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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentaclon de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Ver expediente No. 06.076.505

Documenta de ceslon del inventor al sollcitante o a su causante.

Declaraclones,

Copla de la soliclitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaclones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internaclonal al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaclones,
dlbujos).

Copia del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccidn del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorlzacidn de uso de conocimlentos
tradiclonales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenldos en el extranjero
por el mismo titular ¢ su causante, relacionadas parcial o totalmente con la Invenclén de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la sollcitud Internacional.

Otros. Busqueda Internacional

FIGURA CARACTER{STICA:

~ B

N J

Solicito la conceslén de la patente,

_76.782.747 Bta_T.P. 74.295

Instrucciones para el dillgenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pégina.




LISTA DE INVENTORES PCT/EP2005/008369

1. GIAN P. CAMENISCH
Haselrain 73,

CH-4125 Riehen
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Nacionalidad: Suiza

2. GERHARD GROSS
Markus Pflliger Strasse 6,
79539 Lbrrach

Alemania.

Nacionalidad: Alemana

3. ISABEL OTTINGER
Wackerstrasse 11a,
79108 Freiburg
Alemania.
Nacionalidad: Alemana

4. DANIEL WASMUTH
Rebenstrasse 18,
CH-4112 Béttwil-Flih
Suiza.

Nacionalidad: Suiza
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TRADUCCION OFICIAL DE UN TOCUMENTC Qs c374 ORIGINALMENTE £l INGLES

incia dei traductor:
Ei docﬁn‘iento adjunto de poder de Novartis AG a Carlos R. Olarte y/o0 J.
Ian Raisbeck Y/0 Ana Maria Frari ¥/0 Juan Guitiermo Moure y/o Nataliz

Castro lleva Ics sigulentes datos en inglés,
CERTIFICACION NOTARIAL

1. En esta fecha, dia 305de Agosto de 2006, 'yo, el suscrito Notario

Publico certifico por medio del presente Ia autenticidad de Ias firmas
del sefior Arthur Canonica, ciudadano de Corticiasca, Suiza, residente
en Wisen/S0, Suiza, y del Sr. Pasca| -Traub," ciudadano de Riehen,
Suiza, residente en Basilea, Suiza, ambosg P€rsonas mayores de edad
Y con direccién comercial en Lichstrasse 35, 4056, Basllea, Suiza. La
autenticidad de Ia firmas fue establecida por medio de I3
comparacion.

2. Ademsés, yo, el Notarid Piblice, certifico por el presente gue las
anteriores personas hafn éjecutado el anterior documento como
apoderados de Novartis AG. . r

3. Ademas, yo, el N_otario lél.'xbllco certifico por e] presente que Novartis
AG, con su principal lt_:gar de negocios en Basllea, Suiza, estd
debidamente constituidé,' estd actualmente vigente y que I[os
Propésitos para los cuales se otorgd el Documento de Poder sstdn
dentro dei alcance de Sus propésitos corporzativgs,

Traducter Oficial

JORGE L SiERpA REYES
378 - 1993 Minkntia,




4. Adernds, vo, el Notaric Plblice, cartifico por e presente que las
anterlores personas tienen j= auloridzy parz sfecurz- = JaT TEnin

de Poder ¥ que pOI" €5te instrumento, su representacion es legz|,

La base para mis certiﬁca;tiones de los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibiciédn
de los siguientes do-::umenites auténticos: |
~ Documento de Poder de Novartis AG fachado af 19 de junic de
2006 y
- Extracto del Reglstqo de Comercio del Cantén de la ciudad de
Basilea para Novartis AG, en Basilea, fechado el 25 de enero de
2006.

Basilea, Suiza, este dia 30 :de Agosto de 2006.

(Firmado) Dr. Matthias Staehelln, Notario Pdblico del Cantén de Ia

ciudad de Basilea, Suiza.

8
Mi licencia vence e} 11 de Marzo de 2009,

L4

Hay una Apostilla de Suiza, firmada por Heidi Fischer, bajo e! No,

8049/13584.

Tradhuctor Ofcyg
. L ‘JORG! E SIERRA REYES
I.!Flllﬂl 74 -t08% pap. ...




Certifico que ia presents’ es una traguccion verdaders y complets dej

Socumente adjunto: “Novertis”

Feche: 12. de Septlembre f:'.el 2008,

Traductor: Jorge Enrique Siérrq Reyes.

Licencia No. 376 de 1993, de! Ministerio de Justicia.

Direccion: Carrera 15 No, 9Q-13 Oficina 411. Bogot3, Colombia.
Teléfono: (57-1) 2182308, (57-1) 6232925,

E-mail: treseseri @yahoo.com. No. 8346

Traductar Ofcla)
JORGE E SIERRA REYES
Uconely 37g . 1992 Minkmitei
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OLARTE RAIBRECK & FRIEF| LTDA.

Power of Atterney

OLARTERAISBECK

Poder
The undersigiel, El suscriio,
NOVARTIS AG

domiciled in

domiciliado en

Lichistrasse 35, CH-4056 Basel / Switzerland

by means of these presents hereby grants th Carlos
R. Olarte and/or J. lan Ruisbeck and/or
Ana Marfa Frieri and/or Juan Giilllermo

Moure and/or Natalia Castry full and
sufTicienl Power of Allorney (o file, prosecute,
obtain, defend amd enforce uny and all of the
company's Patents far Inventions, Uthily Models,
Layout-Designa (topographien) of Integrated
Circulls, Ivdnatripd Designs, Timdemarks,
Advertising Slogans, Trade Names, Commerclal
Emblems, Geogruphical Indications, I'rofection of
Trade Sccrrts, Obtalaer’s Certificntes,
Copyrights, Registration of Domaln: Names,
ilealth Reghllrnllnll. or amy other intellectunl
properly right in the Republic of Culombia, 10
which end it cmpowers them (o fabe all sleps
ncceasary  before uny administtive or judicial
authority of any class for the objects galed, (o file
petitions, recourses, replies mnd oppositions, pay

laxes and suwities, request tesitimonies, receive -

documents and securities, abandon applications and
collect refunds. Sefficient powen is heseby granted
to receive notificationn on behalf of the {Zompeny, o
confer powers un linse who an: to rpresent the
company judicially antl exlrajudicially, to answer in
court in the maiter of all claimsland ¢:mands that
may be prescnicd in connection’ with the objects
siated, giving them likewise powet (o gut stitute these
presenta and revoke sur:h substitutions,

Signature/Firma:

Date/Fecha: June 27, 2006

A ber Canpiiics

por medio del presente olorga a Carlos R.
Olarte y/o J. lan Raisbeck y/o Ana
Maria Frieri y/o Juan Gulllermo

Moure y/o_ Natalia Castro poder especial,
ampliv y suficiente para presentar,  tramitar,
oblener, defender y hacer respelar lodas y
cualquiera de lag Patentes de Invencidén, Modelos
de Utllidad, Esquomss de Trazados de
Circultos Integrades, Disedios Industriales,
Marcas, Lemas Comerclales, Nombres
Comerclules, Ensefias Comerclales,
Demominaciones de Origen, Protelelén de
Secretos Empresariales, Certificados  de
Obtentor, Derechos de Autor, Regplstro de
Nombres de Dominlo, Registros Sanitaries, o
cunlqulor otro bien de propiedad Intelectual de
la compafiia en Ia Repiblica de Colombia, 2 cuyo
cfecto loa faculta para dar todos les pasos
necesarios ante cualquier auloridad adninistrativa
o judicial de cualquier Jeramuia para cumplir con
lo encomendado, elevar soliciludcs, recursos,
respucslas y oposiciones, pagar impuesios 'y
anualidades,  solicitar testimonics,  recibir
documentos y valores, desistir y percibir.  Se
concede poder bastante para recibir nolificaciones
A nombre de la compailia, olorgar poderes a
(uicues vayan a representar a In compafifa judicial
y eximajudicialmente, responder en juicio a todas
Ias reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, ddndoles
asimismo facultad para suatilvir el presente y
revacar dichas sustituciones.

l/
,

/ z - ;“"‘f‘:
A
AZ A
/&teal V/ 2

City,Couniry/Cindad, Puis: anel,: Switzerland

Warkd T'rade Center - Torre A, Galle [00 No. 8A -7, Po 10, Bégoul DA |

Tel + 47 1 601-7700, Fax + 57 1 0127799, sllicci@lolricrisheck,com.
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Carlos R (larte

J- T Ratulinck

Ana Merls Prinrd

Jusu Goillerme Moum
Natalls Catro

Zaydn Chahin
Jacoueling Cliparm
Josd Luia Landoas
Palips Mendaag
Stméa Salines

Of Canmal

Guillezmo Chahin
Qocda Mo




Attestation

1 " On this date, the EIO':" (thirtleth) day of August 2006 (two thousand and six), I, the
unclersigned Motars Public certify herewith the authenticity of the signatures of Mr.
Arthur Canonica, citizen of Corticlasca, Switzerland, residing In Wisen/S0, Switzer-
land and of Mr. Fascal Traub, cltizen of Riehen, Switzerland, residing In Basel,
Switzerland, both of; legal age and with business address at, Lichtstrasse 35, 4056

Basel, Switzerland. The authenticity of the slgnatures was established by means of
comparison.

2 Further, I, the Nolm;y Public certify herewith that the foregoing persons have exe-
cuted the foregoling rllocument as proxy holders for Novartis AG,

3 Further, I, the Notaiy Public certify herewith that Novartis AG, having lis principal
place of business lacated In Basal / Switzerland, Is duly Incorporated, Is currently In
existence, and thet the purposes for which the Power of Attorney Is granted are
within the srope of Its corporate purposes.

4 " Further, I, the Noti:rt Public certify herewith that the ft-:regolng persons have the auy-

h
1

thority to execute the Power of Attommey and that for this Instrument thelr represen-
tation Is legal.

The foundation for r;nv certifications contalned In points 2 (two), 3 (three) and 4
(four) was the exhibition of the foliowing authentic documents:

- Power of Attun?ey by Novartls AG dated June 19 (nineteen), 2006 (two thou-
sand anii six); and

Extract i’rom the Register of Commerce of the Canton .of Basel-City for Novartls
AG, In Basel, dated January 25 (twenty-five), 2006 (two thousand and six).
1

BASEL, !:;wllzerland,itr:lls 3¢n !(thlrtlel:h) day of August 2006 (two thousand and six)

-
]
f

ALY |

W fladoy \ong

Dr. Matthlas Staehelin, Nota'}y Public
in the Canton of Basel-Clty, Switzerand

Y My license explres on March 11 (eleven),

i 2009 (two thousand and nine).
Leg.Pral.Nr. J7#¥ 12008
I
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOFERATION TREATY (PCT)

(19) World Iniellectual Property Organization
Inmﬁmd Buresu

(43) International Publicatlon Date
9 February 2006 (09.02.2006)

(10) International Publication Number

WO 2006/013094 Al

(51) Internatlonal Patent Clesailication’:  AG61K 317165,
38713, AG1P 9/00, 9/12
(21) International Application Number:
PCT/EP20050008369

(22) International Flling Date: 2 Augusti 2005 (02.08.
(25) Filing Langusge:
(26) Publication Language:

(30) Priority Data:
60/598,700 3 August 2004 (03.08.2004) US

(71) Applicunt (for all designaiad States except AT, US): NO-
VARTIS AG [CH/CH]; Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel
(CH).

(71) Applicant (for AT only: NOVARTIS PHARMA GMBH
[AT/AT}; Brunner Strasse 59, A-1230 Vienna (AT).

(72) Inventors; and

(75) Inventorw/Applicants (for US only): CAMENISCH,
Glan, P. [CH/CH]; Haselrain 73, CH-4125 Rishen (CH).
GROSS, Gerhard [DE/DE]; Markus Pfltiger Straaso
6, 79539 Ltmach (DB). OTTINGER, Isabd [DE/DBJ;
Wackersuasse 11a, 79108 Freiburg {DH). WASMUTH,
Danlel [CH/CH]; Rebenstrasse 18, CH-4112 Biittwil-Flih
(CH).

MD, MG, MK. MN, MW, MX.MZ.NA. NG. NI. NO. Nz,
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL,
SM, SY, T1, T™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designaied States (unless otherwize indicated, for svery
kind of reglonal protaciion avallable): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, 8Z, 1Z, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T], TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, CE, ES, FI,
FR, GB, GR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL,, PT,
RO, SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, BRI, CF, CG, C1,CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
—  with International search report
—  with amendad clabns

For two-ietter codes and othar abbreviations, refer io the "Guid-
ance Notes on Codar and Abbreviations” appearing at tha begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette.

:

[umol*hL)(mg/kg)]
8

Dose normalized AUC

0 smmmn

(54) Tiile: METHODS FOR IMPROVING BIOAVAILABILITY OF A RENIN INHIBITOR

vehicis 6

0067013094 A-1. 1A G000 5 A 0 0

125 25 &0

PSC833 (mg/ky)

€\ (57) Abstraci: The present invention provides a method for improving the bioavailability of a ronin inhibitor, preferably, of a

inhibitor.

WO

S-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanoic ecid derivative, which method comprises co-administering to o mammal, especially & human,
in need of such treatment, a combination of a renin inhibitor, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and an cfflux protein

W\
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METHODS FOR IMPROVIMG BIOCAVAILABILITY OF A RENIN INHIBITOR

The oral routs Is often the most convenlent routs for drug administration, but unfortunately
many therapeutic agents are not orally active due to their poor bioavallabillty.

The bioavallabllity of many therapeutic agents may be reduced by the action of so-called
"sfflux pump” proteins which actively eject foreign substances from the cell to give rise, for
example, to the multidrug resistance effect. These drug efflux proteins principally comprise
MDR (muitidrug resistanca protein) and MRP (multidrug resistance assoclated protsin) type
transporters. Some of the best studied efflux proteins include P-glycoprotein (Pgp or MDR1)
and MRP2.

Although membrane located efflux proteins are well known as a factors contributing to the
acquired multidrug resistance syndrome arising In many cancer patients after repeated--
chemotherapy, it has only recently been realized that, e.g., MDR1, Is aiso found In the -
normal issue such as small Intestine, colon, liver and endothellal cells in the blood brain -
barrier. The presence of such effiux proteins in the gastro-Intastinal (GI) tract, especially, In
the small Intestine and colon, may contributs £ the poor bicavaliabliity of many natural -
product drugs (Including the anticancer agents vinblastine and doxorubicin). For example,
many chemotherapeutic agents glven orally can not show anti-tumor activity due to poor
bioavallebliity and thelr Inabllity to enter Gl issues. Furthermore, effiux proteins present In
hepatocytas may addltionally reduce the bloavallabliity of therapeutic agents by elimination
via blle (see Faber et al., Adv. Drug Del. Rev., 55, 107-124, 2003).

Orally administered therapeutic agents must overcome several barriers before reaching their
target sle. The first major obstacle to cross Is the Intestinal epithelium. Although lipophllic
compounds may readlly diffuse across the apical plasma membrane, thelr subsequent
passage across the basolateral membrane and into portal blood is by no means guaranteed.
Efflux pump proteins located at the apical membrane, which Include various drug
transporters of the ATP-binding cassstte (ABC) family, e.g., ABC transporters such as
MDR1, MRP1 and MRP2, may drive compounds from inside the csll back Into the intestinal
jumen, restricting thelr oral bloavallabliity by preventing their absorption Into biood. The
second major hurdle to face Is the liver where drugs are transported passively or by
saturable fransport processes from the portal blood across hepatocyte plasma (sinusoidal)
membranes and bile (canallcular) membranes Into bile. Efflux pump proteins located at the
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canallcular membranes, which again Include various drug transporters of the ABC family,
8.g., ABC transporters such as MDR1, breast cancer resistance proteln (BCRP) and MRP2,
may drive drug compounds from Inside hepatocytes Into the bile, restricting thelr oral
bloavallabllity by promoting billary efimination. For example, MDR1 has been demonstrated
to transport most HIV protease inhibitors and to reduce their oral bloavailabliity and

lymphocyte, brain, testis and fetal penstration, possibly resuiting In major iimiting effects on
the therapeutic efficacy of these drugs.

Therefore, one approach to Improve bloavallablity may be to co-administer an efflux protsin
Inhibltor, i.e., a compound that inhibits the function of effiux proteins, with a drug substance.
In other words, when an effiux protein Inhibitor is co-administered with a therapeutic agent
which is also a substrate for that specific effiux systsm, the oral bloavallabliity and/or the
pharmacological active concentrations at the target site of the therapsutic agent may be
enhanced by Inhibiting the efflux mechanism from inside the cell back Into the Intestinal
lumen andfor by Inhibiting secretion Into blle. ~ © S e

. i However, effitix protelns exhibit ow substrite spedificity, and transport mariy kinds of ..

" moleculas:- The specificity Is not rigorously understood, and there Is no way of predicting *

. fromr the fnolecuilar structure of a drug substance wheéther that specific drug will be a-~ i~
- gubstrate for &-cirialn trarisporter protein. Thlis. It 5 Generally hot possible to predict **
whether a partlcular drug or compound will be subject to the efflux pumping action discussed
above. Also, If a particular drug has a low oral bioavallablilty, It is generally not possible to
predict whether the iow bioavailabliity is caused, wholly or partially, by the effiux protelns
discussed above, nor can It be predictad whether the low bioavallability can be Increased by
co-administration of an sffiux proteln inhibitor (see Chan et al. Eur. J. Pharmaceut. Scl., 21,
25-51, 2004).

Surprisingly, It has now been found that many renin inhibltors, e.g., those disclosed In U.S.
Patents No. 5,559,111, No. 8,187,059 and No. 6,378,672, the entire contents of which are
Incorporated herein by referencs, are substrates for a prominent efflux system, and are
actively transported by the members of the ABC famlly, In particular MDR1 and MRP2.
Thus, the bloavallabliity of these renin Inhibltore may be improved by Inhibiting the efflux
mechanism Involved, in particular, by Inhibiting the dnig transport by MDR1 and/or MRP2.

Figure 1 shows the effect of the renin Inhibitor SPP100 on the ATPase activity in membrane
vesicles expressing high levels of MDR1.
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Figure 2 shows bi-directional transport of the renin inhibltor SPP100 across Caco-2 csll
monolayers in the apical (AP) to basolateral (BL) and BL-to-AP direction.

Flgure 3 shows the effect of the MDR1 inhibitor PSC833 on the permeabiliity of the renin
inhibitor SPP100 across Caco-2 cell monolayers.

Figure 4 shows the effect of the MDR1 Inhibitor PSC833 on the concentration of the renin
inhibitor SPP100 in plasma and on blllary clearance In rats during constant intravenous
Infusion.

Figure 5 shows dose-normalized area under the curve (AUC) values of the renin inhlbltor
SPP100 In the piasma of rats after single oral application In the absence and presence of
PSC833.

The renin Inhibltors to which the present invention applles are any of those having renin
Znhibltory activity. In-vivo and, therefore, pharmaceutical utllity, e.g., as therapeutic agents for . .
the treatment of hypertension, congestive heart fallure, cardiac hypertrophy, cardiac flbrosis,
cardiomyapathy postinfarction, complications resutting from diabetes, such as nephropathy,
vasculopathy and neuropathy, diseases of the coronary vessels, festsnosis following
angloplasty, ralsed intra-ocular pressure, glaucorna, abnormal véscular growth,
hyperaldosteronism, anxiety states and cognitive disorders. In particular, the present
Invention relates to §-amino-y-hydroxy-e-aryi-alkanoic acld amide derivatives as disciosed In
U.S. Patent No. 5,558,111.

Accordingly, the present Inventlon provides a method for improving the bloavallabliity,
preferably, oral bioavaliabliity, of a renin Inhibltor, which method comprises co-administering
to a mammal, espedially a human, In need of euch treatment, a combination of a renin
Inhibltor and an efflux protein inhibltor. The effiux protein Inhibitor is administered In an
amount such that the bioavallabllity of a renin Inhibitor is Improved in comparison with what
the bloavallablitty would be in the absence of the efflux proteln Inhibltor (e.g. 10 % when
administered orally to humans). An efflux protsln Inhibltor and a renin inhibltor are preferably
each co-administerad In an amount such that the combination has a desired therapéutic
effect, e.g., an anti-hypertensive effect.

In particular, the present Invention provides a method for Improving the bicavallabliity of a &-
amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanolc acid derivative, which method comprises co-administering
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to a mammal, especially @ human, In need of such treatment, a combination of a 3-amino-y-
hydroxy-w-aryl-alkanoic acid derivative, or a pharmacautically acceptable salt thereof, and an
efflux proteln inhibltor.

The term "co-administration” of a combination of a renin Inhibitor, In particular, a 8-amino-y-
hydroxy-w-aryl-alkanolc acld derivative, and an efflux protein Inhibltor means that the two
components can be administered together as a pharmaceutical composition or as part of the
same, unitary dosage form. Co-administration also Includes administering a renin inhibltor,
in particular, a 8-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanoic acid derivative, and an efflux protein
inhibltor separately but as part of the same therapeutic regimen. The two components, if
administered separately, need not necessarlly be administerad at essentially the same time,
although they can If so desired. Thus, co-administration includes, for example, administering
a renin Inhibitor, In particular, a §~amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanoic acld derivative, plus an

- offlux protein Inhibitor as separate dosages or dosage forms, but at the same time. Co-

. administration also includés separate administration at different times and in any order.

A-renin Inhibitor, In particular, a a-amlno-yhydroxy-m-am-al'kanolc acid derivative, of-the
present‘invention may be employed In the form of Its pharmaceutically accaptable salts, In
an anhydrous form or a hydrate or a solvate theraof. All such forms areuseful within the .
scope of the present invention.

The term "efflux protein Inhibltor* as used herein refers to any compound, a pharmaceutical
or an exciplent compound, that Inhibits the action of any ABC transportsr, e.g. those
disclosed in Bakos et al. Mol Pharmacol., 57, 760-768 (2002) and Maarten et al. A/DS, 16,
2295-2301 (2002).

In additlon, it may be noted that an efflux protein inhibitor which enhances the bloavallabllity
of a renin inhibitor may operate by one or more of a varlety of mechanisms. That s, es Is
well known in the art, It may be a competitive or a non-competitive inhibitor, or It may operate
by a mixed mechanism. Whether such an Inhibitor can affect the efflux of a certain renin
inhibitor depends, Inter alia, upon the relative affinities of the renin Inhibitor and the effiux
proteln inhibltor; the relative aqueous solubllities of the renin Inhibltor and the effiux protein
inhibitor, because this would affect the concentration of the two at the effiux pump /in vivo
when they are In competition; the absolute aqueous solubillty of the efflux protein inhibltor,
because it must achleve a sufficlent concentration at the efflux pump in vivo to effectively

&
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Inhibit the efflux; and the dose of the efflux protein inhibitor, For the purpose of this
Invention, an efflux protein inhibitor is any compound which improves the systemic exposure
of a renin inhibitor, when the renin Inhibitor Is dosed orally or by any other route, and which is
a substrate and/or an inhibltor of one or more of the drug efflux protsins/activities of
Intestinal epithelial cells or that in the hepatocytes.

As described herein above, the present Iinvention provides a method for Improving the
bioavailability of a renin inhibitor, in particular, a 8-amino-y-hydroxy-a-aryi-alkanolc acid
derivative, which method comprises co-administering a combination of a renin Inhibitor and
an efflux protein inhibitor.

Preferably, the efflux protein inhibltor of the present Invention is a MDR1 inhibitor, e.g.,
PSC833. "

Preferably, a 5-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanolc acid derivative of the present invention
having'the formula '
H R

0

whereln R, Is Cyalkoxy-Cisalkoxy or Ci4atkoxy-Cy4alkyl; R; is Ci4alkyl or C,.alkoxy; and
R and R, are independently branched Calkyl; or a pharmaceutically acceptable sait
thereof: Is co-administered with a MDR1 inhibitor, e.g., PSC833.

More preferably, a 8~amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanolc acid derivative of the prasent Invention
having formula (I) wherein R, |8 3-methoxypropoxy; Rz Is mathoxy; and Rs and R, are
isopropyl; or a pharmacsutically acceptable salt thereof; is co-administered with a MDR1
inhibitor, e.g., PSC833.

Most preferably, a &-amino-y-hydroxy~w-aryl-alkanolc acid derivative of the present invention
which Is (23.48.58.78)-5-amlno-4-hydroxy—2-lopropyl-?-[4-mathoxy—3—(3-methoxy-propoxy)-
benzyl]-8-methyl-nonanolc acid (2-carbamoyl-2-methyi-propyl)-amide hemlifumarate, also
known as SPP100, Is co-administered with a MDR1 Inhibltor, e.g., PSC833.

\6
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As disclosed herein above, a renin Inhiblor, In particular, a 5-amino-y-hydroxy-o-aryl-
alkanoic acid derivative, and efflux protsin inhibltor may be co-administered as a
pharmaceutical composition. The components may be administered together in any
conventional dosage form, usually also together with a pharmaceutically acceptable carrier
or dliuent.

For oral administration the pharmacsutical composition comprising a renin inhibitor, in
particular, a 8-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanolc acid detivative, and an efflux protein Inhiblior
can take the form of solutions, suspenslons, tablets, plils, capsules, powders,
microemulsions, unit dose packets and the lkke. Preferred are tablets and gelatin capsules
comprising the active Ingredient togather with: a) diluents, e.g., lactose, dextrose, sucrose,
mannitol, sorbitol, cellulose and/or glycine; b) iubricants, e.g., silica, talcum, etearic acld, its
magnesium or caicium salt and/or polyethyleneglycot, for tablets also c) binders, e.g.,
magneslum aluminum sllicate, starch paste, gelatin, tragacanth, methyicellulose, sodlum
carboxymethyicellulose and or polyvinylpyrrolidone; If desired d) disintegrants, e.g., starches,
.agar, aiginic acid or its sodium salt, or effervescent mixtures; and/or e) absorbants,
colorants, flavors and sweeteners. Injectable compositians are preferably aqueous isotonic
solutions or suspensions, and suppositories are advantagaouély preparad.from fatty
emulsions or suspensions. - ' :

Sald compositions may be steriiized and/or contaln adjuvants, such as preserving,
stabilizing, wetting or emulsifying agents, solution promoters, salts for regulating the osmotic
pressure and/or buffers. In addition, they may also contain other therapeutically valuable
substances. Sald composlitions are prepaned according to conventional mbdng, granulating
or coating methods, respectively, and contaln about 0.1-76%, preferably about 1-50%, of the
active ingredient.

More specifically, the present Invention provides a pharmacautical composiion comprising a
therapeutically effective amount of a renin Inhibitor, preferably, a 8-amino-y-hydroxy-o-aryl-
alkanolc acld derivative, in combination with an efflux protain inhibitor, sald efflux protein
inhibitor being present In an amount such that, following administration, the bicavallabllity of -
a renin Inhibltor is Improved by at least 5 %. o

Preferably, a pharmaceutical composition of the present invention comprises a MDR1
Inhibltor, e.g., PSCB833. '
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Preferably, a pharmacsutical composition of the present invention comprises a 5~-amino-y-
hydroxy-w-aryl-alkanoic acld derivative of the formula
H [

"

whereln R, Is C;alkoxy-Cy.salkoxy or Ci4alkoxy-Ci4alkyl; Rz Is Cialkyl or Ci4alkoxy; and
R; and R, are independently branched Ci.alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof: In combination with a MDR1 Inhibltor, e.g., PSC833.

More preferably, a pharmaceutical composttion of the present Invention comprises & &-
amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanoic acid derivative of formula (1) whereln R, Is 3-

methoxypropoxy Rz Is methoxy; and Rs and R, are Isopropyl. or a pharmaceutically . .
-accaptable salt thereof; In combination with a MDR1 Inhlbllnr e.g.. PSC833.

Most preferably, a pharmaceutical composlhon of the prasentlnvqntlon comprises
{(28,4S,58,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-sopropyl-7-[4-methoxy-3-(3-methaxy-propoxy)-benzyl]-
8-methyl-nonanolc acld (2-carbamoyi-2-methyi-propyl)-amide hemifumarate in combination
with a MDR1 Inhibltor, e.g., PSC833,

Preferably, the bloavallabliity of a renin Inhibitor, in particular, a 3-amino-y-hydroxy-a-aryl-
alkanoic acid derivative, e.g., SPP100, or a pharmacsutically acceptable salt thereof, |s
Improved by at least 5 %.

Bloavailabliity of a drug may be assessed as known In the art by measuring AUCs, where
AUC Is the area under the curve (AUC) plotting the serum or plasma concentration of a drug
along the ordinate (Y-axis) against ime along the abscissa (X-axis). Generally, the values
for AUC represent a number of values taken from all the subjects In a test population and
are, therefore, mean values averaged over the entire tast population.

Co-administration a renin inhibltor and an efflux protsin Inhibltor may also increass Crm
relative to dosing the renin Inhibitor In the absence of an sfflux protein inhibtor, and thisIs
provided as a further aspect of the Invention. Ce Is alsa well understood In the art as an
abbreviation for the n}axlmum drug concentration in serum or plasma of a test subject.
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Since the present invention has an aspect that relates to treatment with a combination of
compounds which may be co-administered separately, the Invention also relates to
combining separate pharmaceutical compositions In kit form. The kit comprises two
soparate pham:aoatiﬂcal compositions: (1) a composition comprising a renin inhibitor, In
particular, a 5-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc acld derivative, plus a pharmaceutically
acceptable carrier or diluent; and (2) a composition comprising an efflux protein inhibitor,
plus a pharmacsutically acceptable carrler or diluent. The amounts of (1) and (2) are such
that, when co-administered separatsly, the bloavaliablilty of a renin Inhibltor, In particutar, a
8-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanolc acld derivative, Is Improved by at least 5 %. The kit
comprises a container for contalning the separate compositions such as a divided bottle or a
divided folt packet, whereln each compartment contains a plurality of dosage forms (e.g.,
tablets) comprising (1) or (2). Altematively, rather than separating the active Ingredient-
contalning dosage forms, the kit may contain separate compartments each of which contains
x@ whole dosage which In tumn comprises sepamate dosage forms. An example of this type of
'kit Is a bllster pack wheraln each individual blister contalns two (6r more) tablets, one (or
mora) tablet(s) comprising-a phermacauﬂnl composition (1), and the second (or more)
,tablet(sj comprising a pharmaceutical composlﬂon (2) Typlcally the kit comprises directions
for the admlnlsh'aﬂon of the separats components The kit form s particularly advantageous
when the saparaba componenls are prerembly administered In different dosage forms {e.g.,
oral and parenteral), are administered at different dosage Intervals, or when titration of the
Individual components of the combination I8 desired by the prescribing physician. in the
case of the instant invention a kit therefore comprises:
(1) a therapeutically effective amount of a composition comprising a renin inhibitor, in
particular, a 3-amino~y-hydroxy-a-aryl-alkanolc acld derivative, e.g., SPP100, ora
pharmacsutically acceptable salt thereof, and a pharmacsutically acceptable carrier or
dlluent, in a first dosage form;
(2) a composition comprising an sfflux protain inhibitor In an amount such that, following
administration, the bloavallabliiity of a renin Inhibitor, In particuler, a &-amino-y-hydroxy-o-aryl-
alkanolc acld derivative, e.g., SPP100, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, Is
improved by at least 5 %, and a pharmaceutically acceptable carrler or dlluent, In a second
dosage form; and '

(3) a contalner for containing sald first and second dosage forms.
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Ultimately, the present invention relates to a use of an effiux proteln Inhibitor, in particular, a
MDR1 Inhibitor, e.g., PSC833, for the manufacture of a medicament to improve the
bicavailabllity, preferably oral bloavailability, of a renin Inhibftor, preferably, a 5-amino-y-
hydroxy-w-aryl-alkanoic acid derivative, e.g., SPP100, or a pharmacsutically acceptable sait
thereof.

The effiux protein(s) involved In the drug efflux of a drug substance may be identified, and
the corresponding kinetic parameters may be determined, i.e., Michaslis-Menten Constant
and Maximal Drug Transport (Ky, 8nd Jma), using methods known in the art, e.g., by an
ATPase assay using S8 (Spodoptera frulglperda) membrane vesicles expressing high levels
of the selected ABC transporter. In this assay the ABC transporters remove substrates out
of cells by using ATP hydrolysis as an energy source. ATP hydrolysis ylelds inorganic
phosphate (PI), which can be detected by a simple colorimetric reaction. The amount of P
liberated by the transporter Is proportional to the activity of the transporter Membrane
‘preparations contalning ABC transporters show a baseline ATPase activity that varles for
dtﬂ‘erent transporters. Transported subs'lrates Incraase this bassline ATPase activity, while
Inhlbllnrs Inhlblt tha baseline ATPase acﬂvtty andlor the ATPase activity measured In the -
prasonoa of a stlmulaﬂng agent. Both, activation and Inhlh;tlon studles may be performed.
As Illush'ated herein In Example 1 (Figure 1), SPP100 Incraaus the ATPase activily in.
membrane vesicles expressing high levels of MDR1 with a K.., value of about 3 pM,
suggesting that the offiux systemn Involved in SPP100 transport Is possibly MDR1.

Altemnatively, the in vitro transporter affinity of a drug substance can be determined end
approximated by a Caco-2 cell assay as described, e.g., In Camenisch et al., Pharm. Act.
Helv. 71, 309-327 (1906), or as llustrated hereln in the Examples. The Identification of the
transporter proteln and the efficacy of a compound to Inhiblt the efflux system invoived may
as well be determined in the Caco-2 cell assay. For example, SPP100 Is identified as a low
to moderate permeable compound (Intrinsic permeabiilty < 80%), being additionally a
substrate for a prominent efflux system (Figure 2). However, In the presence of the MDR1
inhibitor PSC833 the permeabliity of SPP100 Increases significantly, i.e., PSC833 InhibKs

the effiux of SPP100 with an ICg value of about 0.1 pM (Figure 3).

The effact /in siu of co-administration of an efflux protein Inhibltor, e.g., a MDR1 Inhibitor, on
the billary excretion of a renin Inhibltor may be Investigated by comparing the amount of
cpmpound excreted Into blle, in the presence and the absenca of an efflux protsin inhibltor.
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For example, In the presence of PSC833 billary clearance of SPP100 decreased by 87% as
compared to control group (Figure 4).

Simllarly, the effect /n vivo of co-administration of an efflux protein Inhibitor, e.g., a MDR1
inhibitor, on the bloavailabllity of a renin inhibltor may be Investigated by comparing the
pharmacokinetic parameters, Crex and AUCs, in the presence and the absence of an efflux
protein Inhibitor. As lilustrated herein in Example 4 (Figure 5) in orally dosed rats the dose-
nomallzed AUC(0-tes) of SPP100 Increased In the presence of PSC833 about 70-fold
compared to control group solely dosed with SPP100.

The above description fully discioses the Invention Including preferred embodiments thereof.
Modlifications and improvements of the embodiments specifically disclosed hereln are within
the scope of the following claims. Without further elaboration, It Is belleved that one skilled
In the art can, using the preceding description, utilize the present Invention to Its fullest
extent. Therefore, the Examples herein are to be construed as merely lllustrative and nota
limitation of the scope of the present Invention in any way.

Example 1;
ATPage assay

Efflux mediated by the human MDR1, the human MRP1 or the human MRP2 Is measured by
incubating the purified membrane vesicies In the abeencs and the presence of & stimulating
agent {(Verapamil [40 uM] for MDR1, NEM-GS [10mM] for MRP1 and Prabsnecid [1mM] for
MRP2) with different concentrations of a drug substance [0.048, 0.137, 0.41, 1.23, 3.7, 11.1,
33.3 and 100 uM] In transport buifer at pH 7.4 at 37°C.

A 5 mM stock solution of the therapeutic agent of Interest will be prepared In a common
organic soivent, e.g., dimetylsutfmddé. sthanol, methanol and acetonitrile, such a way that
addition of the stock sotution or its dilutions Into assay mbdure produces the above
mentioned final concentrations, and the organic solvent used Is 2 % of the total volume {v/v).
All the solutions used In this assay will be maintained at pH 7.4.

Membrane vesicles maintained at -80°C will be used for the ATPase experiments.
Transporter medfated efflux may be determined as described In Iiterature (Sarkadi, B. Price,
E. Boucher, R. Germann, U. and Scarborough, G. J. Bial. Chem. 1802, 287: 4854-4858).
Briefly, membrane suspension In the presence and absence of a test drug, stimulating
agent, Na;VO, 60 mM and Giutathione 2 mM (only for MRP1 and MRP2 transporters) is

2
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pipetted into a 98-well plate and transferred to 37°C for 5§ min of preincubation. The ATPase
reaction Is started by addition of 25 mM Mg-ATP solution and subsequent Incubation at 37°C
(20 min for MDR1, 60 min for MRP1 and 30 min for MRP2). Afterwards, the ATPase
reaction Is stopped by adding SDS (5%) to each incubation. After addition of ammonlum
molybdate/zinc acetats colorimetric detection reagent the plate Is Incubated for an addition
25 min at 37°C.

After Incubating the OD Is measured at 730 nm. Using a previously determined phosphate
standard curve the Pl liberated [nmol/well] can be calculated. OD values will be presentsd as
means + standard deviations of the experiments performed (n = 2). All statistical analyses are
performed using Microsoft EXCEL 5.0c.

To calculate the so-calied specific (Nay,VO, sensltive) transporter ATPase activity for each drug
and drug-concentration assayed the PI values determined In the presence of Na,VO, have to
be subtracted from the Pl values measured without Na;VO,4. The NasVO, sensitive transporter
aciivity In terms of P! liherated/mg membrane protein/min can be determined by dividing the
numbers by the amount of membrane proteln added to each well.and the time of incubation In
min (Figure 1). ' :

Example 2:
Caco-2 cell assay

Caco-2 cell monolayers grown on PET filters for 21-25 days are used for the transport
experiments. The flux of compounds across Caco-2 cell monolayers grown on PET filters as
well as across PET fiiters alone without Caco-2 cells Is determined as follows: Prior to the
transport experiment, the culture medium In the acceptor compartment (0.2 mL for aplical
and 1.0 ml for basolateral sides) Is replaced with acceptor solution (HBSS, when relevant
containing the inhibttor of Interest) preincubated at 37°C. To start the experiment, the
medium In the donor compartment (0.35 mL. for apical and 1.15 mL for basolateral sides) Is
replaced with donor solution (compound In HBSS, when relevant containing Inhibitor of
interest) pre-incubated at 37°C. Aliquots of 150 L are removed from the donor and the
acceptor side after about 1 and 120 min. Transport experiments In both aplcal-to-basolateral
and basolateral-to-apical directions are performed In triplicate at 37°C In an incubator without
shaking.

The sultablilty of Caco-2 cells for transport experiments Is examined by measuring the
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permeabliity of [*H}-mannttol at <0.1 uM and [*H}-propranclol at <0.1 yM from aplcal to

basolateral sides for 120 min in a total of 8 representative call monolayers (3 for each
compound) within the same batch of cells.

Radioactive samples are analyzed by fiquid scintillation counting. All other non+adiolabeled
samples are kept frozen at -20°C until analysls by liquid chromatography/tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS).

Transport values of the compounds tested are determined using the following equation
(Artursson et al., Biochem. Blophys. Res. Comm, 175: 880-885, 1881):
A

For= At- AQ Co
where P,,, (cm/min) Is the apparent permeabliity coefficient, AQ Is the amount of compound
found in the acceptor compartment at time t, At (min) Is the Incubation ime period, Co
(pg/mL) Is the Initlal concentration of the compound in the donor compartment and A (cmY)is
the surface area of the membrane.

.For labeled samples, the limit of quantitation (LOQ) Is teken-as the lowest sample .
concentration value obtained from the radioactive scale which is significantly higher than the
measured blank value and for which the standard eitor of the measurement is lower than 20
%. Under the conditions of this study, the LOQ of absolute radioactivity Is 2 dpm for [*C}-
labsled SPP100 cormmesponding to 12 nmoll..

Pap values are presented as means + standard deviations of the transport axperiments
performed (n = 3). The statistical significanca in differences between any two given data
sets |3 examined by £-test. The probabllity level for assignment of significance of difference
is p < 0.025. All statistical analyses were performed using Microsoft EXCEL 5.0c.

For 1 M concentration of SPP100 within a ime pericd of 120 min an apleal to basolateral
transport of abaut 0.2-10° c/min s detectable. Basolateral toapical transport on the other
side occurred with a permeability value of about 10-10"® cm/min, which is significantly higher
_ than the apical to basolateral transport.

For 1, 5, 10 and 50 zM concentration of SPP100 a gradual increase of apical to basolateral
transport is observed, approaching a plateau permeability value of about 7-10° cm/min at 10
4M. Basolateral to apical transport on the other side does not change significantly with
Increasing concentrations.

The recovery values for Caco-2 transport of SPP100 (1, 5, 10 and 50 M) are generally very
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high (< 100 %), indlcating that SPP100 does not bind to the filter support or the plastic
incubation environment.

Aplcal to basolateral flux for the paraceliular marker Mannitol and the transcellular marker
Propranolol are always below the threshold Pyy, values of 3-10°° cm/min and 80-10° cmvmin,
respectively. The determined apll to basolateral filter permeabiliities are generally higher
than the comesponding Caco-2 permeabllity data, Indicating filter diffusion not to be the rate
limiting step for Caco-2 transport (Figures 2 and 3).

Example 3:
in situ blle-duct cannulated rat experiment

The following study may be employed to elucidate the Involvement of MDR1 and/or MRP2 in

the billary excretion of SPP100 in the rat. Therefore, the billary clearance of SPP100 is

assessed In male bile duct-cannuiated and anaesthetlzed rats during a constant Intravenous

Infusion of [**C]Habeled SPP100 hemifumarate before and aftsr the administretion of

PSC833 (a known inhibitor of MDR1 and MRF_'Z) or probenecid (a known selective Inhibltor
of MRP2). :

The animals that-may be used are, 8.g., male albino HAN:WIST rats, 4 to 5 anlmals in each .
treatment group. -

[“C]-abeled SPP100 hemifumarate s administered In 0.8% sodium chioride solution, and
PSC833 and probenecid In a mixture of ethanol/polysthytens glycol 200/5% glucose solution
In the ratlo 1/3/1.

In all freatment groups, a constant concentration of the parent compound In plasma Is
achleved by bolus intravenous Injection (2 mL/kg) of [*ClHabeled SPP100 hemifumarate
bolus solution (0.015 mg basa/mlL.) with subsequent intravenous Infuslon (8.67 mL/hkg ) of
[*ClHabeled SPP100 hemifumarate Infusion solution (0.022 mg base/mL).

Intravenous bolus administration of following compounds are carried out after two hours:

o treatment group 1: a 1/3/1-mixture of ethanol/polysthylene glycol 200/5% glucose
solution (5 mL/kg; vehicle); |

¢ freatment group 2: PSC833 with a dose of 10 mg/kg; and

¢ treatment group 3: probenecid with a dose of 50 mg/kg.
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For all treatment groups blood samples are collected at 0.5, 1, 1.33, 1.67, 2, 2.33, 267,3 h
after treatment and blood Is immediately processed to plasma. Blle Is collected for the time
frame of 1 to 3 h In Intervals of 20 min.

Detsction method:

o for total radloactivity in all samples: LSC; LOQ 3.4 g/ for plasma and blle; and

» for detection of metabollte pattern in selectad pools of samples: HPLC with radioactivity
detaction.

Following Intravenous administration of the vehicle (ethanol/polysthylene glycol 200/5%
glucosa soiution), no effect on the **C concentration In piasma and on the blllary clearance
of [*C]-labaled compounds Is detected during a constant infusion of [“CHabeled SPP100
hemifumarate to bile duct-cannulated rats.

Following PSC833 administration, the **C concentration shows a trend towards a time
dependent increase in plasma and a significant decrease In bile. The resulting biliary
clearance of ['*C]-labeled compounds amounts to approximatsly 7% of the value obtalined
before PSCB33 administration.

Followlng probenocld administration, no effect on the plasma concentrations of ['*C}-Habeled
compounds Is dbserved in blie duct-cannulated rats. ‘However, probenecld leads to an
Increase In blle flow {value after administration is about 65% higher than value prior
administration) and to a decrease of the ['*C] concentration In bile (value is about 40% lower
than the value prior to administration). Nevertheless, blllary clearance is similar In both ime
intervals (before and after probenecid administration).

From these results (Figure 4) it may be conciuded, that MDR1 seems to play an Important
role In the blllary clearance of SPP100 and SPP100-related compounds. Furthermore,
MRP2 seems not to be involved In the blllary excretion of SPP100.and SPP100-related

compounds.

Example 4:
in vivo bloavallabliity experiment

The following study may be employed to Investigate the relative oral bioavailabliity of
SPP100 In male rats following & single oral administration of SPP100 hemifumarate with or
without oral co-adminlstration of PSC833. To elucidate a dose dependency of the co-
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administered PSC833, different doses of PSC833 (0, 5, 12.5, 25 and 50 mg/kg) are given at
a defined dose of SPP100 hemifumarate (6 mg free base/kg).

The animals that may be used are, e.g., male albino HAN:WIST rats, 5 animals in each
treatment group.

SPP100 hemifumarate Is administered In 0.9% sodium chioride solution, and PSC833 In a
mixture of ethanol/polyethylene glycol 200/5% glucose solution in the ratio 1/3/1 (vehicle).

First, the vehicle (5 mL/kg), and second SPP100 hemifumarate (2 mL/kg) are admnistered
to the rats by gavage (time difference: 2 - 3 min). All rats recelve SPP100 hemifumarate
with & dose of 6 mg free base/kg. The following PSC833 doses are administered:
o treatment group 1 and 6: a 1/3/1-mixture of ethanol/polyethylene giycol 200/5% glucose
solution (6 mL/kg; vehicle);
» treatment group 2: 50 mg/kg of PSCB33;
» treatment group 3: 25 mg/kg of PSCB833;
* » -. theatment group 4: 12.5 mg/kg of PSC833; and -
o treatment group 5: 5 mg/kg ofPSC833.

‘Bldod samples are collected sublingually at 0.25,-0.5, 1, 2, 4, 8, 24 and 48 h after
administrsion. Plasma Is used for bidchetical analfysfs.

Analytical methods:
HPLC-MS/MS using APCI in SRM positive mode for SPP100, lowest LOQ In plasma ranges
from 0.6 ng/mL to 0.7 ng/mL.

In rats orally dosed with SPP100 hemifumarate (6 mg base/kg) and vehicle, SPP100 Is only
detected In plasma up to 2 h post dosing. Cre amounts to approximately 24.8 + 27 ng/mL
and t. Is reached at 0.44 0.1 h after dosing. The dose-normalized AUC(0-te) Value Is
2.38 + 3.4 [(ng*h/mL)/(mg/kg)].

in rats orally dosed with SPP100 hemifumarate (8 mg basa/kg) and PSC833 (5, 12.5, 25 and
50 mg/dose), SPP100 Is detectad In plasma up to 24 or 48 h after dosing. Compared fo the
rats recelving the vehicle, Cme Increases to values of 35.7 + 18, 115 + €3, 81.4 + 19 and
26.7 £ 18 ng/mL and tye to values of 4.8 +1.8,4.95+4.2,15.2+ 18 and 3.08 £ 1.9 hfor
PSC833 doses of 5, 12.5, 25 and 50 mg/kg, respectively. The dose-normalized AUC(0-ty)
values are about 23, 69, 76 and 17 times higher than In the vehicle group for co-
administered PSC833 doses of 5, 12.5, 25 and 50 mg/kg, respectively. A resson for the
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relative low f value for the PSC833 dose of 50 mg/kg compared to the dose of 25 mg/kg
could not be given (Figure 5).

From these results it may be conciuded, that at least one or both ABC efflux transporter
proteins MDR1 and MRP2 seem to play an important role in the extent of the systemic
exposure of SPP100 after oral administration.

Example 5:

(28,48,58,78)-5-Amino-4-hydroxy-2-lsopropyi-7-[4-methoxy-3-(3-methoxy-propoxy)-
benzyl]-8-methyl-nonanolc acid ['“C]<{2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide, [“C]-
SPP100, hemifumarate

“c “c

HNy, H\)Q(o
AN . O NH, i/\(
0PN N°
~

o OH /i

A: Cyano-{'‘C]-dimethyl-acetic acid methyl ester

in an ampoule Is placed a solution of-sodium meﬂmidde"(1'19 mg; 2.2 mmol) In methanol
(2mL) at RT. Methyl cyanoacetate (88 mg, 1.0 mmol) Is added at 0°C. The mixture is
shaken for a few min at RT and then frozen to -192°C under nitrogen and ['C}-abeled
methyl lodide (3.7 GBq at 2.04 GBg/mmol, 1.82 mmol, available from Amersham
Blosclences), Is vacuum transferred over to the reaction mixture. The ampoule Is sealed
under vacuum and allowed to warm slowly to RT over a period of 1 h. The ampoule s
vibrated at 50°C for 16 h. The ampoule Is then re-frozen to -182°C and the volatile solvent
and unreacted [*C]-methyl lodide are removed by lyophilization. The crude cyano{'‘C]-
dimethyl-acetic acid methyl ester Is then analyzed by GC to ensure that < 0.2% mono-
methylated by-product Is formed. The material is then used for the naxt step without further
purification.

B. 2-Cyano-2,2-{*C]-dimethyi-acetamide

Ammonta gas Is bubbled into a flask containing dry methanot for 30 min at RT or untl the
molarity Is 5 M or above. To crude title A compound, cyano-{"C])-dimethylacetic acld methyi
ester, Is added the freshly prepared 5.5 M NH; in MeOH (3 mL, 16.5 mmaol) at RT. The
reaction is stirred at RT for 2 h after which all of the starting material is converted to the
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nitrile product as evidenced by GC analysis according to the following method: 10 min at
70°C, then incrementing temperature by 10°C/min to 200°C, then staying at 200°C for 10
min. Foliowing completion of the reaction the solvent is removad by lyophllization and the
product Is purified by flash chromatography (ethyl acetate + ethylacetate/10% methanol ) to
glive 2.813 GBq of 2-cyano-2,2-[*C]-dImethyl-acetamide.

C. 3-Amino-2,24{"‘C]-dimethyl-proplonamide

To freshiy purified title B compound, 2-cyano-2,2-{"*C}-dimethyl-acetamide (2.813 GBq, 77
mg, 0.68 mmol) Is added a freshly prepared 5.5 M solution of NHs In MeOH at RT followed
by 5% Rh/ALOs (33 mg). The reaction Is stirred at 55°C for up to 5 h and monltored by GC
every 1 h until all of the starting material Is converted to product. GC method: 1 min at 80°C,
then Incremented by 20°C/min to 240°C followed by 1min at 240°C. Following completion of
the reaction, the mixture Is filtered through Caelite (Hyflo), the solvent Is removed on a rotary
evaporator and the product Is purified by flash chromatography (CHzCl2/2 % MeOH/NH, —»
CH,Cly/5 %MeOH/NH; -+ CH2Cla/10 % MeOH /NHs) to give 2.7 GBq of 3-amino{"'C]2,2-
dimethyl-propionamide as a white solid. This product may be stored as solld for periods of
longer than 1 week. For long term storage, 3-amino-2,2{"C]-dimethyi-propionamide may
be dissolved In EtOH/20% toluene at :80°C at a concantration no greater than 50 MBq/mL.

D. (25,4S,58,78)-5-Amino-4-hydroxy-24sopropyl-7-j4-methoxy-3-{3-msthoxy-
propoxy)-benxzyl}-8-methyl-nonanolc acld [*/C]<{2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide,
['‘c}-SPP100, hemifumarate

The titte C compound, 3-amino-2,2-["*Cl-dimethyl-proplonamide may be employed for the
preparation of the title D compound, [“C]-labeled SPP100 hemifumarate, according to
methods known in the art, e.g., as described In U.S. Patent No. 6,730,708.
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What Is clalmed ig:

1. A method of improving the bioavallability of a renin inhibitor, which method comprises
co-administering, to a mammal in nesd such treatment, 8 combination of a renin inhibitor
and an efflux proteln Inhibitor.

2. A method according to Clalm 1, wherein the efflux protein inhibitor is a MDR1
inhibitor.

3. A method according to Claim 1 or 2, wherein the renin Inhibltor is a §~amino-y-
hydroxy-e-aryl-alkanoic acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable ealt thereof.

4. A method according to Clalm 3, wherein the 5-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanoic acid
amide derivative has the formula

M

wherein R, Is C;alkoxy-Cq4alkoxy or Ci4alkoxy-Ci.alkyl; Rz Is Cialkyt or Ci4alkoxy; and
Rs and R, are independently branched C,.alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

5. A method according to Claim 4, wherein the 8-amino-y-hydroxy-a-aryt-alkanoic acid
amide derivative Is a compound of formula () wherein R, is 3-methoxypropoxy; Rz is
methoxy; and Rs and R, are isopropyl; or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

8. A method according to Claim 5, wherein the 8-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanolc acid
amide derivative is (2S,48,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-Isopropy}-7-]4-methoxy-3-(3-

methoxy-propoxy)-benzyl]-8-methyl-nonanoic acld (2-carbamoyi-2-methyl-propyl)}-amide
hemifumarate.

7. A method according to Claim 8, whereln the MDR1 Inhibitor is PSC833.

8. A pharmaceutical composition comprising a therapeutically effective amount of a
renin Inhibitor In combination with an efflux protein Inhibitor, said efflux protein Inhibltor being

5
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present In an amount such that, following administration, the bicavallabliity of a renin inhibitor
is improved by at least § %.

9. A pharmaceutical composlition according to Claim 8, wherein the efflux protein
Inhibltor Is a MDR1 Inhibltor. '

10. A phamaceutical composition according to Clalm 8 or 8, wherein the renin inhibltor is
a 5-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanolc acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable
salt thereof.

11. A pharmaceutical composition according to Cialm 10, wherein the 5-amino-y-hydroxy-
o-aryl-alkanolc acld amide derivative has the formula
H [

)

Rs Rs

whersin R, I8 Cyalkoxy-Ci.alkoxy or Cy4alkoxy-Ci4alkyl; Rz Is Cy4alkyl or Cysalkoxy; and
R; and R, are Independently brariched C,.calkyl; or a pharmacsutically acceptable salt

" thered.

12. A pharmaceutical composition according to Claim 11, wherein the &-amino-y-hydroxy-
o-aryl-alkanoic acid amide d'erlvaﬂve Is a compound of formula (I) whereln R, Is 3-
methoxypropoxy; Rz ls methoxy; and R; and R, are Isopropyl; or a pharmaceutically
acceptable salt thereof.

13. A pharmacsutical composition according to Clalm 12, whersin the 5-amino-y-hydroxy-
w-aryl-alkanolc acld amide derivative Is (25,48,6S,7S)-5-amino~-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-
methoxy-3-(3-methoxy-propoxy)-benzyl]-8-methyl-nonanolc acid (2-carbamoyi-2-methyi-
propyl)-amide hamifumarate.

14. A pharmaceutical composition according to Claim 13, wherein the MDR1 Inhibitor Is
PSC833.

15. A use of an efflux protein Inhibitor for the manufacture of a medicament to improve

_ the bloavallability of a renin inhibltor, or 8 pharmacsutically acceptable salt thereof.
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16. A use according to Claim 14, wherein the efflux proteln inhibitor is a MDR1 inhibttor.

17. A use according to Claim 15 or 18, whereln the renin inhibitor Is a &-amino-y-hydroxy-
o-arytalkanolc acid amide derivative, or a pharmacsutically accsptable salt thereof,

18. A use according to Claim 17, wherein the 5-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanoic acid
amide derivative has the formula

)

wherein R, Is C,.alkoxy-Cy4alkoxy or Cy4alkoxy-Cialkyl; Rz Is Cy4alkyl or Ciialkoxy; and
Rs and R, are independently branched Calkyl; or a pharmaceutically acceptabie salt
thereof.

19. . Ause according to Claim 16, wherein the §-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanolc acld
amide derivative Is a compound of formula (I) wherein R, Is 3-methoxypropoxy; Rg Is
methoxy; and R, ‘and R, are isopropyt; or a pharméceutically acceptable salt thereof.

20. A use according to Claim 17, whereln the 5-emino-y-hydroxy-o-aryh-alkanolc acid
amide derivative Is (25,4S,58,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-methoxy-3-(3-
methoxy-propoxy)-benzyl]-8-methyl-nonanoic acld (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide
hemifumarate.

21. Ause according to Clalm 20, wherein the MDR1 Inhibitor Is PSC833.
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AMENDED CLAIMS
[received by the International Bureau on 21 December 2005 (21.12.2005);
original cIaims 1-33 amended (6 pages)]

| fo 33

1. A method of Improving the bicavallablilty of a renin Inhibitor, which method comprises
co-administering, to a mammal In need such treatment, a comblnation of a renin Inhibltor
and an efflux proteln Inhibitor, whereln the renin Inhibitor Is a 5~-amino-y-hydroxy-o-aryl-
alkanolc acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

2. A method according to Claim 1, wherein the efflux protein Inhibltor is a MDR1
Inhibltor.

3. A method according to Claim 1 or 2, wherein the §-amino-y-hydraxy-e-aryl-afkanoic
acld amide derivative has the formula

{0

wherein R, I8 C4alkoxy-Cy.alkoxy or C4alkoxy-Ci4alkyl; Ra Is Cy4alkyi or Ciealkoxy; and
R, and R, are Independently branched Cs.salkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

4, A method according to Claim 3, whereln the 8-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanoic acid
amide derivative Is a compound of formula (I) whereln R, la 3-methoxypropoxy; Ra Is
methoxy; and Ry and Ry are sopropyl; or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

5. A method according fo Claim 4, wherein the 5-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanoic acid
amide derivative Is (zs.48.58.78)-5-&mlno-4—hydroxy—2—lsopropyl-7-{4-methoxy—3—(3—
methoxy-propoxy)-benzyl}-8-methyl-nonanoic acld (2-carbamoyl-2-methyl-propyl}-amide
hemifumarate.

6. A method according to any of Claims 2 to 5, whereln the MDR1 Inhibitor is PSC833.
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7. A method of improving the bloavallablilty of a renin Inhibitor, which method comprisas
co-administering, to a mammal in need such treatment, a combination of a renin Inhibitor
and an efflux protein Inhibitor, whereln the efflux protein Inhibitor Is PSC833.

8. A method according to Claim 7, whereln the renin Inhibitor Is & 5-amino-y-hydroxy-o-
aryl-alkanoic acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

B. A method according to Claim 8, wherein the 5-amino-y-hydroxy-m-aryl-alkenoic acid
amide derivative has the formula

Hle,..

)

whereln R; is Ci4alkoxy-Cq4alkoxy or Ci4alkoxy-Cialkyl; Rz Is Cs4alkyl or C.alkoxy; and
Rs and R, are Independently branched Calky!; or a pharmaceutically acceptable sait
thereof.

10. A method according to Claim 8, wherein the 3-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanoic acid
amide derivative Is a compound of formula (I) wherein R, Is 3-methoxypropoxy; Rz Is
methoxy; and Rs and Ry are Isopropyl; or a pharmacsutically acceptable sait thereof.

11. A method according to Claim 10, whereln the §-emino-y-hydroxy-o-aryi-alkanoic acid
amide derivative Is (2S,4S,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyi-7-{4-methoxy-3-(3-
methaxy-propoxy)-benzyl}-8-methyl-nonanolc acld (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide
hemifumarate.

12. A pharmaceutical composlition comprising a therapeutically effective amount ofa
renin inhibitor In combination with an effiux protein Inhibitor, said efflux protsin Inhibitor being
present In an amount such that, following administration, the bloavallabliity of a renin inhibitor
is Improved by at least 5 %, whereln the renin Inhibltor Is a S-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc
acld amide derivative, or a phanmacsutically acceptable salt therecf.

13. A pharmaceutical composition according to Claim 12, wherein the effiux protein
inhibitor is a MDR1 Inhibitor.
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14. A phanmaceutical composition according o Clalm 12 or 13, whereln the 5-amino-y-
hydroxy-a-aryl-alkanolc acid amide derivative has the formula
H R

)

wherein R; Is Cyalkoxy-Cqalkoxy or Cy4alkoxy-C,alkyl; Rz Is Ci4alkyl or Cy4alkoxy; and
R; and R, are independently branched C,alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

15. A pharmeaceutical composition according to Clalm 14, whereln the 5-amino-y-hydroxy-
o-aryl-alkanolc acid amide derivative Is a compound of formuia (I) wherein Ry Is 3-
methoxypropoxy; Rz is methoxy; and R, and R, are isopropyi; or a pharmaceutically
acceptable salt thereof.

16. A pharmaceutical composition according to Claim 15, whereln the 5-amino~y-hydroxy-
o-aryl-alkanolc acid amide derivative is (25,45,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-
methoxy-3-(3-methoxy-propoxy)-benzyl]-8-methyl-nonanoic acid (2-carbamoyl-2-methyl-
propyi}-amide hemifumarate.

17. A phamaceutical compostition according to any of Claims 13 to 16, wherein the
MDR1 Inhibitor Is PSC833.

18. A pharmaceutical composition comprising a therapeutically effective amount of a
renin inhibltor In combination with an efflux protein Inhibitor, sald effiux protein [nhibitor bsing
present In an amount such that, following administration, the bloavallability of a renin Inhibltor
Is Improved by at least 5 %, whereln the efflux protsin inhibitor s PSC833.

19. A pharmaceutical composition according to Claim 18, wherein the renin Inhibitor Is a
3-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanolc acid amide derivative, or a pharmacsuticslly acceptable
salt thereof.

20. A pharmaceutical composition method according to Claim 19, wherein the 3-amino-y-
hydroxy-o-aryl-alkanoic acid amide derivative has the formula
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wherein R Is C,.4alkoxy-Cialkoxy or Ci.4alkoxy-Ci4alkyl; R; Is Cialkyl or C4aikoxy; and
Rs and R, are independently branched C..4alkyl; or a pharmaceutically accaphble_salt
thereof.

21. A phamaceutical composition according to Claim 20, wherein the 5-amino-y-hydroxy-
w-aryl-alkanolc acid amide derivative Is a compound of formula (1) wherein R, Is 3-
methoxypropoxy; Rq is methoxy; and Ry and Ry are Isopropyl; or a pharmaceutically
acceptable salt thereof.

22, A pharmaceutical composition according to Claim 21, wherein the 8-amino-y-hydroxy-
w-aryl-alkanoic acld amide derivative Is (25,48,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-lsopropyl-7-{4-
methoxy-3-(3-methoxy-propoxy)-benzyf}-8-methyi-nonanolc acid (2-carbamoyl-2-methyi-
propyl)-amide hemifumarate.

23. A usse of an efflux protein Inhibltor for the manufacture of a medicament to improve
the bloavallabllity of a renin Inhibitor, whereln the renin inhibitor is a 5-amino~y-hydroxy-o-
aryl-alkanolc acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

24. A use according to Claim 23, wherein the efflux protein inhibltor Is a MDR1 Inhiblitor.

25.  Ause according to Clalm 23 or 24, wherein the 8-amino-y-hydroxy-a-aryt-alkanoic
acld amide derivatlve has the formula
H R

H,Ns.,

)

whereln Ry 18 Cy4alkoxy-Cy4alkoxy or Ci.alkoxy-Ci4alkyl; Rz Is Ci4alkyl or Ci4alkoxy; and
Rs and Ry are Independently branched Calkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.
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26. A use according to Clalm 25, whereln the 5-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanoic acid
amide derivative is a compound of formula (1) wherein R [s 3-methoxypropoxy; Ra is
methoxy; and R; and Ry are isopropyl; or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

27. A use according to Clalm 26, wherein the 5-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc acid
amide derivative Is (25,4S,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-methoxy-3-(3-
methaxy-propoxy)-benzyl}-8-methyl-nonanolc acld (2-carbamoyi-2-methyt-propyl}-amide
hemifumarate.

28. A use according to any of Claims 23 to 27, whereln the MDR1 Inhibitor [s PSC833.

29. A use of an efflux protein Inhibitor for the manufacture of a medicament to improve
the bloavailabliity of a renin Inhibitor or a pharmaceutically acceptable salt thereof, wherein
the efflux protein Inhibitor is PSC833.

30. A method according to Claim 28, wherein the renin Inhibitor is a &-amino-y-hydroxy-w-
aryl-alkanolc acld amide derivative, or a phammacsutically acceptable satt thereof.

31. A method according to Claim 30, wherein the 3-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanoic acld
amide derivative has the formula

H B

)

whereln Ry Is Cialkoxy-Cialkoxy or Cy.4alkoxy-Ci4alkyl; Rz Is Cs.4alkyl or Ci4alkoxy; and
R, and R, are independently branched Cy.alkyl; or a pharmacaeutically acceptable salt
thereof.

32, A method according to Claim 31, wherein the 8-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanoic acld
amide derivative Is a compound of formula (I) wherein R, Is 3-methoxypropoxy; Ra Is
methoxy; and Rs and R, are Isopropyl; or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

33. A method according to Claim 32, wherein the 3-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanoic acld
amide derivative is (25,4S,58,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-sopropyl-7-{4-methaxy-3-{3-
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methoxy-propoxy)-benzyf]-8-methyl-nonanolc acld (2-carbamoyi-2-methyi-propyl)}-amide
hemifurnarate.

e
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INHIBIDOR DE RENINA

Descrincién de la Inyenclén

La via oral es con frecuencla la via més conveniente para la
administracién de farmacos, pero desafortunadamente muchos agentes
terapéuticoe no son oraimente activos debido a su pobre
biodisponibilidad.

La blodisponibilidad de muchos agentes terapéuticos se puede
reducir por la acclon de las denominadas protelnas de "bomba de
efusion”, las cuales expulsan actl.vamente sustancias extrafias desde la
célula para dar lugar, por ejemplo, al efecto de resistencia a miuiltiples
farmacos. Estas proteinas de efusién de farmacos comprenden
principaimente los transportadores tipo MDR (proteina de resistencla a
muoltiples farmacos) y MRP (protelna asocilada con resistencia a
multiples farmacos). Algunas de las protelnas de efusién mejor
estudiadas inciuyen la glicoproteina-P (Pgp 6 MDR1) y MRP2.

Aunque las protelnas de efusidén localizadas en membrana son
bilen conocidas como factores que contribuyen al sindrome de
resistencla a multiples farmacos adquirida que se presenta en muchos
pacientes de cancer después de quimioterapia repetida, sélo
recientemente se ha mostrado que, por ejemplo la MDR1, también se
encuentra en el tejldo normal, tal como en el intestino delgado, colon,
higado, y en células endoteliales de la barrera de sangre del cerebro. La

presencla de estas proteinas de efusion en el tracto gastrointestinal
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(Gl), en especlal en el Intestino delgado y colon, puede contribuir a la
pobre blodisponibilidad de muchos farmacos de productos naturales
(incluyendo los agentes contra el cancer vinblastina y doxorrublicina).
Por ejemplo, muchos agentes quimioterapéuticos dados oralmente no
pueden mostrar una actividad antitumoral debido a su pobre
biodisponibilidad y a su Iincapacidad para entrar en los tejldos
gastrointestinales. Ademas, las proteinas de efusién presentes en los
hepatocitos pueden reducir adicionalmente la biodisponibilidad de los
agentes terapéuticos mediante la eliminacién por la bilis (ver Faber y
colaboradores, Adv. Drug Del. Rev., 55, 107-124, 2003).

Los agentes terapéuticos oraimente administrados deben superar
varias barreras antes.de alcanzar su sitio objetivo. El primer obstaculo
importante que deben cruzar es el epitelio Iintestinal. Aunque los
compuestos lipofllicos pueden difundirse facilmente a través de la
membrana de plasma apical, su paso subsecuente a_través de la
membrana basolateral y hasta |la vena porta por ningin medio esta
garantizado. Las protelnas de bomba de efusién localizadas en la
membrana apical, las cuales Incluyen diferentes transportadores de
farmacos de |la famllia del casete de enlace de ATP (ABC), por eJemplo
los transportadores ABC tales como MDR1, MRP1, y MRP2, pueden
impulsar a los compuestos desde adentro de la célula de regreso hacia
el lumen Intestinal, restringlendo su blodisponlibilidad oral al Impedir su
absorcién en la sangre. El segundo gran obstaculo que deben enfrentar
es el higado, en donde los farmacos se transportan pasivamente o

mediante procesos de transporte saturables desde la sangre portal a
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través de las membranas de plasma de hepatocitos (senoidales) y las
membranas de bllis (canaliculares) hasta la bllis. Las proteinas de
bomba de efusién localizadas en las membranas canaliculares, que
nuevamente incluyen diferentes transportadores de fédrmacos de la
familia ABC, por ejemplo los transportadores ABC tales como MDR1, la
proteina de resistencla del ¢éncer de mama (BCRP), y MRP2, pueden
Impulsar a los compuestos de farmaco desde adentro de los hepatocitos
hacla la bilis, restringiendo su biodisponibilidad oral mediante la
promocién de la eliminacidn blliar. Por ejemplo, se ha demostrado que la
MDR1 transporta la mayoria de los inhibldores de proteasa de VIH, y
reduce su biodisponibilidad oral y la penetracién en linfocltos, cerebro,
testiculos, y fetal, dando como resultado posiblemente mayores efectos
limitantes sobre la eficacia terapéutica de estos farmacos.

Por consiguiente, un planteamiento para mejorar la
biodisponibilidad puede ser co-administrar un inhibldor de las proteinas
de efusién, es decir, un compuesto que Inhiba la funclén de las
protelnas de efusidon, con una sustancia de farmaco. En otras palabras,
cuando se co-administra un inhibidor de proteinas de efuslén con un
agente terapéutico que también es un sustrato para ese sistema de
efusiéon especifico, se puede mejorar la biodisponibilldad oral yl/o
concentraciones farmacolégicas actlvas en el sitio objetivo del agente
terapéutico, mediante la inhibicion del mecanismo de efusién desde
adentro de la célula de regreso hacla el !umen intestinal y/o mediante la
inhibiclén de la secrecién hacia la bilis.

Sin embargo, las proteinas de efusién exhilben una baja

e
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especificidad de sustrato, y transportan muchas clases de moléculas. La
especificidad no es rigurosamente entendida, y no hay manera de
predecir, a partir de la estructura molecular de una sustancla de
farmaco, si ese farmaco especifico sera un sustrato para cierta protelna
transportadora. Por consiguiente, en general no es posible predecir si un
farmaco o compuesto particular estara sujeto a la accién de bombeo de
efusion descrita anterlormente. También, si un fadrmaco particuiar tiene
una baja biodisponibilidad oral, en general no es poslble predecir si la
baja biodisponibilidad es causada, total o parclaimente, por Ias
protelnas de efusiéon descritas anteriormente, ni se puede predecir si
aumentard la baja biodisponibilidad por la co-administraclén de un
inhibidor de proteinas de efusion (ver Chan y colaboradores, Eur. J.
Pharmaceut. Sci., 21, 25-51, 2004).

De una manera sorprendente, ahora se ha encontrado que muchos
inhibldores de renina, por ejemplo los que se dan a conocer en las
Patentes de los Estados Unildos de Norteamérica Numeros 5,558,111,
6,197,859, y 6,376,672, cuyo contenido total se Incorpora a la presente
como raferencia, son sustratos para un sistema de efusién prominente, y
son activamente transportados por los miembros de [a familia ABC, en
particular MDR1 y MRP2. Por consiguiente, la biodisponibliildad de estos
inhibidores de renina se puede mejorar mediante la Inhibicién del
mecanismo de efusién Involucrado, en particular mediante la inhibicidn
del transporte de farmacos por parte de MDR1 y/o MRP2,

La Figura 1 muestra el efecto del inhibldor de renina SPP100

sobre la actividad de ia ATPasa en las vesiculas de membrana que
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expresan altos niveles de MDR1.

La Figura 2 muestra el transporte bidirecclonal del Inhibidor de
renina SPP100 a través de monocapas celulares Caco-2 en la direccién
de apical (AP) a basolateral (BL) y de basolateral a aplcal.

La Figura 3 muestra el efecto del Inhibldor de MDR1, PSCB833,
sobre la permeabilidad del inhibidor de renina SPP100 a través de las
monocapas celulares Caco-2.

La Figura 4 muestra el efecto del inhibidor de MDR1, PSC833,
sobre la concentracién del inhibidor de renina SPP100 en plasma ¥y
sobre la eliminacion billar en ratas durante una infusidn intravenosa
constante.

La Figura 5 muestra los valores del drea debajo de la curva (AUC)
de dosis normalizada del inhibidor de renina SPP100 en el plasma de
ratas después de una sola aplicacién oral en ausencia y en la presencia
de PSC833.

Los inhibidores de renina a los que se aplica |la presente invencién
son cualqulera de aquéllos que tienen una actividad inhibidora de renina
in vivo, y, por consiguiente, tienen utilidad farmacéutica, por ejemplo,
como agentes terapéuticos para el tratamlento de hilpertension,
insuficiencia cardlaca congestiva, hipertrofia cardlaca, fibrosis cardlaca,
cardiomiopatia posterior a Infarto, complicaciones resultantes de
diabetes, tales como nefropatia, vasculopatia y neuropatia,
enfermedades de los vasos coronarios, restenosis en seguida de
angioplastia, presiéon Intra-ocular elevada, glaucoma, crecimiento

vascular anormal, hiperaldosteronismo, estados de ansiedad vy
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desdrdenes cognoscitivos. En particular, la presente invencién se refiere
a los derivados de amida de acido 5-amino-y-hidroxi-o-aril-alcanoico,
como se dan a conocer en la Patente Norteamérica Namero 5,558,111.

De conformidad con lo anterlor, la presente invencién proporclona
un metodo para mejorar la biodisponibilidad, de preferancia la
blodisponibilidad oral, de un Inhibidor de renina, cuyo método
comprande co-administrar a un mamifero, en especial a un ser humano,
que necesite dicho tratamiento, una combinaclén de un inhibidor de
renina y un inhibidor de proteinas de efusién. El inhibidor de proteinas
de efuslon se administra en una cantidad tal que se mejore la
biodisponlbilidad de un Inhibidor de renina en comparacién con lo que
seria la biodisponibilidad en ausencia del inhlbidor de protelnas de
efusion (por eJemplo, el 10 por ciento cuando se administre oraimente a
seres humanos). Un inhibldor de proteinas de efusién y un inhibidor de
renina de preferencla se co-administran cada uno en una cantidad tal
que la combinacién tenga un efecto terapéutico deseado, por ejemplo un
efecto anti-hipertensivo.

En particular, la presente invencién proporciona un metodo para
mejorar la biodisponibllidad de un derlvado de amida del acido 8-amino-
y-hidroxi-o-aril-alcanoico, cuyo método comprende co-administrar a un
mamlfero, en especial a un ser humano, que necesite dicho tratamiento,
una combinacion de un derivado de amida del acido §-amino-y-hidroxl-w-
aril-alcanoico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un
inhibidor de proteinas de efuslon.

El término "co-administracién™ de una combinaclén de un inhibidor
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de renina, en particular de un derivado de amida del acido §-amino-y-
hidroxi-m-aril-alcanoico, y un inhibidor de proteinas de efusién, significa
que los dos componentes se pueden administrar juntos como una
composiciéon farmacéutica o como parte de la misma forma de
dosificacion unitaria. La co-administraclén también incluye administrar
un Inhibidor de renina, en particular un derivado de amida del &cido &-
amino-r-hidroxi-o-arll-alcanoico, y un Inhibidor de proteinas de efuslén
por separado, pero como parte del mismo régimen terapéutico. Los dos
compor;entea. si se administran por separado, no necesarlamente se
tienen que administrar esencialmente al mismo tiempo, aunque pueden
hacerlo si asl se desea. Por consiguiente, la co-administracién incluye,
por ejemplo, administrar un inhibldor de renlna, en particular un
derivado de amida del &cldo 8-amino-y-hidroxi-o-aril-alcanolco, més un
Inhibldor de proteinas de efusién, como doslificaciones o formas de
dosificaclén separadas, pero al mismo tlempo. La co-administracién
tamblén incluye la administraclon separada en diferentes tlempos y en
cualquier orden.

Un inhibidor de renina, en particular un derivado de amida del
acido &-amino-y-hidroxl-w-aril-alcanoico, de ia presente Invencién, se
puede emplear en |la forma de sus sales farmaceéuticamente aceptables,
en una forma anhidra, o como un hidrato o un solvato del mismo. Todas
estas formas son Gtiles dentro del alcance de la presente invencion.

El término "inhibidor de proteinas de efusién®, como se utlilza en
la presenie, se refiere a cualquier compuesto, a un compuesto

farmacéutico o a un excipiente, que Inhiba la acciéon de cuaiquier
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transportador ABC, por ejemplo los que se dan a conocer en Bakos y
colaboradores, Mol. Pharmacol., 57, 760-768 (2002), y en Maarten y
colaboradores, AIDS, 16, 2295-2301 (2002).

En adicién, se puede observar que un inhibldor de proteinas de
efusion que mejore la biodisponlbilidad de un inhibidor de renina, puede
operar mediante uno o mas de una varledad de mecanismos. Es decir,
como es bien conocido en la materia, puede ser un inhibidor competitivo
o no competitivo, o puede operar mediante un mecanismo mixto. El que
este inhibidor pueda afectar a la efusion de cierto inhibldor de renina
depende, entre otras cosas, de las afinldades relativas del inhibidor de
renina y del inhibildor de protelnas de efusién; de las solubilidades
acuosas relativas del inhibidor de renina y del inhibidor de protelnas de
efusioén, debldo a que esto afectaria a la concentracion de los dos en la
bomba de efusién in vivo cuando estén en competicién; de Ia solublildad
acuosa absoluta del inhibidor de protelnas de efusidn, debido a que
debe alcanzar una concentracién suficiente en |la bomba de efusién in
vivo para inhibir efectivamente la efusién; y de la dosis del inhibidor de
proteinas de efusién. Para el propésito de esta invencién, un inhibidor
de proteinas de efusidn es cuaiquier compuesto que mejore Ila
exposicién sistémica de un Inhibidor de renina, cuando el Inhlbidor de
renina se dosifique oralmente o por cualquier otra via, y que sea un
sustrato y/o un inhibldor de una o mas de las proteinas de efusién de
farmacos / actividades de Ias células epiteliales intestinales o de los
hepatocltos.

Como se describe anteriormente en la presente, la presente
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invenciéon proporciona un método para mejorar la blodisponibllidad de un
inhibidor de renina, en particular un derivado de amida del acido 3-
amino-y-hidroxi-w-aril-alcanolco, cuyo método comprende co-administrar

una combinacién de un Iinhibidor de renina y un Inhibldor de proteinas de
efusion.
De preferencia, el inhibldor de proteinas de efusién de la presente
invencion es un Inhibidor de MDR1, por ejemplo PSC833.
Preferiblemente, se co-administra un derivado de amida del 4cldo
8-amino-y-hidroxi-n-aril-alcanoico de la presente invencién, que tiene la

féormula:

0]

en donde R, es alcoxl de 1 a 4 4&tomos de carbono-alcoxl de 1 a 4
dtomos de carbono o alcoxi de 1 a 4 Atomos de carbono-alquilo de 1 a 4
dtomos de carbono; y Ra ¥ R, son Independlentemente alqullo de 1 a 4
atomos de carbono ramificado; o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo; se co-administra con un inhibidor de MDR1, por ejemplo
PSC833.

De manera mas preferible, un derivado del éacido &-amino-y-
hidroxl-o-aril-alcanoico de la presente Invencion tiene la féormula (1), en
donde R, es 3-metoxipropoxi; R; es metoxi; y R, y R, son isopropilo; o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; se co-administra con

1nhn
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un inhibidor de MDR1, por ejemplo PSCB833.

De manera mds preferible, un derivado del Aacldo §-amino-y-
hidroxi-m-arll-alcanoico de la presente Invencién el cual es hemifumarato
de (2-carbamoil-2-metil-propll)-amida del édcldo (2S)48,58,7S)-5-amino-
4-hidroxi-2-Isopropil-7-[4-metoxi-3-(3-metoxi-propoxl)-bencil]-8-metil-
nonanoico, tamblén conocido como SPP100, se co-administra con un
inhibidor de MDR1, por ejempio PSC833.

Como se describe en la presente en lo anterior, se pueden co-
administrar un Inhibidor de renina, en particular un derivado de amida
del 4cido &-amino-y-hidroxi-eo-aril-alcanoico, y un Inhibidor de protelnas
de efusién, como una composicion farmacéutica. Los componentes se
pueden administrar juntos en cualquier forma de dosliflcacién
convencional, usualmente también junto con un vehlculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Para la administracién oral, la composiciéon farmacéutica que
comprende un inhibidor de renina, en particular un derivado de amida
del acido &-amino-y-hidrox|-e-aril-alcancico, y un inhibidor de protelnas
de efusién, puede tomar |la forma de soluclones, suspensiones, tabletas,
plidoras, capsulas, polvos, microemulsiones, paquetes de dosis unitaria,
y similares. Se prefieren las tabletas y las capsulas de gelatina que
comprenden al ingrediente activo junto con: a) diluyentes, por ejemplo
lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa, y/o glicina; b)
lubricantes, por ejemplo sllice, talco, é&cido estedrico, su sal de
magnesio o de calcio, y/o polietilenglicol; para tabletas también c¢)

aglutinantes, por ejemplo silicato de magneslo y aluminio, pasta de
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almidén, gelatina, tragacanto, metil-celulosa, carboxi-metil-celulosa de
sodio, y/o polivinilpirrolidona; sl se desea d) desintegrantes, por ejemplo
almidones, agar, 4&cido alginico o su sal sédica, o mezclas
efervescentes; y/o @) absorbentes, colorantes, saborizantes, Yy
edulcorantes. Las composiciones inyectables de preferencia son
soluciones o suspensiones isoténicas acuosas, y los supositorios se
preparan de manera conveniente a partir de emulsiones 0 suspensiones
grasas.

Estas composiclones se pueden esterillzar y/o pueden contener
adyuvantes, tales como agentes conservadores, estabilizantes,
humectantes o emuislonantes, promotores de soluclén, sales para
regular la presién osmética, y/o reguladores del pH. En adicién, también
pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas. Estas
composiciones se preparan de acuerdo con los métodos convencionales
de mezcla, granulaclén o recubrimiento, respectivamente, y contienen de
aproximadamente el 0.1 al 75 por ciento, de preferencia de
aproximadamente el 1 al 50 por ciento de! Ingredlente activo.

De maﬁera mas especifica, la presente invencién proporciona una
composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectlva de un Inhilbidor de renina, de preferencia un
derivado de amida del édcido S-amino-y-hidroxi-m-aril-alcanoico, en
combinacién con un inhibldor de protelnas de efusién, estando este
inhibldor de proteinas de efusién presente en una cantidad tal que, en
seguida de la adminlstracién, se mejora la biodisponibllidad del inhibldor

de renina por cuando menos el 5 por ciento.
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De preferencia, una composicién farmacéutica de Ila presente
invenclén comprende un inhibidor de MDR1, por ejemplo PSC833.
De una manera preferible, una composiclon farmacéutica de la

presente invencidén comprende un derivado de amida del écido 8-amino-

y-hidroxi-o-aril-alcanoico de la férmula:

en donde R, es alcoxi de 1 a 4 atomos de carbono-alcoxi de 1 a 4
dtomos de carbono o alcoxi de 1 a 4 Atomos de carbono-alquilo de 1 a 4
atomos de carbono; y R; y R, son Independientemente alquilo de 1 a 4
dtomos de carbono ramificado; o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo; en combinacién con un inhibidor de MDR1, por ejemplo
PSC833.

De manera méas preferible, una composicién farmacéutica de la
presente invencién comprende un derivado de amida del 4cldo §-amino-
y-hidroxi-e-aril-alcanoico de la formula (l), en donde R, es 3-
metoxipropoxl; R, s metoxl; y Rs y R4 son Isopropilo; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; en combinacién con un
Inhibidor de MDR1, por ejemplo PSC833.

Mas preferiblemente, una composicién farmaceéutica de la presente
invenciéon comprende hemifumarato de (2-carbamoil-2-metil-propil)-
amida del acido (25,45,55,75)-5-amino-4-hidroxi-2-isopropil-7-[4-

metoxi-3-(3-metoxl-propoxi}-bencil]-8-metil-nonanocico en combinacién
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con un inhibidor de MDR1, por ejemplo PSCB833.

De preferencia, la blodisponibilidad del inhibidor de renina, en
particular del derivado de amida del &cido 8-amino-y-hidroxi-o-aril-
alcanoico, por ejemplo SPP100, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, se mejora por cuando menos el 5 por cliento.

La biodisponibilidad de un farmaco se puede evaluar como es
conocldo en la técnica, mediante la medicion de la AUC, en donde la
AUC es el area debajo de la curva (AUC) que grafica la concentracién
en suero o plasma de un farmaco a lo largo de la ordenada (eje-Y),
contra el tiempo a lo largo de la abscisa (eje-X). En general, los valores
para el area debajo de la curva representan un nimero de valores
tomados de todos los sujetos en una poblaclén de prueba y, por
consigulente, son valores medios promediados sobre toda la poblacién
de prueba.

La co-administracion de un inhibidor de renina y un Inhibidor de
proteinas de efusion también puede aumentar la Cn.x ©n relacién con la
dosificacion del Iinhibidor de renina en ausencia de un inhibidor de
proteinas de efuslén, y esto se proporciona como un aspecto adicional
de la invenclén. La Cn,, 88 también bien entendida en este campo como
una abreviatura para la maxima concentracidon de fdrmaco en el suero o
plasma de un sujeto de prueba.

Debido a que la presente invencién tiene un aspecto que se
relaciona con el tratamiento con una combinacién de compuestos que se
pueden co-administrar por separado, la invenclén también se reflere a la

combinacion de composiclones farmacéuticas separadas en una forma
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de estuche. El estuche comprende dos composiciones farmacéuticas

14

separadas: (1) una composicién que comprende un inhibldor de renina,
en particular un derivado de amida del édcido 5-amino-y-hidroxi-e-aril-
alcanoico, més un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable; y
(2) una composicién que comprende un Inhibidor de protelnas de
efusién, mas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Las
cantidades de (1) y (2) son tales que, cuando se co-administran por
separado, se mejora la biodisponibilidad de un inhlbldor de renina, en
particular un derivado de amida del é&cido 3-amino-y-hidroxi-m-aril-
alcanoico, por cuando menos el 5 por ciento. El estuche comprende un
recipiente para contener las composiclones separadas, tal como un
frasco dividido o un paquete de lamina dividido, en donde cada
compartimiento contiene una pluralidad de formas de dosificacién (por
ejemplo, tabletas) que comprenden (1) 6 (2). De manera alternativa, an
lugar de separar las formas de dosiflcacién que contienen los
ingredientes actlvos, el estuche puede contener compartimientos
separados, cada uno de los cuales contenga una dosificacién entera, la
cual a su vez comprenda formas de dosliflcaclon separadas. Un ejempio
de este tipo de estuche es un paquete de ampolla en donde cada
ampolla Individual contenga dos (0o méas) tabletas, comprendiendo una (o
mas) tableta(s) una composicién farmacéutica (1), y comprendiendo |a
segunda (o mas) tableta(s) una composicion farmacéutica (2).
Tipicamente, el estuche comprende instrucciones para la administracién
de los componentes separados. La forma de estuche es particular-mente

conveniente cuando los componentes separados se administran de



10

15

20

25

15

preferencia en formas de dosificacién diferentes (por ejemplo, oral y
parenteral), se administran a intervalos de dosificacién diferentes, o
cuando el médico que prescriba desee la titulaciéon de los componentes
individuales de la combinaclén. En el caso de la presente invencién, por
consligulente, un estuche comprende:

(1) una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién
que comprende un inhibidor de renina, en particular un derivado de
amida del acido &-amino-y-hidroxi-o-aril-alcanoico, por ejemplo SPP100,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo o
diluyente farmaceéutica-mente aceptable, en una primera forma de
dosificacion;

{2) una composicién que comprende un inhibidor de protelnas
de efusién en una cantidad tal que, en segulda de su adminlstracién, se
mejora la biodisponibilidad de un Inhibidor de renina, en particular un
derivado de amida del dcido &-amino-y-hidroxi-w-aril-alcanoico, por
ejemplo SPP100, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, por
cuando menos el 5 por ciento, y un vehiculo o diluyente
farmaceéuticamente aceptable, en una segunda forma de dosificaclén; y

(3) un recipiente para contener a las primera y segunda formas
de doslificacion.

Finalmente, la presente invencion se refiere al uso de un Inhibidor
de protelnas de efusion, en particular un inhibidor de MDR1, por ejemplo
PSC833, para la fabricacion de un medicamento para mejorar la
biodisponibilidad, de preferencia la biodisponibilidad oral, de un

inhibldor de renina, de preferencia un derivado de amida del 4cldo 8-

LU
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amIno--y-hidroxi-m-aril-alc'anoico. por ejemplo SPP100, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Las proteinas de efusion Involucradas en la efusién de farmaco de

"una sustancia de fdrmaco se pueden identificar, y los parametros

cineticos correspondientes se pueden determinar, es decir, Constante de
Michaelis-Menten y Méaximo Transporté de Farmaco (Kn Y Jmax),
empleando métodos conocidos en la materia, por ejemplo mediante un
ensayo de ATPasa usando vesiculas de membrana Sf9 (Spodopiera
fruigiperda) que expresen altos nlveles del transportador ABC
selecclonado. En este ensayo, los transportadores ABC ellminan los
sustratos hacta afuera de las células mediante el empleo de hidrélisis de
ATP como una fuente de energia. La hidrélisis de ATP produce fosfato
Inorganico {PI), el cual se puede detectar mediante una simple reacclén
colorimétrica. La cantidad de fosfato Inorganico liberado por el
transportador es proporcional a la actividad del transportador. Las
preparaciones de membrana que contlenen transportadores ABC
muestran una actividad de ATPasa de |la linea base, mlentras que los
Inhibidores Iinhiben la actividad de ATPasa de la linea base, y/o la
actividad de ATPasa medida en la presericia de un agente estimulante.
Se pueden llevar a cabo los estudios tanto de activacién como de
Inhiblclén. Como se llustra en la presente, en el Ejemplo 1 (Flgura 1),
SPP100 aumenta la actividad de ATPasa en las vesiculas de membrana
que expresan aitos niveles de MDR1 con un valor K, de
aproximadamente 3 pM, sugiriendo que el sistema de efusion

Involucrado en el transporte de SPP100 es posiblemente MDR1.
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De manera alternativa, se puede determinar y aproximar la
afinidad de una sustancia de farmaco con el transportador in vitro
mediante un ensayo de células Caco-2, como se describe, por ejemplo,
en Camenisch y colaboradores, Pharm. Act. Helv., 71, 309-327 (1998), o
como se ilustra en la presente, en los Ejemplos. La identiflcaclén de la
protelna transportadora y la eficacia de un compuesto para inhlbir el
sistoma de efusiéon Involucrado, también se pueden determinar en el
ensayo de células Caco-2. Por ejemplo, SPP100 se Identifica como un
compuesto de permeablliidad baja a moderada (permeablilidad Intrinseca
<80 por ciento), siendo adicionalmente un sustrato para un sistema de
efuslén prominente (Figura 2). Sin embargo, en la presencia del
inhibldor de MDR1, PSC833, la permeabllidad de SPP100 aumenta de
una manera significativa, es daclr, PSC833 inhibe la efusién de SPP100
con un valor IC4, do aproximadamente 0.1 yM (Figura 3).

El efecto in situ de la co-administracién de un Inhibidor de
proteinas de efusién, por ejemplo un inhibldor de MDR1, sobre la
excrecién biliar de un Inhibidor de renina, se puede investigar mediante
una comparacion de la cantidad del compuesto excretado hacla la bilis,
en la presencla y en ausencia de un inhibidor de proteinas de efusidn.

Por ejemplo, en la presencia de PSC833, la eliminacioén biliar de
SPP100 se redujo por el 87 por ciento, comparéndose con el grupo de
control (Figura 4).

De una manera similar, se puede Investigar el efecto in vivo de la
co-administracion de un inhibidor de protelnas de efusién, por ejemplo

un Iinhibidor de MDR1, sobre la blodisponibllidad de un Inhibidor de
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renina, medlante la comparacién de los parametros farmacocinéticos,
Cmax, ¥ AUCs, an la presencia y en ausencia de un Inhibidor de proteinas
de efusién. Como se ilustra en la presente, en el Ejemplo 4 (Figura 5),
en ratas oralmente dosificadas, La AUC (0-t;ume) con dosis normalizada
de SPP100 aumenté en la presencla de PSC833 por aproximadamente
70 veces, comparandose con el grupo de control exclusivamente
dosificado con SPP100.

La descripcldn anterior describe completamente la Invencién,
incluyendo sus modalidades preferidas. Las modificaciones y mejoras de
las modalidades especifilcamente dadas a conocer en la presente, estén
dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones. Sin mayor
elaboracién, se cree que un experto en la materia puede, utilizando la
descripcién anterior, utllizar la presente invencién hasta su grado més
completo. Por consiguiente, los Ejemplos de |la presente se deben
interpretar como meramente ilustrativos y no como una limitaclién dal
alcance de la presente invencién de ninguna manera.

Elemplo 1:
Ensayo do ATPasa.

Se mide la efusién mediada por la MDRt1 humana, la MRP1
humana, o la MRP2 humana, medlante la Incubacion de las vesiculas de
membrana purificadas en ausencia y en la presencla de un agente
estimulante (Verapamil [40 pyM] para MDR1, NEM-GS [10 mM] para
MRP1, y Probenecid [1 mM] para MRP2), con diferentes concentraciones
de una sustancia de farmaco [0.046, 0.137, 0.41, 1.23, 3.7, 11.1, 333, ¥y

100 pM], en un regulador de transporte a un pH de 7.4 a 37°C.
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Se preparard una soluciéon de suministro 5 mM del agente
terapéutico de interés, en un solvente organico comiin, por ejemplo
sulféxido de dimetllio, etanol, metanol, y acetonltrilo, de tal manera que
la adiclén de la soluclén de suministro o sus dliuciones a la mezcla de
ensayo produzca |las concentraciones finales anteriormente
mencionadas, y el solvente orgénico utilizado sea el 2 por ciento del
volumen total (volumen/volumen). Todas las soluclones utllizadas en
este ensayo se mantendran a un pH de 7.4.

Se utilizaran vesiculas de membrana mantenidas a -80°C para los
experimentos de ATPasa. La efusilén mediada por el transportador se
puede determinar como se describe en la literatura (Sarkadl, B. Price, E.
Boucher, R. Germann, U. y Scarborough, G., J. Biol. Chem. 19982, 267:
4854-4858). Dicho de una manera breve, la suspension de membrana en
la presencila o en ausencia de un farmaco de prueba, agente
estimulante, Na,vO, 60 mM, y Glutationa 2 mM (solamente para los
transportadores MRP1 y MRP2), se pasa por pipeta a una placa de 96
pozos, y se transfiere a 37°C durante 5 mins para la preincubacion. La
reacciéon de ATPasa se Inicla mediante la adicion de una solucién de
Mg-ATP 25 mM y la Incubacién subsecuente a 37°C (20 mins para
MDR1, 80 mins para MRP1, y 30 mins para MRP2). Después, se detiene
la reaccién de ATPasa mediante la adicion de SDS (al 5 por cliento) a
cada incubacion. Después de Ila adicién del reactivo de deteccion
colorimétrica de mollbdato de amonio/acetato de zinc, la placa se incuba
durante 25 mins adicionales a 37°C.

Después de la incubaclén, se mide la OD a 730 nm. Utilizando una
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curva estandar de fosfato previamente determinada, se puede calcular el
fosfato inorgénico llberado [nmol/pozo]. Los valores OD se presentaran
como promedios % desviaciones estidndares de los experimentos
realizados.(n = 2). Todos los analisis estadisticos se llevan a cabo
utilizando Microsoft EXCEL 5.0c.

Con el fin de calcular la denominada actividad de ATPasa del
transportador especlfico (sensible a Na,vVO,) para cada farmaco y
conceniraciéon de farmaco ensayado, los valores de fosfato inorganico
(Pi) determinados en la presencia de Na,VQO, se tienen que sustraer de
los valores de fosfato inorgdnico medidos sin Na,VO,. La actividad del
transportador sensible a NavVO, en términos de fosfato Inorgdnico
liberado/miligramo de protelna de membrana/ min, se puede determinar
dividlendo los nimeros entre la cantidad de protelna de membrana
agregada a cada pozo, y el tiempo de Incubacion en mins (Figura 1).
Elemplo 2:

Ensayo de células Caco-2.

Se utilizan monocapas celulares Caco-2 sobre filtros de PET
durante 21 a 25 dlas, para los experimentos de transporte. El flujo de
los compuestos a través de las monocapas celulares Caco-2 cultivadas
sobre filtros de PET, asl como a través de los filtros de PET solos sin
células Caco-2, se determina como sigue: Antes del experimento de
transporte, el medio de cultivo en el compartimiento de aceptor (0.2 ml
para el lado apical y 1.0 m|l para los lados basolaterales) es
reemplazado c¢on solucién aceptora (HBSS, cuando sea pertinente

conteniendo el Iinhibidor de interés) previamente incubada a 37°C. Para
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iniciar el experimento, el medio en el compartimiento de donador (0.35
ml| para el lado aplcal y 1.15 ml para los lados basolaterales) es
reemplazado con solucién donadora (compuesto en HBSS, cuando sea
pertinente conteniendo el Inhibldor de interés) previamente Incubada a
37°C. Se eliminan alicuotas de 150 microlitros del lado donador y
aceptor después de aproximadamente 1 -y 120 mins. Los experimentos
de transporte en ambas direcclones apical a basolateral y basolateral a
apical, se llevan a cabo por triplicado a 37°C en una incubadora sin
agltacion.

Lo adecuado de las células Caco-2 para los experimentos de
transporte se examina midiendo la permeabilidad de [*H]-manltol & <0.1
MM y [*H]-propranciol a <0.1 yM desde los lados apical a basolateral
durante 120 mins en un total de 6 monocapas celulares representativas
(3 para cada compuesto) dentro del mismo lote de células.

Las muestras radioactivas se analizan mediante conteo de
cintllacién de liquidos. Todas las deméas muestras no radiomarcadas se
mantienen congeladas a -20°C hasta el analisis mediante cromatografia
de liquidos / espectrometria de masas en flla (LC-MS/MS).

Los valores de transporte de los compuestos probados se
determinan empleando la sigulente ecuacion (Artursson y colaboradores,

Blochem. Biophys. Res. Comm. 175: 880-885, 1991):

AQ

Py = ——rr—
T Mt-4-Co

en donde P,,, (cm/min) es el coeficiente de permeabilidad aparente, AQ

es la cantidad del compuesto que se encuentra en el compartimiento de



10

15

20

25

(S

aceptor en el tiempo t, At (min) es el periodo de tlempo de incubacldn,

22

Co (ug/ml) es Ia concentracidon inicial del compuesto en el
compartimiento del donador, y A (cm?) es el érea superficial de la
membrana.

Para las muestras marcadas, el |Imite de cuantificacién (LOQ) se
toma como el valor de concentracién de muestra més bajo obtenido a
partir de la escala radioactiva, que es significativaments mas alto que el
valor de control medido, y para el cual el error estandar de la medicion
es menor que el 20 por ciento. Bajo las condiciones de este estudio, el
Iimite de cuantificacién de |la radioactividad absoluta es de 2 dpm para
SPP100 marcado con ['*C], correspondiente a 12 nmol/L.

Los valores P,,, 8se presentan como promedios + desviaclones
esténdares de los experimentos de transporte realizados (n = 3). EIl
significado estadistico en las diferencias entre cualesquiera dos
conjuntos de datos dados, se examina mediante la prueba-{. El nivel de
probabilidad para la asignacién de significado de la diferencia es p <
0.025. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando
Microsoft EXCEL 5.0c.

Para la concentracién de 1 yM de SPP100 dentro de un perlodo de
tiempo de 120 mins, es detectable un transporte apical a basolateral de
aproximadamente 0.2-10® cm/min. Por otra parte, el transporte
basolateral a aplcal ocurri6 con un valor da permeabllldad de
aproximadamente 10:10°* ¢cm/min, el cual es significativamente més alto
que el transporte apical a basolateral.

Para la concentracién de 1, 5, 10, y 50 yM de SPP100, se observa
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un aumento gradual del transporte apical a basolateral, aproximandose a
un valor de permeabilidad en planicle de aproximadamente 7-10°°
cm/min a 10 yM. Por otra parte, el transporte basolateral a apical no
cambia de una manera significativa con concentraciones crecientes.

Los valores de recuperacion para el transporte por Caco-2 de
SPP100 (1, 5§, 10, y 50 uM) son en general muy altos (<100 por clento),
indical;do que SPP100 no se enlaza con el soporte del filtro o con el
medio ambiente de Incubaclén plastico.

El flujo apical a basolateral para el marcador paracelular Manitol y
el marcador transcelular Propranolol, siempre esta debajo de los valores
Papp umbrales de 3-10°° cm/min, y de 80-10* cm/min, respectivamente.
Las permeabilidades del filtro de apical a basolateral determinadas en
generai son mas altas que los datos de permeabllidad de Caco-2
correspondientes, indicando que la difusion del filtro no es el paso
limitante de velocldad para el transporte de Caco-2 (Figuras 2 y 3).
Ejemplo 3:

Experimento de rata canulada en el conducto blllar in situ.

El siguiente estudio se puede emplear para elucidar la
involucraciéon de MDR1 y/o MRP2 en la excreclén billar de SPP100 en la
rata. Por consiguiente, se evalia la eliminaclén biliar .de SPP100 en
ratas machos anestesladas y canuladas en el conducto billar durante
una Infusién Intravenosa constante de hemifumarato de SPP100
marcado con ['“C] antes y después de la administracién de PSC833 (un
inhibidor conocide de MDR1 y MRP2) o Probenecid (un inhlbidor

selectivo conocido de MRP2).



10

15

20

25

| 0\

Los animales que se puseden utilizar son, por ejemplo, ratas
HAN:WIST alblnas machos, con 4 a 5 animales en cada grupo de
tratamiento.

El hemifumarato de SPP100 marcado con {*C] se administra en
una solucién de cloruro de sodio al 0.8 por ciento, y el PSC833 y
Probenecid en una mezcia de etanol/ polietilenglicol 200/solucién de
glucosa al 5 por ciento, en una proporcion de 1/3/1.

En todos los grupos de tratamiento, se alcanza una concentracion
constante del compuesto progenitor en plasma medlante inyeccion
Intravenosa da bolo (2 mi/kg) de solucién de bolo de hemifumarato de
SPP100 marcado con ['“C] (0.015 ml de base/ml) con infusién
Intravenosa subsecuente (6.67 mi/hora/ kg) de soluciéon de infusién de
hemifumarato de SPP100 marcado con ['*C] (0.022 m| de base/ ml).

Después de dos horas, se lleva a cabo la administracién del bolo
intravenoso de los siguientes compuestos:

. grupo de tratamlento 1: una mezcla de 1/3/1 de
etanol/polietilenglicol 200/solucién de glucosa al 5 por ciento (5 ml/kg;
vehlculo);

. grupo de tratamiento 2: PSC833 con una dosis de 10 mli/kg;

. grupo de tratamiento 3: Probenecid con una dosis de 50
ml/kg.

Para todos los grupos de tratamiento, se recolectan muestras de
sangre a las 0.5, 1, 1.33, 1.67, 2, 2.33, 2.87, 3 horas después del

tratamiento, e Inmediatamente se procesa la sangre a plasma. Se
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recolecta la bilis durante el marco de tiempo de 1 a 3 horas a Intervalos
de 20 mins.
Método de deteccidn:

. Para la radioactividad total en todas las muestras: LSC;
LOQ de 3.4 microgramos/litro para plasma y bllls; y

. para la deteccién del patrén de metabolitos en las reservas
seleccionadas de muestras: HPLC con deteccion de radioactividad.

En seguida de Ila administracion Intravenosa del vehliculo
(etanol/polietilenglicol 200/ solucién de glucosa al 5 por ciento), no se
detecta efecto alguno sobre la concentracién de '*C en plasma nl sobre
la eliminacion biliar de los compuestos marcados con ['*C] durante la
Infusién constante de hemifumarato de SPP100 marcado con ['*C] en las
ratas canuladas en el conducto billar.

En seguida de |la administracién de PSC833, |la concentracién de
4C muestra una tendencia hacla un aumento dependiente del tiempo en
plasma, y una reduccién significativa en la bilis. La eliminacién biliar
resultante de los compuestos marcados con ['“C] suma
aproximadamente el 7 por ciento del valor obtenido antes de Ila
administraciéon de PSC833.

En seguida de la administracion de Probenecid, no se observa
ofecto alguno sobre las concentraciones en plasma de los compuestos
marcados con ['*C] en las ratas canuladas en el conducto biliar. Sin
embargo, el Probenecid conduce a un aumento en el flujo blllar (el valor
después de la administracién es aproximadamente el 65 por ciento més

alto que el valor antes de la administracién), y a una reducclén de la
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concentracion de ['*C] en la bilis (el valor es aproximadamente el 40 por
ciento mas bajo que el valor antes de la administracléon). No obstante, la
eliminaclén billar es simllar en ambos Intervalos de tiempo (antes y
después de la administraciéon de Probenecid).

A partir de estos resultados (Figura 4), se puede concluir que
MDR1 parece tener un papel importante en la ellminaclén biliar de
SPP100 y compuestos relacionados con SPP100. Adiclonalmente, MRP2
parece no estar Involucrada en la excrecién biliar de SPP100 y
compuestos relaclonados con SPP100.

Elemplo 4;
Experimento de blodisponibllidad In vivo.

Se puede emplear el siguiente estudio para Iinvestigar Ila
biodisponibilidad oral relatlva de SPP100 en ratas machos en seguida de
una sola administracién oral de hemifumarato de SPP100 con o sin co-
administracion oral de PSC833. Con el fin de elucidar una dependencia
en la dosis del PSC833 co-administrado, se dan diferentes dosis de
PSC833 (0, 5, 12.5, 25, y 50 ml/kg) en una dosis definida de
hemifumarato de SPP100 (6 ml de base llbre/kg).

Los animales que se pueden utllizar son, por e|jemplo, ratas
HAN:WIST albinas machos, con 5 animales en cada grupo de
tratamiento.

Se administra hemifumarato de SPP100 en una solucién de cloruro
de sodio al 0.9 por ciento, y PSC833 en una mezcla de
etanol/polietilenglicol 200/soluclén de glucosa al 5 por ciento, en la

proporcién de 1/3/1 (vehliculo).
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Primero, se administra el vehiculo (5 mi/kg), y segundo, se
administra el hemlfumarato de SPP100 (2 mli/kg) a las ratas mediante
intubacioén (diferencia de tiempo: 2 a 3 mins). Todas las ratas reciben
hemifumarato de SPP100 con una dosis de 86 ml de base libre/kg. Se
administran las sigulentes dosis de PSC833:

. grupos de tratamiento 1 y 8: una mezcla de 1/3/1 de
etanol/polietilenglicol 200/soluclén de glucosa al 5 por clento (5 mi/kg;
vehiculo);

. grupo de tratamiento 2: 50 mi/kg de PSC833;

. grupo de tratamiento 3: 25 mi/kg de PSC833;

. grupo de tratamiento 4: 12.5 mi/kllo-gramo de PSC833; y

. grupo de tratamlento 5: 5§ ml/kg de PSC833.

Se recolectan muestras de sangre sublinguaimente a las 0.25, 0.5,
1, 2, 4, 8, 24, y 48 horas después de |la administracién. Se utiliza el
plasma para el anélisis bloquimico.

Métodos analiticos:

HPLC-MS/MS utilizando APCI en modo positivo de SRM para
SPP100, el limite de cuantificacion més bajo en plasma estd en el
intervalo de 0.6 ng/ml a 0.7 ng/ml.

+ En ratas oralmente dosificadas con hemifumarato de SPP100 (6 ml
de base/kg) y vehiculo, SPP100 solamente se detecta en plasma hasta 2
horas después de la dosificaclon. Cn.. 8@ suma hasta aproximada-mente
24.8 = 27 ng/ml, y se alcanza t,. a |las 0.44 = 0.1 horas después de la
dosificacién. El valor de AUC (0-tyume) cON dosis normalizada es de 2.38

+ 3.4 [(ng*h/mI)/(mi/kg)].
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En ratas oraimente dosificadas con hemifumarato de SPP100 (6 ml
de base/kg) y PSC833 (5, 12.5, 25, y 50 ml/dosis), SPP100 se detecta
en plasma hasta 24 6 48 horas después de la dosificacion.
Comparandose con las ratas que reciben el vehiculo, Cp. aumenta
hasta valores de 35.7 £+ 18, 115+ 83, 81.4 £ 19, y 26.7 £ 18 ng/ml, ¥ tna
hasta valores de 4.8 £ 1.8, 4.85+ 4.2, 15.2 + 18, y 3.06 = 1.9 horas para
dosis de PSC833 de 5, 12.5, 25, y 50 ml/kg, respectivamenta. Los
valores de AUC (0-tsume) con dosis normalizada son aproximadamente
23, 69, 76, y 17 veces mas altos que en el grupo de vehlculo para las
dosis de PSC833 co-administradas de 5, 12.5, 25, y 50 ml/kg,
respectivamente. No se pudo dar una razén para el valor f,, bajo
relativo para la dosis de PSC833 de 50 mi/kg, comparandose con la
dosis de 25 mi/kg (Figura 5).

A partir de estos resuitados, se puede concluir que cuando menos
una o ambas protefnas transportadoras de efusién ABC, MDR1 y MRP2,
parecen tener un papel importante en la extension de la exposicién
siatémica de SPP100 después de su administracion oral.

Ejlemplo 5:
['“C]-(2-carbamoll-2-metil-propil)-amida del &cldo (28,48, 5S,78)-5-
amino-4-hidroxi-2-isopropll-7-[4-metox]-3-(3-metoxl-propoxl)-benclil]-

8-metil-nonanolco, ['*C]-8PP100, hemifumarato.
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A. Metli-éster del Acldo clano-['*C]-dimetll-acético.

En una ampolleta se coloca una solucién de metéxido de sodio
(119 mi, 2.2 mmol) en metanol (2 ml) a temperatura ambiente. Se agrega
clanoacetato de metilo (99 mi, 1.0 mmol) a 0°C. La mezcla se agita
durante unos cuantos minutos a temperatura ambiente, y luego se
congela a -182°C bajo nitrogeno, y se transfiere al vaclo yoduro de
metilo marcado con ['‘C] (3.7 GBq a 2.04 GBg/mmol, 1.82 mmol,
disponible en Amersham Biosciences), a |la mezcla de reaccién. La
ampolleta se sella al vaclo, y se deja calentar lentamente a temperatura
ambiente durante un periodo de 1 hora. La ampolleta se vibra a 50°C
durante 16 horas. Luego la ampolleta se vuelve a congelar a -182°C, y
el solvente volatil y el ['“C]-yoduro de metilo se eliminan mediante
liofilizacién. Luego se analiza el metil-éster del 4cido ciano-['*C]-dimaetil-
acético mediante cromatografia de gases, para asegurar que se forme
un subproducto mono-metilado al <0.2 por ciento. Entonces se utlliza el
material para el siguiente paso sin mayor purificaclén.

B. 2-clano-2,2-['*C]-dImetil-acetamida.

Se burbujea gas de amonlaco en un matraz que contiene metanoi
seco durante 30 min a temperatura ambiente, o hasta que la molaridad
sea de 5 M o mayor. Se agrega el compuesto del titulo A crudo, metil-
éster del acido ciano-['*C]-dimetil-acético, al NHy; 5.5 M en MeOH recién
preparado (3 ml, 16.5 mmol) a temperatura ambiente. La reaccién se
agita a temperatura ambiente durante 2 horas, después de lo cual, todo
el material de inicio se convierte al producto de nitrllo, como es

evidenciado por el analisis de cromatografla de gases, de acuerdo con
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el slguiente método: 10 min a 70°C, luaego Incrementando la temperatura
par 10°C/min hasta 200°C, luego quedandose a 200°C durante 10
minutos. En seguide de que se termina Ia reaccldn, se elimina el
solvente mediante liofilizacién, y el producto se purifica mediante
cromatografia por evaporacién (acetato de etilo — acetato de
etilo/metanol al 10 por clento), para dar 2.813 GBq de la 2-ciano-2,2-
["'C]-dImaetil-acetamida.

C. 3-amino-2,2-['*C)-dimetil-proplonamida.

Al compuesto del titulo B recién purificade. 2-ciano-2,2-['*C]-
dimetll-acetamida (2.813 GBq, 77 ml, 0.69 mmol), se le agrega una
soluclén 5.5 M de NH,; recién preparada en MeOH a temperatura
ambiente, segulda por Rh al 5 por ciento/Al;0, (33 ml). La raaccioﬁ Be
agita a 58°C durante hasta 5 horas, y se monitorea mediante
cromatografia de gases cada hora, hasta que todo el material de inicio
se convierte en producta. Método de cromatografia de gases: 1+ min a
80°C, luego se Incramenta por 20°C/ min haata 240°C, seguido por 1 min
a 240°C. En seguida de que se termina la reaccién, ia mezcla se flitra a
través de Celite (Hyflo), el solvente se elimina sobre un evaporador
piratorio, y el producto se purifica medlante cromatografia por
avaporaciéon (CH,Cl; /MeOH al 2 por ciento/ NH; — CH;Cl; / MeOH al 10
por clento / NH,), para dar 2.7 GBq de 3-amino-[''C]-2,2-dimetil-
propionamida como un sélido blanco. Este producto se puede aimacenar
como un sdlido durante perlodos de mas de 1 semana. Para un
almacenamiento a largo plazo, la 3-amino-2,2-['*C]-dimatil-propionamida

se puede disolver en EtOH / tolueno al 20 por ciento a -80*C en una
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concentracién no mayor de 50 MBqg/ml.
D. ['"C]-(2-carbamoli-2-metli-propll)-amida del acldo
(25,48,565,78)-6-amino-4-hidroxi-2-lsopropll-7-[4-metoxIl-3-(3-metoxIi-
propoxl)-bencli]-8-metii-nonanoico,['*C]-SPP100, hemifumarato.

El compuesto de titulo C, 3-amino-2,2-['*C]-dimetil-propionamida,
se puede emplear para la preparacion del compuesto del titulo D,
hemifumarato marcado con ['*C], de acuerdo con los métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, como se describe en {a Patente Norteamaérica

Namero 6,730,7988.

Yo
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REIVINDICACIONES

1. Un método para mejorar la biodisponibilidad de un inhibidor
de renina, cuyo método comprende co-administrar a un mamifero que
necesite el tratamiento, una combinacién de un inhibldor de renina y un
inhibidor de proteinas de efusion, donde el inhibidor de renina es un
derivado de amida del acido §-amino-y-hidroxi-e-aril-alcanocico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un método de conformidad con la reivindicacion 1, en donde
el Inhibidor de proteinas de efusién es un inhibidor de MDR1.

3. Un método de conformidad con la relvindicaclén 1 6 2, en
donde el derlvado de amida del acido 8-amino-y-hidroxi-o-arll-alcanoico

tiene la formula:

0]

en donde R, es alcoxi de 1 a 4 atomos de carbono-alcoxi de 1 a 4
dtomos de carbono o alcoxi de 1 a 4 &tomos de carbono-alquilo de 1 a 4
dtomos de carbono; y R; es alquilo Cy.4 0 alcoxi Ci.4; ¥ Ra ¥ Ry sON
Independientemente alquilo de 1 a 4 d4tomos de carbono ramlificado; o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un método de conformidad con la reivindicacién 3, en donde

el derivado de amida del dcido §-amino-y-hidroxi-m-aril-alcanoico es un
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compuesto de férmula (I), en donde R, es 3-metoxipropoxi; R; es metoxi;
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y Ry y R, son Isopropllo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

5. Un método de conformidad con la relvindicacién 4, en donde
el derivado de amida del acido 5-amino-y-hidroxi-w-aril-alcanoico es
hemifumarato de (2-carbamoll-2-metil-propil)-amida del acido
(25,45,565,7S)-5-amino-4-hldroxi-2-isopropil-7-[4-metoxI-3-(3-metoxi-
propoxl)-bencil]-8-metil-nonanoico.

8. Un método de conformidad c¢on cualquiera de Ilas
reivindicaciones 2 a 5, en donde el inhibidor de MDR1 es PSCB833.

7. Un método para mejorar la biodisponibliidad de un inhibidor
de renina, que comprende co-administrar, a un mamifero en necesidad
de tal tratamlento, una combinacién de un Inhibldor de renina y un
inhibidor de proteinas de efusién, en donde el Inhibidor de proteinas de
efusién es PSC833.

8. Un método de conformidad con la relvindicacién 7, donde el
inhibidor de renina es un derivado de amida del dcido §-amino-y-hidroxi-
wo-arll-alcanoico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Un método de conformidad con la reivindicacién 8, en donde
el derlvado de amida del acido §-amino-y-hidroxi-o-aril-alcanoico tlane

la férmula:

()
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en donde R, es alcoxi de 1 a 4 &tomos de carbono-alcoxi de 1 a 4
dtomos de carbono o alcoxi de 1 & 4 atomos de carbono-alquilo de 1 a 4
atomos de carbono; y R, es alquilo C,., 0 alcoxi Ci.4; ¥ Ry ¥y R4 80N
Independlentemente alquilo de 1 a 4 d4tomos de carbono ramiflcado; o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Un método de conformidad con la reivindicacién 8, en donde
el derivado de amida del: acido 5-amino-y-hidroxi-o-aril-alcanocico es un
compuesto de férmula (1), en donde R, es 3-metoxipropoxi; R; e metoxi;
Yy R; y R, son isopropilo, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

11. Un meétodo de conformidad con la relvindicaclén 10, en
donde el derivado de amida del dcido §-amino-y-hldroxi-w-aril-alcanoico
es hemifumarato de (2-carbamoil-2-metil-propil)-amida del acido
(25,4S5,55,7S)-5-amino-4-hldroxi-2-isopropll-7-[4-metoxi-3-(3-metoxi-
propoxi)-bencil]-8-metil-nonanoico.

12. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efactiva de un inhibldor de renina en combinacién con
un inhibidor de protelnas de efusién, el inhibidor de proteinas de efusién
estd presente en una cantidad tal que, en segulda de la administracién,
se mejora la .blodisponibilidad- de un inhibidor de renina por cuando
menos el 5 por clento, donde el Inhibidor de renina es un derlvado de
amida del 4cido &-amino-y-hidroxi-m-aril-alcanoico, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

13. Una composicién farmacéutica de conformidad con la

reivindicacién 12, en donde el inhibidor de proteinas de efusion es un
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inhibldor de MDR1.
14. Una composicién farmacéutica de conformidad con Ia
reivindicacléon 12 6 13, en donde en donde el derlvado de amida del

dcldo 5-amino-y-hidroxi-w-aril-alcanoico tiene la férmula:

m

en donde R, es alcoxi de 1 a 4 étomos‘ de carbono-alcoxl de 1 a 4
adtomos de carbono o alcoxl de 1 a 4 4tomos de carbono-alquilo de 1 a 4
atomos de carbono; y R; y R, son independientemente alquilo de 1 a 4
atomos de carbono ramificado; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.

15. Una composicién farmacéutica de conformidad con Ila
relvindicacion 14, en donde el derivado de amida del a&cido §-amino-y-
hidroxi-e-aril-alcanoico es un compuesto de la formula {I), en donde R,
es 3-metoxipropoxi; R, es metoxl; y Ry y R, son isopropilo; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

16. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 15, en donde el derivado de amida del éacido §-amino-y-
hidroxi-m-aril-alcanoico es hemifumarato de (2-carbamoil-2-metil-propil)-
amida del acido (25,45,65,75)-5-amino-4-hidroxi-2-isopropil-7-[4-
metoxi-3-(3-metoxi-propoxi)-bencil]-8-metil-nonanolco.

17. Una composicién farmacéutica de conformidad con
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cualqulera de las reivindicaciones 13 6 16, en donde el Inhibldor de
MDR1 es PSC833.

18. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de renina en comblinacién con
un Inhibidor de proteinas de efusién, el Inhibidor de proteinas de efusién
esta presente en una cantidad tal que, en seguida de la administracién,
se mejora la biodisponibilidad de un inhibidor de renina por cuando
menos el 5 por ciento, donde el inhibidor de protelnas de efusién es
PSC833.

19. Una composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 15, en donde el inhibidor de renlna es un derivado de
amida del &acldo &-amino-y-hidroxi-w-aril-alcanoico, © una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

20. Una composicion farmacéutica de conformidad con la

reivindicacion 18, en donde en donde e8! derivado de amida del acido 5-

amino-y-hidroxi-o-aril-alcanoico tiene la formula:

(0

en donde R, es alcoxi de 1 a 4 a4tomos de carbono-ailcoxl de 1 a 4
dtomos de carbono o alcoxl de 1 a 4 dtomos de carbono-ailquilo de 1 a 4
atomos de carbono; y R; es alquilo Cy, 0 alcoxl C,.,; ¥ Ry ¥y R, son

independlentemente alqullo de 1 a 4 atomos de carbono ramificado; o
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" una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

21. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 20, en donde el derivado de amida del acido §-amino-y-
hidroxi-o-aril-alcanolco es un compuesto de la formula (I), en donde R,
es 3-metoxipropoxi; R. o8 metoxi; y R, y R, son isopropllo; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

22. Una composicién farmacéutica de conformidad con Ila
relvindicacién 21, en donde el derivado de amida del acido 5-amino-y-
hidroxi-m-aril-alcanoico es hemifumarato de (2-carbamoil-2-metil-propil)-
amida del 4cido (25,45,58,7S8)-5-amino-4-hidroxl-2-lsopropil-7-[4-
metoxi-3-(3-metoxi-propoxi)-bencil]-8-metil-nonanoico.

23. Un uso de un inhibidor de proteinas de efusiéon para la
fabricacién de un medicamento para mejorar la biodisponibilidad de un
inhibidor de renina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

24. Un uso de conformidad con la reivindicacion 23, en donde el
inhibidor de protelnas de efusién es un inhibidor de MDR1.

25. Un uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 23 6 24, en donde en donde el derivado de amida del

dcido 8-amino-y-hidroxi-m-aril-alcanoico tlene la férmula:

en donde R, es alcoxi de 1 a 4 dtomos de carbono-alcoxi de 1 a 4
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dtomos de carbono o alcoxi de 1 a 4 4tomos de carbono-alquilo de 1 a 4
étomos de carbono; y R; es alquilo C,, 0 alcoxi C,4; ¥ Rs ¥ R, son
independiantemente alqullo de 1 a 4 4tomos de carbono ramificado; o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

28. Un uso de conformidad con la reivindicacién 25, en donde el
derlvado de amida del 4cldo &-amino-y-hidroxl-w-arll-alcanolco es un
compuesto de la férmula (I), en donde R, es 3-metoxipropoxi; R; es
metoxl; y Ra y R, son isopropilo; o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

27. Un uso de conformidad con la relvindicacién 26, en donde el
derivado de amida del acido &-amino-y-hidroxi-m-arll-alcanolco es
hemifumarato de (2-carbamoil-2-metil-proplil)}-amida del acido
(25,48,5S8,78)-5-amino-4-hidroxi-2-isopropil-7-[4-metoxi-3-(3-metoxi-
propoxl)-bencii]-8-metil-nonanoico.

28. Un uso de conformidad con cualquiera de Ilas
reivindicaciones 23 a 27, en donde el inhibidor de MDR1 es PSC833.

29. Un uso de un inhibidor de proteinas de efusién para la
fabricaciéon de un medicamento para mejorar la biodisponibilidad de un
inhibidor de renina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
donde el Inhibidor de proteinas de efusion es PSCB833.

30. Un método de conformidad con la relvindlicacién 29, en
donde el inhibidor de renina es un derivado de amida del &cido 8-amino-
r-hidroxi-w-aril-alcanoico, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

31. Un meétodo de conformidad con la reivindicacién 30, en
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donde en donde el derivado de amida del acido 8-amino-y-hidroxi-o-aril-

alcanoico tisne la férmula:

®

en donde R, es alcoxi de 1 a 4 dtomos de carbono-alcoxi de 1 a 4
atomos de carbono o alcoxi de 1 a 4 atomos de carbono-alquilode 1 a 4
dtomos de carbono; y Rz es alquilo C,4 0 alcoxl Cy4; ¥ R; ¥ Ry 8ON
independientemente alquilo de 1 a 4 4tomos de carbono ramificado; o
una sal farmacéuticamente aceptabie del mismo.

32, Un método de conformidad con la reivindicacién 31, en
donde el derivado de amida del acido &-amino-y-hidroxi-m-aril-alcanoico
es un compuasto de férmula (1), en donde R, es 3-metoxipropoxi; R, es
metoxi; y Ry y R4 son isopropilo, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

33. Un método de conformidad con la reivindicacién 32, en
donde el derlvado de amida del acido §-amino-y-hidroxi-w-aril-alcanoico
es hemifumarato de (2-carbamoil-2-metil-propil)-amida del acido
(2S,4S,5S,7S)-5-amino-4-hidroxi-2-isopropil-7-[4-metoxi-3-(3-metoxi-

propoxl)-bencii]-8-metll-nonanoico.

P
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La presente Invencién proporciona un método para mejorar la
biodisponibliidad de un inhibidor de renina, de preferencla de un
derivado de amida del acido 5-amino-y-hidroxi-m-aril-alcanoico, cuyo
método comprende co-administrar a un mamifero, en especial a un ser
humano, que necesite el tratamliento, una combinacién de un inhibidor
de renina, o una sal farmacéu.ticamente aceptable del mismo, y un

inhibidor de proteinas de efusidn.
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Reasoned statement under Rule 66.2(a)ii) with regard to novelty, inventive step or
Industrial applicabllity; ciiations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1: WO 2005/089731 A (NOVARTIS AG [CH]; NOVARTIS PHARMA GMBH [AT];
FELDMAN DAVID LOUIS [US];) 20 September 2005 (2005-09-29)

D2: BITTNER BEATE ET AL: "Preformulation approaches to improve the oral
bioavailability of two novel piperidine renin inhibltors In dog.” ARZNEIMITTEL-
FORSCHUNG. 2002, vol. 52, no. 8, 2002, pages 593-599, XP001207566 1SSN:
0004-4172

Assuming a valld priority of the present application, the E-document D1 cited in the
. Intemational search report is not dealt with during the PCT-procedure.
If not indicated otherwige, the relevant passages are those mentioned in the intemational
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Art. 33(2) The present application meets the requirements of Article 33(2) PCT, because
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.q 6
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/008369

None of the prior art documents discloses a composition comprising an
efflux inhibitor and a renin Inhibitor for the improvemsnt of the oral
bioavallablilty of the renin inhibitor.

Art. 33(3) The subject-matter of claims 1-33 is considered to Involve an Inventive step in
the sense of Article 33(3) PCT.

The problem to be solved by the present Invention may be regarded as
how to improve oral bioavallability of a renin inhibitor.

concludes that Intestinal transporters as p-glycoproteln could be one of the
reasons.

However D2 does nelther specify the efflux Inhibltors nor provides a
concrete example.

. discusses the limited oral bicavallability of renin inhibitors and

In the examples of the present application the transport of a renin Inhibitor and
the inhibition of the transport by using a MDR1 Inhibltor has been shown as well
as the Influence on blood plasma levels (see the examples and figures of the
present application).

The subject-matter of elaims 1-33 is therefore considered to Involve an
‘ Inventive step In the sense of Art. 33(3) PCT.

) Art. 33(4) The subject-matter of claims 12-33 Is considered to be Industrially applicable in
the sense of Ant. 33(4) PCT.
For the assessment of the present claims 1-11 on the question whether they
are Industrially applicable, no unified criterla exist In the PCT Contracting States.
The patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The
EPOQ, for example, does not recognize as Industrially applicable the subject-
matter of claims to the use of a compound In medical treatment, but may allow,
however, claims to a known compound for first use In medical treatment and the
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New claims 1 to 33

1. A method of improving the bloavaliabifity of a renin inhibitor, which method comprises
co-administering, to a mammal in need such freatment, a combination of a renin inhibitor
and an efflux protein inhibitor, wherein the renin Inhibltor is a 5-amino-y-hydroxy-e@-aryl-
alkanoic acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

2. A method according to' Clalm 1, wherein the effiux protein inhibltor is a MDR1
inhibitor.

3. A mathod according to Claim 1 or 2, wherein the 5-amino-y-hydraxy-e-aryi-aikanoic
acid amide derivative has the formula

s n\xrm,

R, o o a

R; R,
wherein R Is Ci.alkoxy-Csalkoxy or Cy. alkoxy-Cialkyl; Rz is Cy.alkyl or C,alkoxy; and
R; and R, are independently branched C,.,alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

4, A method according to Claim 3, wherein the 5-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanolc acld
amide derivative {s a compound of formuia (I) wherein R, Is 3-methoxypropoxy; Rz is
methaoxy; and Ry and R, are lsopropyi; or & pharmaceutically acceptable salt thereof.

5. A method according to Claim 4, wherein the §-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc acld
amide derivative is (2S,4S,58,7S)-5-amino-4-hydraxy-2-isopropyt-7-f4-methoxy-3-(3-
methoxy-propoxy)-benzyl}-8-methyl-nonancic acld (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide
hemffumarate. .

6. A method according to any of Claims 2 o 5, wherein the MDR inhibitor is PSC833.
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7. A method of improving the bioavailability of a renin Inhibitor, which method comprises q
co-administering, to a mammal in need such treatment, a combination of a renin inhibitor
and an effiux protein inhibitor, wherein the effiux protein inhibRor is PSC833.

8. A method according to Clalm 7, wherein the renin inhibitor is a 5-amino-y-hydroxy-o-
aryl-alkanocic acld amide derivative, or a phammaceutically acceptable salt thereof.

9. A method according to Claim 8, whersin the 8-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc acld
amide derivative has the formula

)

whereln R, Is Cy.alkaxy-Cy.alioxy or Cyalkoxy-Ciialkyl; Ra is Cy.ealkyl or C,alkaxy; and
Rs and R, are indepandently branched C,.salkyl: or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

10. A melhod according (o Claim 8, wherein the $-amino-y-hydroxy-w-aryi-alkanoic acid
amide derivative is 2 compound of formula (I) wherein R, Is 3-methoxypropoxy; R; is
methoxy; and R; and R, are isopropyl; or a phamaceutically acceptable salt thereof.

11. A method according to Claim 10, wherein the 5-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkkanolc acld
amide derivative is (28,48,5S,78)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-j4-methoxy-3-(3-
methoxy-propoxy)-henzyl]-8-methyl-nonanoic acid (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide
hemifumarate.

12. A pharmacsutical composition comprising a therapeutically effective amount of a
renin inhibitor in combination with an efflux protein inhibitor, said effiux protein inhibitor being
presant in an amount such that, following administration, the bicavallability of a renin inhibitor
is Improved by at least 5 %, wherein the renin Inhibitor is a 3-amino-y-hydroxy-w-aryl-atkanoic
acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptabile salt thereof.

13. A pharmaceutical composition according to Clalm 12, wherein the effiux protein
inhibitor Is 8 MDR1 inhibitor.
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14. A pharmacautical composition according to Claim 12 or 13, wherein the 3-amino-y- \O
hydroxy-e-aryl-alkanoic acid amide derivative has the formula
R,
H

HN.., H\><“/NH:

R ° ° "

R; R,
wherein R, is C,4alkoxy-Cy alkoxy or Cy4alkoxy-Calkyl: R; Is Cyalkyl or Cialkoxy; and
R; and R, are independently branched C,alkyl; or a pharmaceutically acceptable sait
( thereof.

‘ 15. A pharmaceutical composition according to Claim 14, wherein the §-amino-y-hydroxy-
w-aryl-alkkenolc acld amide derivative Is a compound of formula (1) whereln R, is 3-
methoxypropoxy; R; is methoxy; and Ry and R, are isopropyk or a pharmaceutically
acceptabie salt thereof.

16. A phamaceutical composition according to Claim 15, wherein the §-amino-y-hydroxy-
o-aryl-akanolc acid amide derivative is (25,4S,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-
methoxy-3-(3-methoxy-propoxy)-banzyl}-8-methyl-nananocic acld (2-carbamoyl-2-methyl-
propyl}-amide hemifumarate.

17. A phamaceutical composition according to any of Claims 13 to 18, wherain the
(} MDR1 Inhibitor Is PSC833.

18. A phamnaceutical composition comprising a therapeulically effective amount of a
J renin inhiblor in combination with an efflux proteln inhibitor, sald efftux proteln inhibitor being
present in an amount such that, following administration, the bloavailabliity of a renin inhibitor

is Improved by at least 5 %, wherein the effiux protein inhibitor s PSC833.

19. A phamaceutical composition according to Claim 18, wherein the renin inhibitor Is 8
§-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanoic acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptabie
sait thereof.

20. A pharmaceutical composition method according to Clalm 19, whereln the 5-amino-y-
hydroxy-w-aryl-alkanolc acid amide derivalive has the formula
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wheraln R, Is Cy_alkoxy-C alkoxy or C, alkaxy-Ciialkyl: R; ks Cyalkyl or C,..alkoxy; and
R; and R, are Independantly branched C,.calkyl; or a pharmaceutically acceptable sait

thereof.
21. A pharmacettical composition according fo Claim 20, wherein the &-amino-y-hydroxy-
b w-aryl-alkanolc acid amide derivative is a compound of formula (I) whereln R, is 3-
methoxypropoxy: R; is methoxy; and R; and R are isopropyl; or a pharmaceutically
' acceptable salt thereof.

22. A pharmaceutical composition according fo Claim 21, whevein the 3-amino-yr-hydroxy-
o-aryl-alkancic acid amkle derivative is (25.4S,58,78)-5-amino-4-hydroxy-2-lsopropyl-7-{4-
methoxy-3-(3-methoxy-propoxy}-benzyf}-8-methyl-nonanalc acld (2-carbamoyl-2-methyl-
propyi}-amide hemifumarate.

23. A use of an effiux protein inhibltor for the manufacture of a madicament to improve
the bloavafiabliity of a renin Inhibitor, wherein the renin inhibltor is a 5-amino-y-hydroxy-e-
aryl-akanoic acid amide derivative, or a pharmacautically acceptiable salt thereof.

24. A use according to Claim 23, wharein the efflux protein inhibitor Is a MDR1 Inhibitor.

Ll

25. Ause according to Claim 23 or 24, wherein the 8-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanolc
acld amide derivative has the formula

0

wherein R, Is Cy.alkoxy-Cs.akoxy or Cysalkoxy-Ci4alkyl; R; I8 C: 4alkyl or Cyalkoxy; and
Ry and Ry are independently branched Cyalkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
therect.
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26. Ause according fo Claim 25, wherein the S-amino-y-hydroxy-w-aryl-a'kanolc acid \O()/
amide derivative is a compound of formula (I) wherein R, s 3-methoxypropoxy; R is
methaxy; and R; and R, are lsopropyl; or a pharmacsutically acceptable sait thereof,

27.  Ause according to Claim 26, wherein the 8-amino-y-hydroxy-e-aryl-atkanoic acid
amide derivative Is (28,48,58,78)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-methoxy-3-{3-
methaxy-propoxy)-benzyi]-8-methyl-nonanoic acld (2-carbamayi-2-methyl-propyl)-amide
hemifumarate.

28. A use according to any of Claims 23 to 27, wherein the MDR1 Inhibitor ls PSC833.

29. A use of an efflux protein Inhibitor for the manufacture of a medicamant to improve
the bioavaliability of a renin inhibitor or a pharmaceutically acceptable salt thereof, wherein
the efiflux protein Inhibitor is PSCB33.

30. Amethod according to Clalm 29, wherein the renin inhibitor Is 8 3-amino-y-hydroxy-o-
aryl-alkanoic acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

31.  Amethod according to Claim 30, whereln the 8-amino-y-hydroxy-w-aryl-akanolc acid
amide derivative has the formuta
R,

HN N\X’rw.

R, o 0 o

R; R,
wherein R, is Ciaikoxy-Calkoxy or Cy.alkoxy-Cialkyt; R; is Cy4alkyl or Cysalkoxy; and
R; and R, are independently branched C, (alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereol.

'32. A method according to Claim 31, whereln the $-amino-y-hydroxy-w-aryl-alkanocic acid

amide derivative ls a compound of formula (I) whereln R, Is 3-methoxypropoxy; R s
methoxy; and Ry and R, are isopropyt;_or a pharmacauticaly acceptahle sait thereof.

33. A method according to Claim 32, wharein the 8-amino-y-hydroxy-m-aryl-alkanolc acld
amide derivative Is (285,45,5S,78)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-methoxy-3-(3-
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methoxy-propoxy)-benzyl}-8-methyl-nonanoic acld {2-carbamoyl-2-methyl-propyl}-amide \O'})

hemifumarate,

LJ.
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PCT Patent Application No.: PCT/EP2005/008369 ,06
Applicant: Novartis AG ‘
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New clalms 1 1o aﬂ-

1. A method of improving the bloavallability of a renin inhibltor, which method comprises
co-administering, to a mammal in need such treatment, a combination of a renin Inhibitor
and an efflux proteln inhibitor, wherein the renin inhibitor Is a 5-amino-y-hydroxy-w-aryl-
alkanolc acid amide derivative, or & pharmaceutically acceptable salt thereof.

2. A method according to' Clalm 1, whereln the efflux protsin inhibitor Is a MDR1
inhibltor.

3.  Amethod according to Clalm 1 or 2, wherein the -amino-p-hydroxy-o-any-alkanoic
acid amide derivative has the formula

R,
\x‘/’“":
R ° ° 0
R; R,

wharein R, Is C,.alkoxy-Calkoxy or Cyaikoxy-C,salkyt; Rz Is Cialkyl or Cyalkoxy; and
Ra and R, are independently branched C,..alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof,

4, A method according to Claim 3, wherein the 5-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanoic acld
amide derivative Is a compound of formula (I} wherein R, Is 3-methaxypropaxy; R; Is
methaxy: and Ry and R, are Isopropyt; or a pharmaceutically accepiable salt thereof.

8 A method according to Claim 4, wherein the 5-amino-y-hydroxy-m-aryi-alkanolc acid
amide derivative Is (2S,4S,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-lsopropyl-7-{4-methoxy-3-(3-
methoxy-propoxy)-benzyll-8-methyl-nonanolc acid (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide
hemifumarats. .

6. A method according to any of Claims 2 fo 5, wherein the MDR1 inhiblior is PSC833.
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7. A method of improving the bloavailability of a renin inhibitor, which method comprises
co-administering, to a mammal In need such treatment, a combination of a renin inhibitor
and an effiux protein inhfbitor, wharein the efflux proteln inhibitor is PSC833.

8. A method according to Claim 7, wherein the renin Inhibitor Is a S-amino-y-hydroxy-o-
aryl-alkanolc acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable saft thereof,

9. A method according to Claim 8, wherein the §-amino-y-hydroxy-w-aryi-alkanoic acid
amide derivative has the formula
H R

HAN, \><I|’NH'

R © © 0

Ry R,
whereln R, is Cyalkaxy-Cyalkoxy or C..alkoxy-C,alkyl; Rz is C;alkyt or Cyalkoxy; and
R, and R, are independently branched C,.alkyl; or a pharmacsutically acceptable salt
thereof.

10. A method according to Claim 9, wherein the 8-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc acid
amide derivative Is a compound of formuia (I) wherein R, is 3-methaxypropoxy; R: Is
methoxy; and Ry and R, are Isopropyl; or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

11. A method according to Claim 10, wherein the §-amino-y-hydroxy-w-aryl-afkanolc acid
amide derivative is (25,4S,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-methoxy-3-(3-
methoxy-propoxy)-benzyl}-8-methyl-nonanoic acid (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide

hemifumarate.

12. A pharmaceutical composition comprising a therapeutically effective amount of a
renin inhibltor in combination with an effiux protsin inhibitor, sald effiux protein inhibitor being
present in an amount such that, following administration, the bloavallabiiity of a renin inhibitor
is improved by at least § %, whereln the renin inhibitor Is a 3-amino-y-hydroxy-o-aryl-alkanolc
acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

13. A phammaceutical composltion according to Claim 12, whersin the efflux protein
inhibitor is a MDR1 inhibitor. -

u
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14. A phamaceutical composition according to Claim 12 or 13, wherein the 3-amino-y-
hydroxy-e-aryl-alkanolc acid amide derivative has the formula
H Re

)

wherein R, Is C,alkoxy-C.alkoxy or Cialkoxy-Cealkyl; R; Is Cyalkyl ar C,akoxy; and
Rs and R, are independently branched C,.alkyl; or a pharmaceutically acceptable sait
thereof.

15. A pharmaceutical composition according to Clalm 14, wherein the 8-amino-y-hydraxy-
o-aryl-alkanolc acid amide derivative is a compound of formuta (1) whereln R, Is 3-
methoxypropoxy: R; Is methoxy; and Ry and R, are isopropyl; or a pharmaceutically
acceptable sait thereof.

16. A phamaceutical composition according to Claim 185, wharein the -amino-y-hydroxy-
o-aryl-alkanolc acid amide derivative is (28,48,5S,75)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-

methaxy-3-(3-methoxy-propoxy)-banzyf]-8-methyl-nonanoic acld (2-carbamoyl-2-methyl-
propyl)-amide hemifumarate.

17. A phammaceutical composition according to any of Claims 13 to 16, wherein the
MDR1 inhibitor is PSC833.

18. A phamacsutical composition comprising a therapeutically effective amount of a
renin lnhibltor in combination with an effiux proteln inhibitor, sald efflux proteln inhibitor belng
present in an amount such that, following administration, the bloavaflabiiity of a renin inhbitor

is improved by at least § %, whereln the efflux protein Inhibitor is PSC833.

19. A phamacautical composition according to Clalm 18, wherein the renin Inhibitor Is a

§-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanoic acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable
salt thereaf,

20. Aphammouﬁmlwnpodﬂmmemodamdhgbclahnw.when;hﬂnsm-r
hydroxy-e-aryl-alkanolc acld amide derivative has the fomula

(0
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R, o 0 -

R R,
wherein R, is Cy4alkoxy-Cyalkoxy or C..alkoxy-Ci4alkyl; Rs la Cyalkyl or Cyalkoxy; and
R, and R, are independently branched C,.alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

21. A phamaceutical composition according to Clalm 20, wherein the &-amino-y-hydroxy-
o-arylalkanolc acid amide derivative is a compound of formula (I) wherein R; is 3-

methoxypropaxy; R; is methoxy; and Rs and R, are isopropyl; or a pharmaceutically
acceptable salt thereof.

22. A phamacsutical composition according to Claim 21, wherein the 5-amino-y-hydroxy-
w-aryt-alkanoic acid amide derivative Is (25,4S,5S,73)-5-amino-4-hydroxy-2-lsopropyl-7-{4-
methoxy-3~(3-methaxy-propaxy)-banzyl}-8-methyl-nonanolc acid (2-carbamoyl-2-methy-
propyl)-amide hemifumnarate.

23.  Ause of an efflux protein inhibitor for the manufacture of a medicament to Improve
the bioavailabllity of a renin inhibitor, whereln the renin inhibltor s a §-amino-y-hydroxy-o-
aryl-akanolc acld amide derivative, or a pharmaceutically acceptable sait thereof.

24.  Ause according to Claim 23, wherein the affiux protein inhibltor is a MDR1 inhibitor.

26. A use according fo Claim 23 or 24, wherein the 8-amino-y-hydroxy-a-aryl-alkanolc
acld amide derivative has the formula

m

wherein R, Is Cialkoxy-Cs alkoxy or Cyalkoxy-Cy.qalkyl; R; Is Cy..alkyt or Cycalkoxy; and
R; and R, are independently branched C,..alkyl; or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.




26. A use according to Claim 25, wherein the 5-amino-y-hyxraxy-e-aryl-akanoic acld
amide derivative is a compound of formula (I) wherein R, is 3-methoxypropoxy; R; is
methoxy; and Ry and R, are isopropyl; or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

27.  Ause according to Clalm 28, wherein the 8-amino-y-hydroxy-e-aryl-alkanolc acid
amide derivative Is (25,48,5S,7S)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropy!-7-{4-methoxy-3-(3-
methaxy-propoxy)-benzyf}-8-methyl-nonanoic acld (2-carbamoyl-2-methyl-propyl}-amide
hemifumarate.

28. A use according fo any of Claims 23 to 27, wherein the MDR1 Inhibltor Is PSC833.

29. A use of an efflux proteln Inhibitor for the manufacture of a medicament to Improve
the bioavallabllity of a renin Inhibitor or a pharmaceutically acceptable sait thereof, wherein
the afflux protein inhibitor is PSC833.

30. A method according to Claim 29, whereln the renin Inhibltor Is a 8-amino-y-hydroxy-o-
aryl-alkanaolc acid amide derivative, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

31.  Amethod according to Claim 30, wherein the 5-amino-y-hydroxy-m-aryl-alkanoic acid
amide derivative has the formula

)

wherein R, Is C,.alkoxy-Cy4alkaxy or Cyalkoxy-Cyialiyl; Rs Is Cyealkyl or Cralkoxy; and
Rs and R, are independently branched C,alkyl; or a phamaceutically acceptable salt
thereaf.

32.  Amethod according to Clalm 31, wherein the -amino-y-hydroxy-a-aryl-akanalc acld
amide derivative is a compound of formula (l) wherein R, Is 3-methoxypropaxy; R; Is
methoxy; and Rs and Ry are Isopropyt;.or a pharmaceutically acceptahle galt thereof.

33. Amethod according to Claim 32, whereln the §-amino-y-hydroxy-o-aryl-akanoic acid
amide derlvative is (25,4S,5S,75)-5-amino-4-hydroxy-2-isopropyl-7-{4-methaxy-3-(3-




methoxy-propoxy)-benzyl]-8-methyl-nonanoic acid (2-carbamoyl-2-methyl-propyl)-amide \
hemifumarate. \\
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