicidad, los animales se pesaron diariamente en los dias
1-5, luego dos veces por semana hasta la finalizacién del estudio. Los ratones se examinaron
frecuentemente para detectar sefiales manifiestas de cualquier efecto secundario adverso
relacionado con el firmaco. El NCI define la toxicidad aceptable para la dosis méxima
tolerada (MTD) de un férmaco para el cdncer en ratones como una pérdida de masa corporal
(BW) promedio del grupo menor a 20% durante la prueba y no més de una muerte por
toxicidad entre diez animales tratados. Se emple6 la prucba de log rank para analizar la
significancia de la diferencia entre los valores de TTE de un grupo tratado con el firmaco y
¢l grupo de control tratado con el vehiculo. La prueba log rank analiza los datos para todos
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los animales excepto las muertes NTR. Los andlisis estadisticos bilaterales se realizaron a P
=(,05. Las curvas de la mediana del crecimiento tumoral del grupo muestran la mediana del
volumen tumoral (MTV) en funcién del tiempo. En los casos en los que se retird un animal
del estudio debido al tamafio del tumor o a la muerte TR, el volumen tumoral final
registrado para el animal se incluyd con los datos usados para calcular la mediana del
volumen en puntos de tiempo siguientes. Cuando tuvo lugar més de una muerte en un grupo
de tratamiento, la curva de crecimiento tumoral para ese grupo fue truncada en el momento
de la segunda muerte.

[0073] Los grupos 2 y 3 recibieron el compuesto 9091 a 120 y 60 mg/kg
respectivamente. Los grupos 2 y 3 experimentaron 212% TGD y una actividad
antineoplasica muy significativa (P < 0,001). Las MTV para seis ratones en cada grupo,
fueron de 56 y 148 mm’, respectivamente. En el grupo 2, el 9091 produjo tres respuestas de
PR y tres de LTTFS. En el grupo 3, el 9091 produjo cinco respuestas de PR y una de
LTTFS. El compuesto 9091 produjo 100% de supervivencia y seis respuestas de regresién
en ambas dosis, en la de 120 y en la de 60 mg/kg: estos tratamientos produjeron tres y una
LTTFS y causaron pérdidas de masa corporal promedio del grupo de 10,7% y 5,5%,
respectivamente.

[0074] Los datos se encuentran en las tablas 1A y 1B a continuacién:

Resumen de las respuestas al tratamiento para el estudio Panc-1

Tabla 1A
Régimen de tratamiento 1
Grupo | n | Agente mg/kg | Via Plan Mediana | T-C | %TGD
de TTE
1 6| 5%EC en po qdx1i 18,9 —_ —_
sucro
fisiolégico
2 6 | 9091 120 po gdx1 59,0 40,1 212%
3 6 | 5091 60 po qdx1 59,0 40,1 212%

TTE - tiempo transcurrido hasta el criterio determinado (dias), 1200 mg

T-C - Diferencia entre TTE (dlas) del grupo tratado respecto al grupo de control, % TGD=[(T-C)/C]
n - ndimero de ratones

S%EC - 5% Etanol + 5% Cremophor

Tabla 1B
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Grupo | Promedio de | Nde | N* de| N de | Pérdida % [N de | N* de
carga tumoral (n), | PR CR LTTES deBWmix; | TR NTR
dis 59 dia
1 —{(0) 0 0 0 — 0 0
2 56(6) 3 3 3 -10,7%; 0 0
dia 10
3 148(6) 5 1 1 -5,5%; 0 0.
dia 10

CR - Tumor no palpeble para tres mediciones consecutivas durente el estudio

PR - Remision del tumor a <50% del tamaflo inicial pars tres mediciones consecutivas durante el estudio
LTTES - Sobreviviontes sin tumor a largo plazo, animales clasificados como CR al final de un estudio

La prueba log rank es equivalente a la prucba de Mantel-Hacnazel; ns=no significativo, * - p<0,05; ** -

p<0,01; *** . p<0,001; comparado con el grupo 1
TR - Muerte relacionada al tratamiento
NTR - Muerte no relacionada al tratamiento

Ejemplo 4
Evaluacién de la eficacia IV de 9091

[0075] Se evalué la actividad antineoplésica de 9091 contra un xenoinjerto de tumor
pancredtico humano Panc-1. Se mantuvieron carcinomas pancredticos humanos Panc-1 en
ratones atimicos desnudos. Un fragmento de tumor (1 mm®) se implantd s.c. en el flanco
derecho de cada ratén de prueba. Los tumores se verificaban dos veces por semana y luego
diariamente a medida que su tamaflo alcanzaba 200-400 mm’ con una medie de 250-300
mm’. El dia 1 del estudio, los animales se distribuyeron en grupos de seis ratones con
tamafios de tumor de 171,5—486,0 mm® y promedio grupal del tamafio del tumor de 269,7 -
275,0 mm’. Los ratones se distribuyeron en grupos con seis ratones cada uno y se trataron de
acuerdo con el protocolo de las tablas 2A y 2B. Todos los tratamientos se administraron por
via intravenosa. Los ratones del grupo 1 de control recibieron etanol al 5% y el vehiculo
Liposyn II 95%, una vez el dfa 1 (qd x 1). El grupo 2 recibié 9091 en una dosis de 20 mg/kg
cada dos dias x 5. El grupo 3 recibié 9091 en una dosis de 30 mg/kg q4d x 4. Los grupos 4y
5 recibicron 9091 qd x 1 en una dosis de 120 y 60 mg/kg, respectivamente. Los volémenes
de administracién fueron de 0,5 mL/20 g de masa corporal para regimenes de
administracién qd x 1 y 0,3 mL/20 g de masa corporal para planes de administracién qgod x 5
o q4d x 4. Los voliimenes de administracién se regularon a escala de acuerdo a la masa
corporal de cada animal. El vehiculo se administré a los ratones del grupo 1 en una dosis
tnica el dia 1 (gd x 1). Los tumores en cinco de los seis ratones tratados con el vehiculo
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crecieron al volumen del criterio de 1200 mm®, con una TTE media de 15,8 dfas. No se
registraron respuestas de remisién. La presencia de un sobreviviente a los 56 dias indica un
nivel de fondo potencial de un injerto de tumor algo insatisfactorio por grupo.

[0076] El grupo 2 recibi6 9091 en una dosis de 20 mg/kg qod x 5. El grupo 3 recibid
9091 en una dosis de 30 mg/kg q4d x 4. Los grupos 4 y 5 recibieron 9091 qd x 1 en una
dosis de 120 y 60 mg/kg respectivamente. Se registraron cinco muertes TR en el grupo 2,
que no pudo evaluarse respecto a la eficacia del tratamiento. Dos ratones del grupo 4
murieron por causas NTR. Los grupos 3-5 experimentaron 254% TGD cada uno. Este
resultado es muy significativo en los grupos 3 y 5 (P <0,01), y significativo en el grupo 4 (P
< 0,05). En los grupos 3-5 ningfin tumor alcanzd el volumen del criterio; la MTV para seis
ratones fue de 40, 58 y 126 mm’, respectivamente. En el grupo 3, se registraron cinco
respuestas de PR y una LTTFS. En cada uno de los grupos 4 y 5, se registraron seis
respuestas de PR. 9091 alcanz6 su mayor cficacia en el régimen de 30 mg/kg g4d x 4. Este
tratamiento proporcioné cinco respuestas de PR y una LTTFS, mientras que causé un
miximo de pérdida de masa corporal promedio en el grupo de ~13%. Las dosis tmicas a 120
y 60 mg/kg produjeron seis respuestas de PR cada una, mientras que causaron una pérdida
de masa corporal promedio en el grupo de ~8% y ~5%, respectivamente. Cada uno de estos
tres tratamientos con 9091 produjo seis sobrevivientes al final del estudio con MTV de 40,
58 y 126 mm’, respectivamente.
Tabla 2: Resumen de las respuestas al tratamiento para el estudio Panc-1
Tabla 2A

Régimen de tratamiento 1 Mediana
de TTE

Grupo | n | Agente | mgkg | Via Plan TC %TGD
1 6 | Vehiculo v qdx1 15,8 _ -

2 6 | 9091 20 v godx 5 10,0 —_ —_

3 6 | 9091 30 v gddx 4 56,0 40,2 254%

4 6 | 9091 120 v qdx1 56,0 40,2 254%

5 6 | 9091 60 v qdx 5 56,0 402 254%

TTE - tiempo trenscurrido hasta el criterio determinado (dias), 1200 mg
T-C - Diferencia entre TTE (dias) del grupo tratado respecto al grupo de control, %TGD=[(T-C)/C]
n - nimero de ratones
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Tabla 2B
Grupo | Promedio de | N° N* N*  de | Sigoificancia | Pérdida N° de | N* de
carga tumoral | de de LTTES | delogrank | % de BW | TR NTR
(n), dia 36 PR CR méx; dia
1 320(1) 0 0 0 — — 0 0
2 108(1) 1 0 0 — -15,7%; 5 0
dia 10
3 40,25(6) 5 1 1 p<0,01 =13,2%,; 0 0
dia 17
4 57,5(6) 6 0 0 p <0,05 -7,8%; o 2
dia 7
5 126(6) 6 0 0 p<0,01 -4,9%,; 0 0
dia 7

CR - Tumor no palpable para tres mediciones consecutivas durante el estudio

PR - Regresion del tumor a <50% del tamailo inicial para tres mediciones consecutivas durante el estudio
LTTES — Sobrevivientes sin tumor a largo plazo, animales clasificados como CR al final de un estudio

La pruecba log rank es equivalente a la prueba de Mantel-Haenszel; ns=no significativo, * - p<0,05; ** -

p<0,01; *** - p<0,001; comparado con el grupo 1
TR - Muerte relecionada al tratamiento
NTR - Muerte no relacionada al tratamiento

Ejemplo 5
Estudio de eficacia para 9091 en el xenoinjerto HT29

[0077] Siguiendo regimenes de administracién oral e intravenosa similares a los del
xenoinjerto con Panc-1 descritos en los ejemplos 3 y 4, el compuesto 9091 también fue
evaluado en el xenoinjerto con HT29 (carcinoma de colon humano obtenido de la Coleccién
Estadounidense de Cultivos Tipo, Manassas, VA). Los resultados se resumen en las tablas 3
y4.

Tabla 3A:
Disefio de protocolo para el estudio HT29 con el compuesto 9091

Régimen de tratamiento 1

Grupo n Agente mgkg | Via Plan
1 6 5%EC en suero po gdx1
fisiolégico
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18 6 9091 15 po qdx 4
19 6 9091 30 po qid x 4
20 6 9091 45 po qddx 4
21 6 9091 60 po qddx4
Tabla 3B:
Resumen de respuesta al tratamiento para el estudio HT29 con el compuesto 9091
Régimen 1 MDSal0g %doBW Mix. | N*de muertes
Gropo |o| Agente | mai Via Plan +SEM (n) Peride; dia TR | NTR
MEC en
BOCI0
1 6| fisiclégico po adx1 63 + 15 (6 |- o |o
18 6| 9091 15 qgdx4 (244 + 14 (® |- o |jo
19 6| 9091 30 po qMdx4 |256 =+ m | 113%de21 |0 |o
20 6| 9091 45 po atdx 4 t 0) | -22,6%; dia 17 0 0
21 6| 9091 60 po qidx4 + © |281%de17 |4 |0

0 - niimero de matones

SHEC - % Etanol + 3% Cromophor

Tabla 4A:
Disefio de protocolo para el estudio HT29 con el compuesto 9091 (IV)
Régimen de tratamiento 1

Grupo n Agente mg/kg Via Plan
1 6 Sin tratamiento
2 6 vehiculo v Q4dx 4
3 6 vehiculo v Qidx4
4 6 vehiculo v Qddx 4
5 6 9091 120 v QDx1
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6 6 9091 60 1\ QDx1
7 6 9091 120 v QDx1
8 ] 5091 60 v QDx 1]
9 6 5091 120 v QDx1
10 6 9091 60 v QDx1
14 ] 9091 30 v Qi4dx4
15 6 9091 20 v Qidx4
16 6 9091 30 Iv Q4dx 4
17 6 9091 20 v Qadx 4
18 6 9091 30 IV Qddx 4
19 6 9091 20 v Q4Dx4
Tabla 4B:
Resumen de respuesta al tratamiento para el estudio HT29 con el compuesto 9091
Gnpe Rigimen 1 Rigiman 2 MDB3a10p Pérdic M. % N de muare®
n
Agenis mphg Agents mohp * SEM (n) de masa copora:dis | TR NTR
1 6 | sn tmtmmisenin 11 : 10 (10 - 0 1
2 6| whiuo masun | 03 | 210 : a0 - 0 (]
RO R s = 1
— e
& [ 2001 120 | msemax | 08x2 & -11,2%: dia 10 0 °
] ] 2081 e moenm s | 18 : op -49%:; din7 0 0
7 [ 2001 1 | ﬂ__ﬂl'“" 08x2 Y - dia 10 [ [
[ ] o0t o |Pamesam| a5 | 8 = 40%;din7 [ )
[ ] 9081 1m Eﬂ#‘:'-h 0B8x2 & -10,0%; din 14 [ 0
10 8 ] 00 | | 08 | 40 2 -2.3%: dia 10 [ ]
" [ 2001 0 LT 03 " -16.0%; din 17 (] [
18 8 [ -] n [ ] 03 ] -175%; dia 17 0 ]
° |6 9001 2 “'_?"‘F'j-_' 03 x 18, dta 17 ) )
7 8 2001 20 ::F"": 03 & 14 4A%; dia 14 o )
L] [} 001 0 rlﬂ:: 03 & -22,7%; dia 21 [} ]
19 [ o001 o !;.':' 03 & 0.0%:; din 14 o 0
B de musrae: TH (Helacionains o Netamianio); NTR (NO miscionadas e tatemionio)
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[0078] En las figuras 1-7 se presentan los resultados gréficos de la evaluacién del
compuesto 9091 con xenoinjertos en ratén.

Ejemplo 6
Evaluacién de toxicidad in vivo en ratas

[0079] Se evalud la toxicidad en rates Sprague-Dawley de 250-300 g y se usaron tres
ratas por grupo de dosis. Un estudio estuvo compuesto por tres grupos de dosis del
compuesto de prueba (es decir, 3 mg/kg, 9mp/kg y 12 mg/kg para administracién
intravenosa; 15 mg/kg, 30 mg/kg y 40 mg/kg) y un grupo de control. Se observé a los
animales y se recolectaron datos de la quimica clinica en los dfas 4 y 10. Enel dfa 11 se les
practicd cutanasia a las ratas y se extirparon los nervios y se fijaron luego de la eutanasia
para examinarlos con més detalle.

[0080] A cada rata se le asigné el puntaje que se describe a continuacién y se le
asign6 un puntaje de toxicidad final que incorpora todos los parimetros. A una rata muerta
se le asigna un puntaje de cero. La tabla § que se muestra a continuacion proporciona los
criterios empleados para determinar de qué forma contribuye al puntaje cada parimetro de
toxicidad. La mayorfa de los parémetros aportan un valor positivo con respecto al posible
puntaje total de 130, Para la masa corporal, el recuento de gl6bulos blancos y la disminucién
de plaquetas, se tiene en cuenta la recuperacién. Si ¢l parimetro no muestra una
recuperacion, entonces se resta un valor de -5 del total. El puntaje total se divide entre 13
para colocarlo en una escala de 0 a 10. Para el puntaje de neurotoxicidad, un -10 indica que

se observaron lesiones degenerativas del axdn, mientras que 0 indica que no hubo lesiones.

Tabla §. Criterios para la puntuacién de toxicidad en ratas

Observacién Puntaje
Recuperacién  en
semana 2
Neurotoxicidad | N (0) S(14) N S
0 -10
Pérdida demasa | >20% >15% >10% <10%
corporul
0 5 10 20 -5 0
Disminucién de | >50% >25% >10% <10%
WBC
0 5 10 20 -5 0
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Disminucién de | >75% >50% >25% <25%
plaquetas

0 5 10 20 =5 0
Aumento de | >2Xcont. >1,5Xcont >1,25Xcont <],25Xcont
AST

0 5 10 20
Aumento  de | >2Xcont >1,5Xcont >1,25Xcont <1,25Xcont
ALT

0 5 10 20
Aumento  de | >2Xcont >1,5Xcont >1,25Xcont <],25Xcont
BUN

0 5 10 20
Dinrres liquida/ | N S
acuosa

5 0
Diarreanmcosa/ | N S
sanguinolenta

5 0

Miximo puntaje asignado (cada rata) = 130
Prom = promedio de 3 grupos

cont - control

AST — Aspartato aminotrasferasa (AST);

PTL - Plaguetas;

WBC - glébulos blancos

Puntaje del grupo = promedio de 3 rutas/13;
Prom. de peso = (Z(dosis x punt. grupo))/24

ALT - Alanina aminotransferasa;
BUN — Nitrdgeno de urea en sangre

[0081] En la tabla 6 se presenta una muestra de los datos para un estudio de
toxicidad en ratas con administracién oral del compuesto 9091.

Tabla 6. Entradas de muestra en los puntajes de toxicidad en ratas; estudio de

administracién oral
|R = Recuperscidal |Compaesto 3091
| | |
[Dexi/Rata INa[pwiR [WBC|R [AST IR [ALT [R  |[BUN [FTLR |uw |nm Paat.
Tox r Dis [Dia |oml
Doss alta
mg/kg
i o s Jo o [ 20 30 5 o [0 [0 [« e
[Rata 2 ST N R O GO 3 20 10 s o Pps s
[Ratn3 (100 [ 0 [0 [0 20 20 20 0 o o
[PROMI60 |10 4.2
Dozis media o
np/iy 0
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I L 1| [ 1+ 1 P
[Rama 1 5 o jo o J 20 20 20 jo jo o |5 |ss
o 2 10 [0 o2 [0 20 010 o P[5 |55
Rata 3 -10 [10 o [o |20 20 20 200 o o Jo e
PROM|85,7  [260 |6,67
Dosis baja 0
15 mg/kg 0
0
[Ram 1 20 o |5 R0 20 20 20 |o 5 10 [0
[Rata2 F0j10 o Jo o po 20 g 20 Jo 5 a5 [ss
[Ram 3 20 o jo fo 2o 20 10 Jo 5 95
| 11 lmT-lkv %I—m

[0082] Los puntajes resultantes de un estudio completo de los regimenes de
administracién oral y dos intravenosos en ratas se resumen en la tabla 7 a continuacién y se

comparan con un anélogo descrito previamente, el compuesto 3071. La estructura del
compuesto 3071 se puede encontrar en el ejemplo 9.

Tabla 7. Puntajes de toxicidad de estudios realizados en ratas del compuesto 9091 (respecto

_ [Puntaje de toxicidad — _ ]
ompuesto / Dosis =3 3mg 9mg | 12mg | Promedio |Prom. Ponderado
IV 3071 7.7 ] [] 48
IV 9081 5 7 7,9 A
IV 9081 96 8 81 7,68
Compuesto i5mg | 30 40mg | Promedio |Prom. Ponderado
Oral 3071 82 5 1,6 43 3.6
Oral 9081 74 62 58
a3071)
Ejemplo 7

Ensayo de eficacia in vivo en estudios de xenoinjertos en ratones
[0083] Para simplificar la interpretacién de los estudios de xenoinjertos en ratones, se
derivé un puntaje de eficacia a partir de los estudios de xenoinjertos en ratones ya descritos

en los ejemplos 4 y 5.
Puntaje = 10*(TWdl — TWdn)TWd1, donde

\O\

TWd1 = peso del tumor en el dia |
TWDn = peso minimo del tumor después del dia 9
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As{ que el mejor puntaje para una remisién completa seria 10. Los resultados para el
compuesto 9091 se resumen en las tablas 8a y 8b y se comparan con los valores para los
andlogos 3071 y 3102.

Tabla 8A:

Eficacia de 9091 respecto a 3071 en estudios de xenoinjertos en ratén de dosis oral inica a
60 y 120 mg/kg

Compuesto Tumor Dosis Puntaje

3071 Panc-1 80 5.8
3071 Panc-1 120 7.3
3071 HT29 80 6,3
3071 HT28 120 7,5
9091 Panc-1 80 83
8081 Panc-1 120 8.1
8081 HT29 80 43
9001 HT28 120 8,7

Tabla 8B.

Eficacia de 9091 respecto a 3102 en estudios de xenoinjertos en ratén de dosis IV (inica

Compuesto Tumor Dosls Puntaje

3102 Panc-1 60 28
3102 Panc-1 120 53
3102 HT20 80 1,3
3102 HT20 120 53
9091 Panc-1 80 7.7
8091 Panc-1 120 86
2081 HT20 60 8
2081 HT28 120 8,7

Ejemplo 9

Datos de toxicidad y eficacia comparativa

[0084] En la tabla 9 se presentan datos de eficacia adicionales de estudios de
proliferacién celular asf como también puntajes de estudios de toxicidad en ratas para
compuestos comparables que corresponden a la férmula
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Todos los compuestos que aparecen en la tabla 9, excepto el compuesto 9091, aparecen en
la publicacién PCT WO01/57032.

Tabla 9 Resumen comparativo de datos de toxicidad

(Compuesto |X, X, Ry HCT116 [VM46  [Tox. rata [Tox. rata
ICsq, DM [ICsp, nM [punt. IV [punt. PO

Ipncuuxel |Ph00 |Ph AcO 2,1 20,0

[docetaxel [tBvOCO |Ph loR lo.6 |67

{0343 [BuOCO Pfu |eproCOO  [0,24 |o.,86 lo lo

854 [BuOCO Pth |eproCOO 0,05 lo,09 1 lo

2781 [BuOCO [3fu |cproCOO 0,18 1,91 1 lo

2794 [tBuOCO [3th leproCOO 0,28 2,03

2802 [BuOCO Ppy |cproCOO 0,30 3,32

2813 tBuOCO l4py leproCOO  [0,05 8,22

3071 [iPrOCO [th |cproCOO 0,17 1,51 5 4

3102 [iIBuOCO Pfu leproCOO 0,33 1,49 l6 l6

3129 iBuOCO [Pth |cproCOO  ]1,53 2. 88

3132 InPrCO Pth |eproCOO 0,37 5,33

3677 [EfOCO  [2fu leproCOO  }0,30 18,56

3853 lirrOCO Pfu leproCOO ~ }0,08 [0,99 1 1

4051 [EsOCO [2th [cproCOO 10,30 1,62

4062 InPrCO [2fu [cproCOO 0,59 7,64

4665 iBuOCO [3fu lcproCOO 2,13 28.45

5011 iBuOCO [3th |cproCOO 2,99 |8,47

[9091 irrOCO Pth lcpemtCOO  |0,63 1,87 Is. 8 l6

Los resultados de los estudios antes descritos indican que el compuesto 9091
pertenece a una clase de agentes eficaces contra varias lineas tumorales. Cuando se lo
compara con los anflogos, el compuesto 9091 demuestra un mejor perfil de toxicidad en
ratas cuando se administra por via intravenosa. A pesar de que tiene un mejor perfil de
toxicidad en los estudios con ratas en dosis orales, el compuesto 9091 es més eficaz que el
compuesto 3071 en los estudios de xenoinjertos de dosis oral tinica, y el compuesto 9091 es
mucho més eficaz que el compuesto 3102 (otro andlogo) en los estudios de xenoinjertos de
dosis IV tinica en dosis de 60 mg/kg y 120 mg/kg.

Por lo tanto, el compuesto 9091, tiene el potencial de un agente antineopldsico
efectivo y seguro para administracién oral e IV.
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Reivindicaci
Lo que se reivindica es:
1. Un taxano que tiene la estructura:

donde X; es tienilo, Ac es acetilo, y Bz es benzoflo.

2. El taxano de la reivindicacién 1 que tiene la estructura:

3. El taxano de la reivindicacién 1 donde el sustituyente hidroxilo en C7 y el
sustituyente ciclopentilcarboniloxilo en C10 tienen la configuracién estereoquimica beta.

4. Una composicién farmacéutica que comprende al taxano de la reivindicacién 1 y
al menos un vehiculo aprobado para uso farmacéutico.

5. La composicién de la reivindicacién 4 en la que la concentracién de taxano estd
entre 0,01 mg/mL y 10 mg/mL.

39



PCT/US2005/004442
WO 2005079319

6. La composicién de la reivindicacién 4 en la que la composicidn esta en forma de
una sola dosis para administracién oral y 1a forma de dosificacién unitaria contiene al menos
20 mg del taxano por m? de 4rea superficial del paciente.

7. La composicién de la reivindicacién 6 en la que la forma de dosis unitaria contiene
entre alrededor de 25 mg y alrededor de 400 mg del taxano por m® de drea superficial del
cuerpo del paciente.

8. La composicién de la reivindicacién 7 en la que 1a forma de dosis unitaria contiene
entre alrededor de 50 mp y alrededor de 200 mg de taxano por m2 de érea superficial del
cuerpo del paciente.

9. La composicién de la reivindicacién 4 en donde la composicién esta en forma de
una sola dosis para administracién parenteral y la forma de dosis unitaria contiene al menos
20mg del taxano por m® de érea superficial del cuerpo del paciente.

10. La composicién de la reivindicacién 9 en donde la forma de dosis unitaria
contiene entre alrededor de 40 mg y alrededor de 400 mg del taxano por m? de 4rea
superficial del cuerpo del paciente.

11. La composicién de la reivindicacién 10 en donde la forma de dosis unitaria
contiene entre alrededor de 60 mg y alrededor de 350 mg de taxano por m’ de drea

superficial del cuerpo del paciente.

12 La composicién de la reivindicacién 4 en donde la composicién comprende
alrededor de 10% de etanol.

13. La composicién de la reivindicacién 12 en donde la composicién es para
administracién oral.

14. La composicién de la reivindicacién 13 en donde la composicién esta en forma de
una solucién oral.
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15. La composicién de la reivindicacién 14 en donde la composicién comprende al
menos alrededor de 90% de agua destilada.

16. La composicién de la reivindicacién 15 en donde la composicién comprende
menos de 10% de surfactante.

17. La composici6n de la reivindicacién 16 en donde el surfactente es polisorbato 80,
aceite de castor polietoxilado, o una combinacién de los mismos.
18. La composicion de la reivindicacién 12 en donde la composicién es para

administracién parenteral.

19. La composicién de la reivindicacién 18 en donde la composicién es en forma de

una emulsion.

20. La composicién de la reivindicacién 19 en donde la composicién se prepara
combinando la solucidn de etanol y una emulsién de grasa.

21. La composicién de la reivindicacién 20 en donde la emulsién de grasa contiene
desde alrededor de 10 a alrededor de 20% de grasa.

22. La composici6n de la reivindicacién 18 en donde la composicién es una solucién.

23. La composicion de la reivindicacién 22 en donde la composicién comprende al
85% de soluci6n salina.

24. La composicién de la reivindicacién 23 en donde la composicién comprende
menos de alrededor de 10% de surfactante.

25. La composicién de la reivindicacién 24 en donde el surfactante es polisorbato 80,
aceite de castor polietoxilado o0 una combinacién de los mismos.

26. Un método para inhibir el crecimiento tumoral en mamiferos, dicho método
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién
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farmacéutica que comprende el taxano de la reivindicacién 1 y al menos un portador
farmacéuticamente aceptable.

27. El método de la reivindicacién 26 en donde dicha composicién farmacéutica se
administra oralmente.

28. El método de la reivindicacién 26 en donde ducha composicién farmacéutica se

29. El método de la reivindicacién 28 en donde el mamifero se trata previamente con
dexametasona, difenhidramina, u otro agente que minimiza las reacciones adversas de la

administracién de la composicién farmacéutica y la composicién farmacéutica comprende
un surfactante.

30. El método de la reivindicacién 29 en donde el surfactante es polisorbato 80, aceite
de castor polietoxilado, o0 una combinacién de los mismos. -

31. El método de la reivindicacién 26 en donde el tumor es carcinoma del seno,
pulmén, pancreas, colon, ovarios o préstata.

32. El método de la reivindicacién 31 donde el tumor es adenocarcinoma
pancreatico Panc-1 o carcinoma del colon HT-29.

33. El método de la reivindicacién 26 en donde el tumor es resistente al taxol.

34. E! método de la reivindicacién 33 en donde el tumor es carcinoma del colon

humano.

35. El método de la reivindicacién 34 en donde el tumor es carcinoma del colon
humano VM46.

36 El método de la reivindicacién 34 en donde el tumor es carcinoma del colon
humano DLD-1.
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RESUMEN

Un taxano que presente un sustituyente éster de ciclopentilo en C10, un sustituyente
ceto en C9, un sustituyente hidroxilo en C2, un sustituyente 2-tienilo en C3' y un
sustituyente isopropoxicarbamato en C3'.
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Mediana del volumen del tumor, mm®
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FIG. 6
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Claims
What is claimed is:
1. A taxane having the structure:

wherein X, is thienyl, Ac is acetyl, and Bz Is benzoyl.

2. The taxane of claim. 1 having the structure:

3. The taxane of claim 1 wherein the C7 hydroxy substituent and the C10

cyclopentylcarbonyloxy substituent both have the beta stereochemical configuration.

4. A phammaceutical composition comprising the taxane of any of claims 1-3
and at least one pharmaceutically acceptable carier.
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5. The composition of claim 4 wherein the iaxane concentration Is between
about 0.01 mg/mL and 10 mg/mL.

6. The composition of ciaim 4 whersin the composition is in a single dosage
unit form for oral administration and the dosage unit forrn contains at least 20 mg of
the taxane per m? of patient body surface area.

7. The composition of claim 6 wherein the dosage unit form contains between
about 25 mg and about 400 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

8. The composition of claim 7 wharein the dosage unit form contains between
about 50 mg and about 200 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

8. The composition of claim 4 wherein the composition is in a single dosage
unit form for parenteral administration and the dosage unit form contains at least
20 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

10. The composition of claim 9 wherein the dosage unit form contains

between about 40 mg and about 400 mg of the taxane per m? of patient body surface
area,

11. The composition of claim 10 wherein the dosage unit form contains

between about 60 mg and about 350 mg of the taxane per m? of patient body surface
area,

12. The composition of clalm 4 wherein the composition comprises up to
about 10% ethanol.

13. The composition of claim 12 wherein the composition is for oral
administration.
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14. The composition of claim 13 wherein the composition is in the form of an
oral solution,

15. The composition of claim 14 wherein the composition comprises at least
about 90% distilled water.

16. The composition of claim 15 wherein compoaition comprises less than
about 10% surfactant.

17. The composition of claim 18 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated caster oll, or a combination thereof.

18. The composition of claim 12 wherein the composition is for parenteral
administration.

18. The composition of claim 18 wherein the composition Is in the form of an
emulsion.

20. The composition of claim 19 whereln the composition Is prepared by
combining an ethanol solution and a fat emulsion.

21. The composition of claim 20 wherein the fat emulsion contalns from about
10% to about 20% fat.

22. The composition of claim 18 wherein the composition is a solution.

23. The composition of claim 22 wherein the composition comprises at least

“about 85% saline.

24. The composition of claim 23 whereln the composition comprises less than
about 10% surfactant.
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25. The composition of claim 24 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated castor oll, or a combination thereof.

26. A method of inhibiting tumor growth In mammals, sald method comprising
administering a therapeutically effective amount of a pharmaceutical composition

comprising the taxane of claim 1 and at least one pharmacsutically acceptable
carrier.

27. The method of claim 26 wherein said pharmaceutical composition is
administered orally.

28. The method of claim 26 where sald phammaceutical composition is
. administered parenterally.

28. The method of claim 28 wherein the mammal is pretreated with
dexamethasone, diphenhydramine, or an other agent that minimizes adverse
reactions from the administration of the pharmaceutical composition and the

pharmacsutical composition comprises a surfactant.

30. The method of claim 29 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated caster oil, or a combination thereof.

31. The method of claim 26 whereln the tumor is breast, lung, pancreas,
colon, ovarian or prostate carcinoma.

32, The method of claim 31 wherein the tumor fs Panc-1 pancreatic
adenocarcinoma or HT-29 colon carcinoma.

33. The method of claim 26 wherein the tumor Is resistant to paclitaxel.

34. The method of claim 33 wherein the tumor is a human colon &arcinoma.
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35. The method of claim 34 wherein the tumor Is VM46 Human Colon
Carc'inoma.

36. The method of claim 34 wherein the tumor is DLD-1 Human Colon
Carcinoma.
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Claims
What is claimed is:
1. A taxane having the structure:

wherein X, is thienyl, Ac is acetyl, and Bz is benzoyl.

2. The taxane of claim 1 having the structure:

3. The taxane of claim 1 wherein the C7 hydroxy substituent and the C10
cyclopentylcarbonyloxy substituent both have the beta stereochemical configuration.

4. A pharmaceutical composition comprising the taxane of any of claims 1-3
claim-t-and at least one pharmaceutically acceptable carrier.
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5. The composition of claim 4 wherein the taxane concentration is between
about 0.01 mg/mL and 10 mg/mL.

6. The composition of claim 4 wherein the composition is in a single dosage
unit form for oral administration and the dosage unit form contains at least 20 mg of
the taxane per m? of patient body surface area.

7. The composition of claim 8 whereln the dosage unit form contains between
about 25 mg and about 400 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

8. The composition of claim 7 wherein the dosage unit form contains between
about 50 mg and about 200 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

9. The composition of claim 4 wherein the composition is in a single dosage
unit form for parenteral administration and the dosage unit form contains at least
20 mg of the taxane per m? of patient body surface area.

10. The composition of claim 9 wherein the dosage unit form contalns
between about 40 mg and about 400 mg of the taxane per m? of patient body surface
area.

11. The composition of claim 10 wherein the dosage unit form contains
betwesn about 60 mg and about 350 mg of the taxane per m? of patient body surface
area.

12. The composition of claim 4 wherein the composition comprises up to
about 10% sthanol.

13. The compaosition of claim 12 wherein the composition is for oral
administration.
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14. The composition of claim 13 wherein the composition is in the form of an
oral solution.

15. The composition of claim 14 wherein the composition comprises at least
about 90% distilled water.

16. The composition of claim 15 wherein composition comprises less than
about 10% surfactant.

17. The composition of claim 16 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated caster oil, or a combination thereof.

18. The composition of claim 12 wherein the composition is for parenteral
administration.

19. The composition of claim 18 wherein the composition is in the form of an
emulsion.

20. The composition of claim 19 wherein the composition is prepared by
combining an ethanol solution and a fat emuision.

21. The composition of claim 20 wherein the fat emulsion contains from about
10% to about 20% fat.

22. The composition of claim 18 wherein the composition is a solution.

23. The composition of claim 22 wherein the composition comprises at least
about 85% saline.

24. The composition of claim 23 wherein the composition comprises less than
about 10% surfactant.
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25. The composition of claim 24 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated castor oll, or a combination thereof.

26. A method of inhibiting tumor growth in mammals, said method comprising
administering a therapeutically effective amount of a pharmaceutical composition

comprising the taxane of claim 1 and at least one pharmaceutically acceptable
carrier.

27. The method of claim 26 wherein sald pharmaceutical composition is
administered orally.

28. The method of claim 26 where said pharmaceutical composition Is
administered parenterally.

29. The method of claim 28 wherein the mammal is pretreated with
dexamethasone, diphenhydramine, or an other agent that minimizes adverse
reactions from the administration of the pharmaceutical composition and the

pharmaceutical composition comprises a surfactant.

30. The method of claim 29 wherein the surfactant is polysorbate 80,
polyethoxylated caster oll, or a combination thersof.

31. The method of claim 26 wherein the tumor is breast, lung, pancreas,
colon, ovarian or prostate carcinoma.

32. The method of claim 31 wherein the tumor is Panc-1 pancreatic
adenocarcinoma or HT-29 colon carcinoma.

33. The method of claim 26 wherein the tumor is resistant to paclitaxel texel.

34. The method of claim 33 wherein the tumor is 2 human colon carcinoma.
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35. The method of claim 34 wherein the tumor Is VM46 Human Colon
Carcinoma.

36. The method of claim 34 wherein the tumor is DLD-1 Human Colon
Carcinoma.
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REIVINDICACIONES

MODIFICADAS



Reivindicaciones
Lo que se reivindica es:
1. Un taxano que tiene la estructura:

donde X es tienilo, Ac es acetilo, y Bz es benzollo.

2. El taxano de la reivindicacién 1 que tiene la estructura:

3. El taxano de la reivindicacién 1 donde el sustituyente hidroxilo en C7 y el
sustituyente ciclopentilcarboniloxilo en C10 tienen la configuracién estereoquimica
beta.

4. Una composicién farmacéutica que comprende al taxano de cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3 y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

5. La composicién de la reivindicacién 4 en la que la concentracién de taxano
estd entre 0,01 mg/ml. y 10 mg/mL.
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6. La composicidn de la reivindicacién 4 en la que la composicién esta en
forma de una sola dosis para administracién oral y la forma de dosificacidn unitaria
contiene al menos 20 mg del taxano por m? de &rea superficial del paciente.

7. La composicién de la reivindicacién 6 en la que la forma de dosis unitaria
contiene entre alrededor de 25 mg y alrededor de 400 mg del taxano por m? de drea
superficial del cuerpo del paciente.

8. La composicion de la reivindicacién 7 en la que la forma de dosis unitaria
contiene entre alrededor de 50 mg y alrededor de 200 mg de taxano por m2 de rea

superficial del cuerpo del paciente.

9. La composicién de la reivindicacién 4 en donde la composicién esta
forma de una sola dosis para administracién parenteral y la forma de dosis unitaria
contiene al menos 20mg del taxano por m? de érea superficial del cuerpo del paciente.

10. La composicién de la reivindicacién 9 en donde la forma de dosis unitaria
contiene entre alrededor de 40 mg y alrededor de 400 mg del taxano por m? de drea

superficial del cuerpo del paciente.

11. La composicién de la reivindicacién 10 en donde la forma de dosis unitaria
contiene entre alrededor de 60 mg y alrededor de 350 mg de taxano por m” de érea

superficial del cuerpo del paciente.

12 La composicion de la reivindicacién 4 en donde la composicién comprende
alrededor de 10% de etanol.

13. La composicién de la reivindicacion 12 en donde la composicién es para
administracién oral.

14, La composicién de la reivindicacion 13 en donde la composicién esta en

forma de una solucién oral.

15. La composicién de la reivindicacién 14 en donde la composicién
comprende al menos alrededor de 90% de agua destilada.
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16. La composicién de la reivindicacién 15 en donde la composicién
comprende menos de 10% de surfactante.

17. La composicion de la reivindicacién 16 en donde el surfactante es
polisorbato 80, aceite de castor polietoxilado, o una combinacién de los mismos.

18. La composicién de la reivindicacién 12 en donde la composicién es para
administracién parenteral.

19. La composicién de la reivindicacién 18 en donde la composicidn es en

forma de una emulsién.

20. La composicién de la reivindicacién 19 en donde la composicién se

prepara combinando la solucién de etanol y una emulsién de grasa.

21. La composiciéon de la reivindicacién 20 en donde la emulsién de grasa
contiene desde alrededor de 10 a alrededor de 20% de grasa.

22. La composicién de la reivindicacién 18 en donde la composicién es una

solucién.

23. La composicion de la reivindicacién 22 donde la composicién
comprende al menos 85% de solucidn salina.

24, La composicién de la reivindicacién 23 donde la composicién
comprende menos de alrededor de 10% de surfactante.

25. La composicion de la reivindicacién 24 donde el surfactante es
polisorbato 80, aceite de castor polictoxilado o una combinacién de los mismos.

26. Un método para inhibir el crecimiento tumoral mamiferos, dicho
método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicién farmacéutica que comprende el taxano de la reivindicacién 1 y al menos
un portador farmacéuticamente aceptable.
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27. El método de la reivindicacién 26 en donde dicha composicién
farmacéutica se administra oralmente.

28. El método de la reivindicacién 26 en donde ducha composicién
farmacéutica se administra parenteralmente.

29. El método de la reivindicacién 28 en donde el mamifero se trata
previamente con dexametasona, difenhidramina, 0 un otro agente que minimiza las
reacciones adversas de la administracién de la composicién farmacéutica y la
composicién farmacéutica comprende un surfactante.

30. El método de la reivindicacién 29 en donde el surfactante es polisorbato

80, aceite de castor polietoxilado, 0 una combinacién de los mismos.

31. El método de la reivindicacién 26 en donde el tumor es carcinoma del seno,
pulmén, péncreas, colon, ovarios o préstata.

32. El método de la reivindicacién 31 en donde el tumor es adenocarcinoma
pancreatico Panc-1 o carcinoma del colon HT-29.

33. El método de la reivindicacién 26 en donde el tumor es resistente al
paclitaxel,

34. El método de la reivindicacién 33 en donde el tumor es un carcinoma del

colon humano.

35. El método de la reivindicacién 34 en donde el tumor es carcinoma del
colon humano VM46.

36 El método de la reivindicacion 34 en donde el tumor es carcinoma del colon
humano DLD-1.
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camsbined with o or o ether sxh decyment, such cuxbinsion
Ttuing cbvious 1 & person skilied ko e %
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Dute of the scnual eompletion of the lxersarional search
17 17,

Name and maillng adidress of the ISA/US
Mall Swp FCT, Amx ISA/US
CommszimloceT for Prienty
P.0. Box 143
Alczamiris, Viegitia 22913-14%

Facalmile No. (703) 305-1230

s . owend 1PUA ’/ﬂ}g

Telephone No. 5T1-2724700

Form PCT/ISAJ210 {scomd sheex) (Jamuzry 2004)
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. PATENT COOPERATION TREAT.
From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
To:
BRADLEY §. SCHAMMEL PCT
SENNIGER POWERS
o OTOLITAN SQUARS WRITTEN OPINION OF THE
ST. LOUIS, MO 63102 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
_"""'“ !“"'"!T!"", I < or &g
Applican’ u or agent’s file referance FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below
FSUMI10607.16 _
Insernational application No. Intermational filiog date (dey/menth/year) | Priority due (day/month/year)
PCT/USOS0M4E 7] 2008 (14. 13 2004 (13.02.2004,

Imemationl Parerx Classification (IPC) ar both natlonal elamlfication md IPC

IPO(7): 07D 408/00; ASIK 31738 sl US Cl.: 314/444; S40/60
Applicans

FLORIDA STATE UNIVERSITY RESHARCH FOUNDATION, INC

[X] BoxNo.1  Bauis of the opinien

[ saNon  Priciy
D Bax No. Il
D Box No. [V Lack of uhy of invendon
Box No. V

D Box No. V1
[ sexve.vn
u

Cermin documents cired

IPEA a writien reply where
For funther options, see Form PCT/ISA/220.

3. For further detaiis, ses notes to Form PCT/ISA/220.

1. This opinion cantainy Indiestlons relaring 10 the fllowing lbeme

Non-establishmerx of opinitn with regand to povelty, [nventive Siep amd indusirial wpplicability

Reasoned stassygent imder Rule 43bis. 1(a)(T) with regard 10 navelty, Inventive ep or iadustrial
applicshilhry; citstions snd explanations srpparting such staternent

Cereain deferss In the Imernavions] applieacion
Certaln olmervations on the incermational applicytion

If thin opinion s, as provided ahove, considered to be 2 written opinion of the IFEA, the spplicam Iy mvited io sulbonk w the
together, with amendmenis, befare the expiration of 3 monthx from the date of
mailing of Form PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months frow the priority date, whichever expires bncer.

]
Name and malling sddress of the ISA/ US Anthorized
Maid PCT. BAUS
o-::_a:f— Amclia A.
PM'&‘I'M#! inim 2913-1450 No. 571
wginm Telephone No. -Z72-0700
Facximile No.

Fovm FCTASA/237 (cover sheet) (Jammry 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Tmerestlonl elicionVo. 37N\
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/USOSAM442

Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the langusge, this opinion bes been estahlished on the basls of the imternstionl application in the laaguegs In which
it was fied, unless otherwise ndicated under this kem.

[  Tnis opimion bas been cablisked on the beals of & ranslation from the original Inguage into the following langage .
which is the \anguage of a transtasion furished for the parposes of imergatonal scarch (under Rules 12.3 and T3.1()).

2. Wih regand © any Daclpotide pad/er mmino acld sequeace disclosed in the knergations] application and mecemary o the
claimed iovention, this opinion kas been evtablished on the busls oft

2. type of material
D  soquerye listing
[0 mbiets) retaset to the mecquence nusing

b. format of material
D in written format

] in computer readable form

¢. time of fling/furnishing
[ comminad 1n insernational appiicacion as fiked.
[ e wogether with the international application in compuer readable form.
[ tonishest subsequentty to this Aumority for che purposes of search.

3.[] 1u midktion, i the case that mere than one version or copy of & sequence listing and/or tablo reiating therato has been
filed or furnished, the required sacements thu the infarmation in the subsequent or additionl copies s ldmmieal 1 that In
the application as filed or doss pot go beyond the applicysion as filed, =3 spproprisse, were furnished.

4. Additlonal comments:

Farm PCT/ASA/237(Box No. I) (Jammry 2004)



. .. .

WRITTEN OPINION OF THE PCT/USTS/OM2
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No. V Reasomed statemnest ander Rule 43 3. 1{a) (i) with regard to novelty, inveative step or Indnstrial
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statemem
Novelty (N) Clalma ]-36 YES
Clalms NO
Inventive step (IS) Clalms 1.3§ YES
Clalms NO
Industrial appiicability (IA) Clalms 1-36 YES
Clalms NO

2. Citations and explanations:
Claims 1-36 meet the ericeria set out in PCT Article 33(4), s thuw bave industrial spplicabliity because the subject matter claimed
can be made or ued In Industry.

Claimas 1-36 meet the criteria set oat in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does 0ot teach or falily suggess claimed taxane
derivative that bave a thienyl. See below.

Form PCT/SA/237 (Bom No. V) (Jammry 2004)



NOTESTOFORM PCTASAZM

MMnmﬁdmunhh&hmﬁmmwhﬁhd“‘mm The
Notes are basd on Uie requiressens of the Patewt Cooperation Treary. the Reguistions snd the Admimistrative
[nsructions under thm Tresty. o casr of discrepancy belween these Notes snd those requiersents. e famer s

applicable. For more detailed information. s2e 2iso the PCT dppliconrs Guide. 8 publicstion of WIPOL
In these Mo, “Anicle.” ~Rule™ snd “Secoan™ refer t the provrsans of the PCT. the PCT Regulstons mad the PCT
Admjnisirarive Instrections. respectively

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDATENTS UNDERARTICLE 19

The » imm.-m:WM:hi-limim.mruﬁ = amend ¥ claims of e
intenationsl zpplication. I & however be emplonized that. since al! pans of the intesustioen] application {chums.
description and drawings) may be amended durmyg the intenanons) prehmingly exsnsinarion procedure, there
ap need 16 fil: 1.medments of the clames under Ardcle 19 cacept where. eq.ﬂnlg'.. wanta (e lpiter 10 be

A
for the purposes of pravisional protection or has another resson for amead ;
Purhermore. | shauld be emplasired 1hal provisonal protection i3 asi: mune Sinies amly.

i

What parts of the internations] applicstiop may be amended ?
Under Anicle 19, only de ciums may be amended
During rhe inermavona] phase, the ciains may alio be amenced cor further amended) mader Anticle 34 before
e Intemwional Prelimnary Exsarmning Authorty. The deicnplion snd drawings may only be amendad
under Anticle 34 before the Internaniomal Prelimwmary Examining Awboriey

Upon eniry inte the nationa] . all parts of the imemation )l spplicstion oy be smended onder Article 28

or, whese applicably, Asvicie 41,

Witain 2 monthes frown the datr nf transminal of the interoanenal sewrch repert or 16 montis Soms the priarity
date, whichever Lime Jitwit expires ler. 1l should be nowed. kowever, that the smosdimenty will be considemd
a3 having been received on thoe if they ore seorived by the lnerostional Buress sfier the explrstion of te
ﬁ%ﬂim limir aa before the compistion of the rechnical prepamsiens for kaeroationsl publicetien
( R

Where not te file the amandments 7
The smendments muy only by flied with the incomarional Buresu and nex with the moerving Office or e

Internanoma] Searchmg Auvtbowrre (Rule 46.2).
Where a demand for inrerational preliminasy examination ks been/is fied, see below.

Enher by cancelling ane of naure entire clains, »- sdding ene ¢ more new claims or by amending the wxt of
one w more of the clmamn as filed

A replacernent sheet mum be subsrureed for each sheer of the clainmy which, on sccoust of an smeadma or
amendmenss, differs from the sheet origsnally Died,

All the clams sppesring oo & replacement sheet must be sumbered m Anbic gumensls. Where & clsim s
ing of the othar chims is required, ln:ll:-uwlﬂflchi-nmmy_

How”

cancelled, no renumberi
be rennbered con vely (Adminisrstive {natructioms. Section

The amandments must be sxade io the lnngasge in which the Intarnational application is ¢a be pabilsbed.

What decumeals mult/May accompany the smendments ?

Letter (Section 208(b)):

The smendmenis must be spbmimed with » Ieur..
The letier will not be published with the imcmational scation and the umended claims. It should not be
low. under “Stetement onder Anicle 19(1))

confused with the “Stalcrment amder Article 19 1) (sce
The keizer mast be In English or Fremch, 11 Lhe chelee o) the 2 ut. Howsver, if the latguage of the
interaptjons) 8 ulhhnﬂi.lhhm:lhiniu b; If the aagunge of the interastions]

nrpl:nln. ch, the letier muat be ln

Nates 1o Farm PETASA220 (Arst she) Jaly 1998 wprim Agnl 2002)
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IMPORTANT NOTIFICATION
14 Februsry 2005 (14.02.2005)V

Prixily date (deprmontivywer)

ETATS-UNIS DAMERIQUE
13 February 2004 {13.02.2004)

8t Louls, MO 83102

Interationsl fiting duto felyiwonsiiear)

From the INTERNATIONAL

PATENT COOPERATION TREA"
proviously sucd netification coocoming submission or tanmmittal of priority
the date of reocipt by the Intemational Buresu of the priorily document(s) relati
imed. Unlews otherwise indicsted by the lettars “NR”, in the right-hand calumn or by an
ipt, the priority document eoncerned was subwitted or tepsmined fo the Internetionsl

L am )

[N

NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
FLORIDA STATE UNIVERSITY RESEARCH FOUNDATION, INC. «t of

OF PRIORITY DOCUMENT
Applicants or agants file reference

(PCT Adminisirative Instructions, Section 411)

——

Daic of mailing (deyimonshyesr)

13 April 2005 (13.04.2005)

PCTAIS05/004442 ¢
Internstional publication dete fdaymonth/pear)

FSUM10807.16

International application MNa.

Anpiiomt

it mwmmmu 1

®

il

T

Coppolino Sita

Facsimile No. 141 22 338 89 65
Telephooe No. +41 22 138 8431

‘The International Anresy of WIPO
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzcriand

Facsimile No. +41 22 740 14 35

Furm PCT/TD/304 {Ieary 3004)
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FSUM10807.18
15
PCT REQUEST
Original {for SUBMISSION )
0 For recalving Office use only
01 internationsl Application No.
02 Imrn-lw Filing Dale
0-3 Name of receiving Office and "PCT
||nl.lmllh'lnl Application®
04 Farm PCT/ROMD1 PCT Requast
04-1 |Prepared Using PCT-SAFE [EASY mode]
Version 3.50 (Builad 0002.163)
03 Petltion
The undersigned requests thal ne
prasent inlernalional application be
processed uccording to the Patent
Cooparation Trealy
o8 M;'V':'I Office (spacitisd by the  [ynited States Patent and Trademark
srplicant) loffica (UsPTO) (RO/US)
Q7 |Appll=lnl': or agent's fie reference |PEUUM10607.16
! Tﬂﬂ af invention Cl0 CYCLOPENTYL ESTER SUBSTITUTED
TAXANES
1] Applicant
1 |This person is applicant only
-2 |Appiicant for all designated States except US
-4 |Name FLORIDA STATE UNIVERSITY RESEARCH
FOUNDATION, INC.
IS lAddress 100 Sliger Building
Box 2763
Tallahassea, Florida 32306-2753
United States of America
H-8 State of nationality us
1% Stalo of rasidence rug
e Telephane No. (850) 644-3328
9

|F|=|imih No.

(850) 644-3675




FSUM10607.16
25

Oviginal (for SUBMISSION )

PCT REQUEST

m-1 Applicant andlor inventor

ll-+-1  |This parson is applicant and inventor

W-1-2  |Applicani for US only

li-1-4  [Name (LABT, First) HOLTON, Robert, A.

W15 |Address MDE Research Foundation, Inc.

3216 Sessions Road, Suite 200
Tallahassee, FL 32303
Unlted States of America

-1-8  |Stata of nationaly usd

N-1-7  [Stase of residence us

u2 Applicant andioe Inveritor

l-2-1  |This person Is applicant and inventor
l-2-2 |Applicant for 8 only

24  |Neme (LAST, First) . Phong

H-2-5 |Addreas Taxolog, Inc.

10 Industrial Road
Fairfield, New Jeraey 07004
United States of America

1-2-8 [Statw of nationallty v
1-2-7  |Siate of residencs Us
V-1 Agent or common repressnistive; or
sddress for corespondancs
The person idenifiad below is hereby/ agent
s been appoinied 1o act on behallof |
the apphcant{s) bafora the compatent
inismational Authorities as:
IV-1-1  |Name (LAST, First) SCHAMMEL, Bradley, 8.
V12 [Address Senniger Powers
1 Metropeolitan Bqguare
16th Floor
Bt. Louls, MO 63102
United States of America
IV-1-3  |Telephone No. 314-231-5400
IV-14  |Facsimia No. 314-231-4342
IV-1-8 [Agents registration No, 54,667
W2  |Additional sgent(s) additional agent(s) with same address as
first named agent
V-2.1  |Name(s) HEJLEK, Edward, J.(31,525);

ADZAMLI ,Kofl (52,545) ; AGOVINO, Frank,
R.{(27.416): ALLEN,Derick, E. (43,468)};
BAIN,Robert, M.(36,736); BARTA,James, J.
Jr.(47,409); BOETTLER, Jeannia,

.{(55,822); BRENNAN,Patrick, E.(S56,511);



FSUM10807.18

PCT REQUEST

/5

Original (for SUBMISSION )

BRIDGE,Richard, L. (40,529);

CLAERBOUT, Andrew, N.(50,202);

EVANS, Robert, M. Jr.(36,794);
FLEISCHUT,Paul, I.J.(35,513);
GODAR,Michael, E. (28,416),
GOFF,Christopher, M. (41,785);
PER,James, D.(51,781);

ENDRICKSON, Janat, B. (55,258);

EYWOOD, Richard, -G. (18,224);

ILMERT, Laura, J.(55,871);
HOEKEL,Jennifer, E.(48,330); JAMES,Kurt,
F.(33,716); KEIL,Vincent, ¥.(36,838);
KINNEY,Anthony, R.(44,834); KLEIN,Brian,
P, (44,837); LAHMEY,Willliam, E. (26,757):
LEAVITT,Donald, G.(17,6286);
BRIDE,Timothy, B.(47,781);

MUNSELL, Michael, G.(43,820);

PANKA, Brian, G.(53,430))
PETRILLO,Kathleen, M. (35,076);
ROEDEL,John, K. Jr.(25,914);
BCHUTH,Richard, A.(47.929),
SURI,Aleksandra(55,958); TUEGEL,Donald,
|W.({45,4324); WALTERS,N., Chria(52,338);
WEGMAN, Andrew, C. (54,530)

DESIGNATIONS

v1

Tha fiing of this request constilutes
under Rule 4.9(u}, the designation of
all Contracting States bound by the
PCT on tha International filing date,
for the grant of svery kind of
protection avallable and, where
appliceble, for the grant of beth
raglonal and national patenta.

Vi Priority claim of earller natlonal
application
VI-1-1  |Fling date 13 February 2004 (13.02.2004)
VI-1:2  [Number 60/544,755
VI-1-3  |Counbry L))
-2 Priority clalm of sariler nationat
application
VI2-%  |Filing date 27 September 2004 (27.09.2004)
V.22 |Number 60/613,503
Vi23  [Country

[us




FSUM10807.18

PCT REQUEST

415

Original {for SUBMIBSION )

3

Priority document requast

The receiving Office Is recussted to
prapars and transmit io the Inlemalongl
Bureau a carulled copy of the earker
application{s) identified above an
nam{s):

vI-1, VI-2

Vi1

international Saarching Authority
Chossn

Office (USPTO) (ISA/US)

United States Patent and Trademark

vill Declarations Number of declarationa
ViK1 Deciaration as 1o the idantily of the -

invenior
Vilk2 |Declarstion as to the applicant’s -

entiiemant, a3 at the inlemational filing

date, o apply for and be graniad a

patant
Vill-ll  |Declerstion as io the applicani's -

eniittemant, as at tha intemational filng

date, to ctalm the priorily of the aarkar

|sppication
Viik4  [Daciamiion of inveniorship (only forthe |_

purpoaes of the dasignaton of the

Uniiad Stalas ol America)
Vill-5  |Doclaration 3s to non-prejudicial -

Josuras or exceptions (o lack of

novaity
ix Chack list rumbar of shests electonic fia(s) attached
X1 Reques! (Inclucing declaralion sheets) [ v
IX-2 Ene.npﬁan 45 -
IX-3 Claims [3 -
IX-4 Abatract 1 7/
%5  [Orewings 7 -
x-7 TOTAL 63

Accompanying Rams paper docurmnent(s) anached stectronic fe{s) atteched
x-8 Foa calculation sheal 7 -
IX-17 IFCT-SAFE physical media - v
IX-11  |Figure of tha drawings which should |3

accompany the abstragt
1X-20  |Language of filing of the Intemnationsl Eng

application lish
x-1 Signature of applicant, sgent or

commen representstive 5“4 5 %/
X-1-1  [Name {LAST, First) SCHAMMEL, Bradley, B.
X-1-2 |Name of signatory
X-13  |Capachy




FSUM10607.18
8/5
PCT REQUEST
Original {for SUBMISBION )
FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY
10-1 Dats of actual receipt of the

purported International application

10-2 Drawings:

10-2-1 |Racaived

10-2-2 |Not recelved

10-3 Correctad dats of actual racelpt due
to later bul timely recelved papars or
drawings completing the purported
International appfication

104 Dats of timaly raceipt of the required
corrections under PCT Article 11(2)

105 Il'rlllmlllonll Saarching Authority ISA/US

10-8 Transmiital of search copy delayed

FOR INTERNATIONAL BUREAU USE ONLY

111

Dats of recelpt of the record copy by
the International Bureau
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FSUM10807.16

n \ 6

PCT (ANNEX - FEE CALCULATION SHEET)

Original (for SUBMISSION )

(This chast Is not part of and does not counl as a sheat of the intemational appEcalion)

) For recelving Offics use anly
0-1 Imemational Applicalion No.

02 Dwta slamp of ths receiving Ofica

04 Form PCT/RO/101 (Annex)
PCT Fas Caiculation Sheat
04-1 |Prepared Using

PCT-SAFE [EASY model
_ Version 3.50 (Build 0002.163)
(] Applicant's or agent's fils referance |[FBUM10607.16
2 Applicant FLORIDA ETATE UNIVERBITY RESEARCH
FOUNDATION, INC.
17 |Calculation of prescribedfees | fov amounvmuiplior | Tolal amounis (USD) |
12-1 [Transmitial fee T D 3o OI
12-2-1 [Search fee s > 1000
1222 [International search lo be carried oul by [0S
12-3 |intamadonal filing fee
(Grst 30 sheels) " 1134
124 Ramaining sheets 33
12.5 Additional amount 12
128 [ Tolar scdilonal amount 12 396
127 Nsi2= I 1530
12-12 |~ EASY Fliing reduction ] -81
1213 [Tolal Intemationsl fiing fee (FR) 1 > 1449
12-14 |Fee for priority documem
Number of pnority documants 2
| requeated
12-15 Fee per document x)|20
12-16  |Total priority docwnent fas: P > 40
1217 |TOTAL FEES PAYABLE (T+8+1+P) D 2789
1210 |-odl of payment cheque

12-20 |[Daposit account Instructions

The recshing Offica

United Btates Patent and Trademark
Office (USPTO) (RO/US)

12-20-2 |Authorization iy charge any deficlency or
credit any overpaymanl in the total fasa

/

indicated sbove
12-20-3 |Authorization to charge the fes for s
priority document
12-21  |Daposil accoum No. 19-1345
1222 |Date 14 February 2005 (14.02.2005)
1223  (Name and signature SCHAMMEL, Bradley, S.

5»45.5;4_./




mn

PCT
Original (for SUBMIBSION )
13-2-4 |Validetion messages Yallowl

Priority Priority 1l: The twelve-month time
1limit for claiming priority would
appear to have sxpired. Please verify.

1327 |Validation messages Yellow!

Contents The power of attorney or a copy of the
genaeral powser of attorney will need to
be furnished unless all applicants
eign the requezt form.

1328 |Valdation measages Green?

Fead

Please confirm that fee schedule

utilized is the latest available




% taxane having a cyclopentyl es”  substituent at C10, a keto substituent” C9, a
2-thienyl substituent at C3' and an sopropoxycarbamate substituent at C3'.

/substiiuent atC2, a
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Rad: 08-078675- -00000.007 ol
Fn: 2008-08-10 16:59:08 Dep. 2m ng.-.cammg., Industria y Comercio q‘

Bre: Lo R B SUPERINTENDENGCIA
118

Actd11 PRESENTACION Foles: 148

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION U/ - MODELO DE UTILIDAD [ ]

Indicacién de que se solicita la concesion de ur.a patente

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
_Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas 1/

L 2 2 & 4

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

4 Indicacidn de que se solicita el registro de Disediv industrial '. [ ]

4 Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Repre_sentacipn grafica Y fotografica del Diseiio Industrial o muestra del [ ]
material que incorpora el diseio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ -] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

4 Indicacién de que se solicila el registro de un Esquema dc Trazado [ ]
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
Representacién, gréfica del esquema trazado [ ]

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas (1]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ 1]

]
Firma Respon?&’
- v r'..JJ- 7'““
Fecha : Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
: Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20

E-mail; info@sic.qov.co
WWW.SIC.gOV.CO
Bogotd, D.C., Colombia
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.'l.."-;'-_

RN B .,,ﬁ.:' _ .-“'-‘if
EHEMPE - L | L



REPUBLICA DE COLOMBIA \lf?\zggégss

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Bogoté4,
2020

Doctor{a)
CADENA BARMIENTO JUAN PABLO

REFERENCIA Radicaclién No. 6 78879
Bolicitud internacional UB2005/004442
Fecha inicio fase nacional 13/05/2006

Trémite 11
Evento 378
Actuacliém

Oficio No. L fflz 1

Como resultado del examen de forma, realigado con fundamemto en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comlsifn de la Caomunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que comsta la cesiém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsigulentes del C8digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberfi presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Daclsifn 496, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enuncilados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiemnto, la solicitud se
considerarf abandonada y perderf su prelacidn.

Notiffquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
o), del capitule titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de



