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Sefor .
SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D,

Re: P1.-PHARMACIA ITALIA S.p.A.-Solicitud de Patente de Invencion en
Fase Nacional PCT para "TERAPIA COMBINADA CONTRA TUMORES

COMPUESTA__POR _DERIVADOS SUSTITUIDOS DE _ACRILOIL

DISTAMICINA | TAXANES Y/0 ANTIMETABOLITOS".- Clase A61K

31/70.-Expediente nimero 03-003.265.-

1. Me refiero al auto diqtado por ese Despacho notificado por fijacion en lista de

Junio 13 de 2008.

2. Con el fin de responfier las objeciones presentadas por el Sefior Examinador
0. 1338 bajo los acdpites de Claridad del capitulo

en su concepto técnico
Reivindicatorio, Excepciony a la patentabilidad, Reivindicaciones relativas a uso,

Novedad y Nivel inventivo, me permito dirigir su atencién a las siguientes

modificaciones y argumgntos técnicos, por medio de los cuales se superan

completamente dichas objeciones.

3. CAPITULO REIVINDICATORIO.

En primera instanciLa el Sefior Examinador objeta la claridad del capitulo
reivindicatorio sefialandq puntualmente las reivindicaciones 1 y 10 (y sus

dependientes) originaimenpte presentadas.

Acatando estas objeciones es deseo del solicitante realizar modificaciones
sobre el capitulo reivindicatorio que hagan gue este sea completamente claro al

reclamar la composicién farmacéutica objeto de la invencion.
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De esta forma, el nu
15 reivindicaciones qus
modificadas de manera tal

invencion.

Me permito sefialar q
alguna una ampliacién d
presentada, toda vez que §

evo capitulo reivindicatorio esta conformado por
tienen como base las originalmente presentadas,

nue se clarifica la composicidn farmacéutica objeto de la

e dichas modificaciones no constituyen de forma
pl alcance de la invencion, tal como fue originalmente

e tienen como unico fin delimitar de forma mas clara el

objeto de la invencidn tal como se muestra a continuacion:

Reivindicacion 1

Con respecto a esta reivindicacion el Sefor Examinador

sefala que “no 4s clara al indicar "un marco de distamicina o similar a la

distamicina” ya

gue se desea

reivindicaciéon nq

antimetabolito”

objeto de la inve

Con respecto a
la reivindicacion
esenciales de
eran consid
presentada. A
"un marco de d
cuales son |09
composicion far
Por otro lado

antimetabolito”

yue no define de manera clara e inequivoca la materia
broteger en la solicitud. De la misma manera, esta
es concisa al indicar “un agente antimicrotubulo y/o un
va que puede incluir compuestos que no hacen parte del

ncion”.

bste particular me permito sefialar que se ha modificado
1 de forma ta! que se incluyen las caracteristicas

los derivados de distamicina de la invenciéon que

ados en la reivindicacion 6 originalmente
si, la reivindicacion 1 modificada no incluye la expresion
stamicina o similar a distamicina” y delimita claramente
la

derivados de distamicina que se incluyen en

maceutica objeto de la presente solicitud.
la expresion "un agente antimicrotubulo y/o un
, sefialada por el Sefior Examinador, es clara para la

persona versad%& en la materia, a la cual va dirigida la presente solicitud,

que comprends
farmacéuticas
formula (I) v b
este sentido m¢

reclamar estos

farmacéutica
(dos de ellos

antimicrotibulg

rila que la invencion hace referencia a composiciones
hue contienen: a) un derivado de distamicina de la

) un agente antimicrotibulo y/o un antimetabolito. En

e permito resaltar que la presente invencién no pretende

agentes si mismos, sino la composicion

que contiene una combinacion de dichos agentes

por

o los tres, un derivado de distamicina, un agente

y un antimetabolito), la cual presenta un efecto

99 4%
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sorprendentemeJte superior en el tratamiento antineoplasico,
comprobado por ¢l solicitante.

Asi, la nueva reivjndicacion 1 se lee como sigue:

“Una composicion farmacéutica que comprende un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptables, y como ingrediente activo.

- un derivado adqriloil distamicina de la formula (I1):

Ry
Hzc:ﬂw/NH\Rz 0
e}
donde
. R, es un atomo de bromo o cloro;
R; es un grupo jF la formula (II)

‘]liﬁ\m/u
° % g ()

donde

m es un entero fle 0 a 2;

nesunenterode 2 a5;
. res0¢ 1;

X y Y son igjuales o distintos e independientes para cada anillo

heterociclico, urj atomo de nitrogeno o un grupo CH;

G es fenileno, un anillo heterociclico saturado o insaturado de 5 6 6

miembros con 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre

N, O, 6 S, 6 es Un grupo de la formula (III) a continuacion:

Q
__@% (i)
>

donde Q es un|atomo de nitrégeno o un grupo CH y W es un atomo de
oxigeno o azufrTe o bien es un grupo NR;z en donde Rz es un hidrégeno o
alquil C;-Cy;

B se seleccional|a partir def grupo conformado por:
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NH,

NR,

~J

NReR7 NRgR;

NR5 \NH NRs l

;-<\:]I ~<\::>

CN NRsRg

——CONR,R;

NHCONRgR

donde R4 es cfano, amino, hidroxi, o alcoxi C;-C4; Rs, Rsy
R; iguales o distintos, son hidrégenos, o alquil C;-C4; 0 una de sus sales

farmacéuticame

te aceptables; y

- un agente antimicrotubulo y/o un antimetabolito.”

Reivindicaciones

2 a 5. Estas reivindicaciones no han sido modificadas y

corresponden a

Reivindicaciéon 6

as originalmente presentadas.

. Como consecuencia de la modificacion realizada en la

reivindicacién 1

reivindicatorio.

Reivindicaciones

, esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo

7 a 9 ({nuevas reivindicaciones 6 a 8). Estas

reivindicaciones
originalmente p

dependencia a |3

Reivindicacién 1

—_—

no han sido modificadas y corresponden a las
esentadas. Donde ha sido necesario se ha ajustado la

h nueva numeracion.

0_(nueva reivindicacién 9). De igual forma que en la

reivindicacidon 1} se han incluido las caracteristicas de los derivados de

distamicina C(1

presentada, cla

Por otro lado,

nsideradas en la reivindicacion 15 originalmente

ificando el objeto de la invencion.

el Sefior Examinador sefiala con respecto a esta

reivindicacion pue “a reivindicacion 10 y sus dependientes no

mencionan coinponentes diferentes a los de fas composiciones

farmacéuticas de fa reivindicacion 1, por tanto no es necesario que sean

independientes?.

Sobre este part|cular me permito resaltar que la reivindicacion 10 (nueva

reivindicacion P) hace referencia a un "producto” el cual tiene

caracteristicas giferentes a la “composicion farmacéutica” y por lo tanto
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T

no puede hacer

manifiesta la reiy

“preparacién compbinada para uso simultaneo, separado o secuencial en |

el tratamiento ¢
composicion farn
tanto, esta rei

reivindicacion 1.

. Relvindicaciones

be dependiente de la reivindicacion 1. Tal como o
hindicacién 10 (nueva 9) el producto estd en forma de

He tumores” caracteristica que no comparte con la

hacéutica reclamada en dicha reivindicacion 1, y por lo

vindicacibn no podria hacerse dependiente de la

11 a 14 (nuevas reivindicaciones 10 a 13). Estas

reivindicaciones
originalmente pr

la nueva numera
. Reivindicacién
reivindicacion 1Q

eliminada del ca

. Reivindicacién 1

no han sido modificadas y corresponden a las
bsentadas, se ha modificado la dependencia acorde con

r

on.

b~
-

15. Dadas las modificaciones realizadas en la
(nueva reivindicacién 9), esta reivindicacién ha sido

pitulo reivindicatorio.

b (nueva reivindicacién _14). Esta reivindicacion no ha

sido modificada
ajustado la depe

. Reivindicaciones

y corresponde a la originalmente presentada. Se ha

hdencia acorde con la nueva numeracion.

17 a 24. Acatando las objeciones presentadas por el

Sefior examinador con respecto a estas reivindicaciones (que seran

discutidas mas
manifestar que,

reivindicaciones

. Reivindicacidon 2

sido modificada Y

Finalmente me pel
anteriormente hacen gue
conciso al reclamar el obj

preceptuado en el Articulo ]

adelante en este mismo memorial), me permito
debidamente autorizado por mi representado, dichas
han sido eliminadas del capitulo reivindicatorio.

E (nueva reivindicacién 15). Esta reivindicacion no ha

' corresponde a la originalmente presentada.

mito resaltar que las modificaciones expuestas
el capitulo reivindicatorio sea completamente claro y
eto de la invencién, cumpliendo por lo tanto con lo
80 de la Decision 486.

4., EXCEPCION A LA PATENTABILIDAD.

Adicionalmente, e! Se

se refieren a métodos para

For examinador sefiala que las reivindicaciones 23 y 24

el tratamiento de enfermedades neoplasicas, lo cual es
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considerado como materia 1

la Decision 486,

ho patentable acorde con el Articulo 20, literal a)-d) de

Con respecto a este p#rticular me permito sefalar que, tal como se mencioné

en el numeral anterior de ¢
es deseo del solicitante elin
Como consecuencia el caf

meétodos de tratamiento.

5.

De igual forma, el Se

22 hacen relacidon a un uso

Al igual que en el cag

eliminar estas reivindicac

capitulo reivindicatorio modg

6. NOVEDAD.
Por otro lado, el S
estudio a la luz de las ense

Con respecto a este ¢
a lo establecido en D1, s
compuestas por compues
antimetabolito”.

A este respecto me |

especificamente la compos

REIVINDICACIONES

ste memorial, tomando en consideracién esta objecion
hinar estas reivindicaciones del capitulo reivindicatorio,

jitulo reivindicatorio modificado no hace referencia a

RELATIV A US
Jﬁor Examinador manifiesta que las reivindicaciones 17 a

lo cual no se considera como una invencion.

o anterior, acatando esta objecién, el solicitante desea
*ones del capitulo reivindicatorio. Consecuentemente, el

ificado no contempla usos.

EAor Examinador objeta la novedad de la solicitud en
pfianzas del documento W09804524 (D1).

locumento el Sefior Examinador sefiala que “de acuerdo
e podrian encontrar mas composiciones farmacéuticas
tos de férmula (I) un agente antimicrotibulo y/o un

bermito sefialar que el citado documento D1 no contiene

icion farmacéutica objeto de la invencién, y por lo tanto

no puede anticipar de ninguna forma a la solicitud en estudio.

E! documento D1 rey

agrupan bajo la formula g4

R,

R

R,

/R3
I 7

rela compuestos derivados de acriloil distamicina que se

bneral (I):

[

n
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Sobre estos compuest

agentes antineoplasicos y a

Al hacer una compara

revelados en D1 y aquellos considerados en la presente solicitud, es evidente que | |

s6lo un subgrupo de los co
aquellos de D1,

bs el citado documento D1 sefiala que son utiles como

htivirales.

idn de las estructuras de los derivados de distamicina
i

puestos objeto de la invencién pueden corresponder a |

Asi, cuando sobre la fdrmula (II) de la solicitud en estudio:

N

resiguala0,yXyyY
compuestos resultantes sen
demas posibilidades de eq
dentro de los compuestos r

A pesar del hecho qus
composicidn farmacéutica d
documento D1, Si bien, el
alli revelados pueden estg
(pagina 29, lineas 15 a 19
son tradicionalmente emply
revela especificamente ¢
cor"np.uestos de la inveng

antimetabolito, como si lo |

De este modo, el do
utilidad de suministrar ios
con otros agentes anting
ninguna composicién farm

agente antimicrotubulo y/d

bados como agentes antitumorales, dicho documento no ., /

oplasicos, pero dentro de sus ensefianzas no revela !

H
Y
Iil m
CHy ©

son iguales entre si y corresponden a un grupo CH, los
jan similares a los considerados en D1. Sin embargo, las

livalencia de dichos sustituyentes no estan contenidas

bvelados en el citado documento D1.

existan compuestos comunes en ambos documentos, la
bjeto de la presente invencién, no estaria revelada en el
documento D1 hace referencia a que los compuestos de
r acompanados por “un agente antitumoral adicional”

D1), enumerando una lista de posibles compuestos que g/;;'z"'

Py

na composicién farmacéutica que  contenga los

on combinados con un agente antimicrotibulo y/o

hace la presente solicitud.

rumento D1 hace un sefialamiento acerca de la posibie

compuestos de la invencién en una mezcla o un “céctel”

e

acéutica de este tipo, y menos una que contenga un

antimetabolito.
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Tan es asi, que deptro de los ensayos farmacolégicos que ensefia el g :
documento D1 (paginas 16)y 17), los compuestos alli revelados son administrados

solos para evaluar su efect|vidad antineoplasica.

Consecuentemente, tgmando en consideracion que el documento D1 no
revela de forma especifi¢a una combinaciéon de un derivado de distamicina,
como aquellos de la invéncion, combinado con un agente antimicrotibulo
y/o antimetabolito, la |solicitud en estudio no es anticipada por las

ensefianzas de D1.

En este punto me penmito sefalar que si bien es cierto que dentro de la lista:
. de agentes antineoplasicos| incluida en la pagina 20 del documento D1 se incluyen! )
un agente antimicrotldbulo| (vinblastina) y un antimetabolito (fluorouracilo), dicho g
documento no muestra puntualmente una composicion que contenga dichos
compuestos combinados cgn un derivado de acriloil distamicina como el contenido

en la composicion farmacéytica de la invencion.

Dentro de este marcd de ideas, me permito llamar la atencion a ese despacho
a la consideracion que hpce el Manual Andino de Patentes, con respecto a la
novedad de una solicitud:
“La descripcién de |un ejemplo especifico destruye la novedad de una
reivindicacion genérica que incluya esta descripcion, pero una descripcion
. genérica no deeruye normalmente la novedad de un ejemplo
especifico que caiga dentro de dicha descripcién genérica”.’ (Resaltado

fuera de texto).

A la luz de esta cons|deracidn es claro que dado el heche que el documento D1
solamente hace una descfipcidn genérica de la posibilidad de combinar un derivado
de distamicina con “agenties antineoplasicos” en general, y que la presente solicitud
reclama un caso especiffco que cabria dentro de dicha descripcién genérica, el

documento D1 no puedg de ningln modo afectar la novedad de la solicitud en
estudio, toda vez que en dicho documento no se ensefia una combinacion
farmacéutica idéntica 3 la que es objeto de la presente invencion.

! Secretaria General de la Comunidad|Andina "Manual para el examen de soficitudes de patentes de invencién en las oficinas
de propledad industrial de los paises de la Comunidad Andina®, Lima, 2004.Pagina 67.
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Adicionalmente, me |permito resaltar que el mismoe Sefior Examinador
reconoce que existen difergncias entre D1 y la solicitud en estudio “ef documento
D1 describe composiciones farmacéuticas que comprenden derivados de acriloil
distamicina en combinacidr] con agentes antitumorales muy similares a las de /a
presente solicitud, pues solo se diferencia en los agentes antitumorales que

acompafan el derivado de 3crifoil distamicina”. (Resaltado fuera de texto).

Tomando en considerIcién todo lo anterior, es claro que el documento D1 no
contiene todas las caractgristicas técnicas reveladas en la solicitud en estudio v,

por lo tanto, la presente |solicitud es novedosa frente al estado del arte mas

préximo.

7. NIVEL INVENTIVO.

Por Ultimo, el Sefior Examinador objeta la altura inventiva de la solicitud en
estudio con base en los doqumentos W0O9804524 (D1) vy W0O9934796 (D2).

Con respectoc a estos documentos el Sefor Examinador sefala “fas
composiciones indicadas ¢n D1 y D2, ademas de tener los mismos principios
activos, es decir, derivado$ de acriloil distamicina, un agente antimicrotibulo y un
agente antimetabdlico sugieren y demuestran con diversos ensayos un efecto

sinérgico al combinarios”.

Sobre este particulaf me permito sefialar que no existen dentro de las
ensefanzas de los docuimentos D1 y D2 ninguna indicacion que llevara a la
persona versada en la materia a obtener de forma obvia la composicion
farmacéutica objeto die la invencién, tal como me permito mostrar a

continuacion.

7.1. Documentec W0OS8045%24 (D1).

Como se discutid |anteriormente el documento D1 revela compuestos

derivados de acriloil distarmhicina como agentes antineoplésicos y antivirales.

Contrario a lo asegLrado por el Sefior Examinador el documento D1 ho '

muestra ninglin ensayo d¢ actividad bioldgica de una composicién farmacéutica
y menos de una que cofptenga el derivade de acriloil distamicina junto con un

agente antimicrotubulo y/¢ un antimetabolito.
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Tal como se discutio e el numeral 6 de este mismo memorial, las paginas 16
y 17 del documento D1 myestran ios resultados de los ensayos in Vitro e in vivo
unicamente empleando “Jog compuestos de la invencién”, resaltando su actividad
antineoplasica.

o
De esta forma, el dochmento D1 no brinda ninguna indicacién que lleve a la

persona versada en la materia a suponer que si emplea derivados de acriloil
distamicina similares a los contenidos en D1, de forma combinada con un agente
antimicrotibulo y/o un artimetabolito, se obtendria un efecto sinérgico en su
actividad antineoplasica, tpda vez que dicho documento ni siquiera considera

especificamente esta combipacién de principios activos.

. A este respecto, me permito sefalar que el efecto sinérgico que presenta la
composicién farmacéutica gbjeto de la invencién fue comprobado por el solicitante B
tal como lo demuestra la tabla 1 de la descripcién de la presente solicitud (péginag
12), en la cual un compugsto representativo de la invencién combinado con un
antimetabolito (gemcitabing) presentan un incremento en la supervivencia de los
animales tratados ILS% dg 127, el cual es muy superior al obtenido con cada ung

de los componentes por separado.

Otra evidencia de dicho efecto sinérgico se muestra en la tabla 4 del
documento Clin. Cancer Res., 2003,9, 5402-5408, de publicacién posterior a la

presente solicitud.

. Table 4 Combination effects of brostaflicia plus taxotere against A549 human lung carcinoma xenograft (simulianeons teatment)
Tomers were implamed < c. in ntede mice; fivlien romors reached 0.2 g, amma].s weee divided into test groups {(day 0). Dmg was sdministered
iv. from day 0; siomltaneous admimistration ogee a week X 3 injections.
kg’ L .
Dose (g kghmjection) . T-C Tomic Weight foss % Tumor free!
- Taxotere Brastallicin - TAC (4P FTV® ECK® . (davs¥ - death . . (days of nadie)® total mice
25 0 113 - 0 0 08 <5 Lo e
5 o 70 - 009 2. 613 |3 XCOE Lo S
10 : 0 37 - 062 . 26 o6 o e DI i
20 G B - £3 . 347 o7 - 11¢8) ) 37
Q- 02 ' 86 - 0.04 2 013 RS- S i I3
a 0.4 95 - 4] 1] i : T {43 . 015
25 S0z 73 14 I’ 1] S8 s R+
25 a4 544 19 0.18 4 08 ] : .8
5 02 . 57 H 0.14 3 078 <3 o 048
5 0.4 52 11 . 0.24 9 413 15.04)- - O3
1D 04 28 HE 28 122 .o 19 {4} B (1
20 D2 13 H NES NE wr 19 17
28 : 04 9 - NE NE. 8T . 234 DA
* Tomor' regression (T/C%) on day 8 afief the last treatment. '
? Fractional wmmor volome relative 1o confrols was calculated as described in Mmanals ard Methods.”
“Log cell stk : . . : .
4T.C, mmmor growddi delay.
- Pays after the last treatineat.
TP < .05 versus taxotere alome.
£P < 0.0] versus taxotere alone.

1P <005 varsus brostallicm alone. . .
"NE. not evaluable because of the rumer growth kinenc value.

10
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Dicha tabla muestra ¢

de la invencion (brostalicin

aramente que el uso de un compueste representativo

a} junto con un agente antimicrotubulo como es el

Taxotere, contra un xenoirhjerto de carcinoma de pulmén humano, brinda una

regresion del tumor (T/C%
separado sin aumentar la to

De igual forma, la fra
que al usar conjuntamente
el efecto obtenido sobre 4

volumen medio del tumor

) muy superior a la obtenida con los compuestos por
Ixicidad,

ccion de volumen relativa del tumor (FTV) demuestra
| compuesto representativo de la invencion y taxotere,
| tumor es mas que aditivo (FTV= relacién entre el
del grupo tratado con respecto al volumen medio del

:

ado el efecto sinérgico que presenta la composicién

tumor del grupo control, uma relacién >1 indica un efecto mas que aditivo).

Consecuentemente, d

farmacéutica objeto de la jnvencidon y el hecho que el documento D1 no revela ni
sugiere que la combinacidn de un derivado de acriloil distamicina y un agenteL
antimicrotibulo y/o un ankimetabolito, podria producir dicho efecto sinérgico, la
persona versada en la mdteria no podria derivar de forma evidente la presente

solicitud a partir de las enspiianzas del citado documento D1.

7.2. Documento WQ9934796 (D2).

Por su parte, el dofumento D2 ensefia composiciones farmacéuticas que

contienen compuestos de yreido de la forma:

_ R m
™
[\ o) [\
. LN_ N . —NH-R
| | o
o CH, CH,
. -t -l T

Donde R siempre es) un naftilo sustituido con 1 o 2 grupos sulfénicos, y otro

agente antineoplasico.

11
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Con respecto a este documento, me permito resaltar que, contrario a lo
afirmado por el Sefior Exanmfinador, el documento D2 no muestra composiciones -
que incluyan un derivadp de acriloil distamicina, sino un compuesto ureido
gue contiene una parte de|su estructura similar a la de la distamicina, pero que
presenta diferencias impgrtantes con respecto a los derivados de acriloil

distamicina incluidos en la formulacion objeto de la invencion.

Por otro lado, si bien|el documento D2 considera antimetabolitos y agentes
antimicrotdbulo (taxanes) dentro de los posibles agentes antineoplasicos presentes -
en la composicion, y resalta que las cantidades de estos componentes son tales
que se produce un efecto |sinérgico, no existe ninguna indicacién que lleve a la
persona versada en la materia a suponer que si combina estos agentes con los
derivados de acriloil distaJ&nicina de la presente invencién se obtendra de igual

. forma un efecto sinérgico.

En este sentido me pgermito resaltar gue, como se menciond anteriormente,
existen diferencias estructprales significativas entre los compuestos revelados en
D2 y los derivados de distgmicina que hacen parte de la composicién farmacéutica
de la presente solicitud. S| bien ambos compuestos presentan como eje central un
heterociclo aromatico de cifico miembros con un nitrégenc sustituido con un metilo
y en la posicion 2 un grupo| carboxamida, los compuestos de D2 contienen siempre
en la posicion 4 un grupa urea, el cual no estd presente en los derivados de
distamicina de la invenciér. De igual forma, la carboxamida de los compuestos de
D2 siempre esta unida d un grupo naftilo el cual esta sustituido por de 1 a 3

. grupos sulfonicos. Este tipp de grupo aromatico no esta incluido en los compuestos
que hacen parte de la composicion farmacéutica objeto de la presente solicitud.

Dadas estas diferencias estructurales tan significativas el técnico con
conocimientos medios en el arte no podria pensar que al combinar un compuesto
tan diferente estructuralmjente a aquelles revelados en D2 con un antimetabolito

y/0 un agente antimicrofjibulo se podria obtener un efecto sinérgico tal como el

sefialado dentro del docurmento D2,

Para la persona rsada en la materia es claro que no todas las
combinaciones de principjos activos muestran efectos sinérgicos, que en muchas
ocasiones es posible obtdner un efecto antagonista en dicha combinacidn, y que

dichos efectos (tanto el ginérgico como el antagonista) no son de ninglin modo
g

predecibles.
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Sumado a lo anterio

posibles combinaciones de

antineoplasicos,

pero sol

r el documento D2 sefiala un muy gran nimero de

los compuestos de la invencidn con otros agentes
inhibidores de

b ejemplifica 4 clases de ellos:

depolimerizacion de tubulinp (TX), agentes de union a DNA (CIS), inhibidores de

topoisomerasa II (VP-16),
(paginas 14 a 17, D2).

De esta forma, la

motivacidon para

antimetabolitos y antimicro

estructuralmente muy dife

composicion farmacéutica

antineoplasico.

Consecuentemente, |3

a partir de las ensefianzas

tiene nivel inventivo frent

Adicionalmente, me p
D1 y D2, podria efectivan
producir la composicidn fa

ensefianzas no existe ning

escoge

e inhibidores de topoisomerasa I (CPT-11 Y 9-AC)

[‘)ersona versada en la materia no tendria ninguna
de

tibulos, y combinarlos con un derivado de distamicina

r especificamente dos clases compuestos:
rente a los ureido compuestos de D2, buscando una

que tenga un efecto mejorado en el tratamiento

presente invencién no puede derivarse de forma obvia
del documento D2 y por lo tanto la selicitud en estudio

e al citado documento D2,

ermito sefialar que ninguno de los documentos citados,
nente conducir a la persona versada en la materia a

macéutica objeto de la invencion, toda vez que en sus

juna sugerencia directa con respecto al hecho que la

combinacién de un derivadio de acriloil distamicina y un agente antimicrotubulo y/o

un antimetabolito tendria |

Por otra parte, tal d

respecto a la evaluacion deg

“La pregunta a conte
su conjunto existe
materia a modificar
resolver el problema
estuviera incluido en

texto).

el tenor de la(s) reivindicacidn(es)

n efecto sinérgico en el tratamiento antineoplasico.

omo lo manifiesta el Manual Andino de Patentes, con

nivel inventivo de una solicitud:

star es si teniendo en cuenta el estado de la técnica en

lguna indicacién gue lleve a la persona versada en la
o adaptar el estado de la técnica mas cercano para
-técnico, de tal forma que llegue a un resultado que

72 (Resaltado fuera de

? Ibid pagina 8, ver Pagina 77.

)65
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En este caso, al no exj

documentos D1 y D2 que s

realizar especificamente

S tir ninguna indicacién dentro de las ensefianzas de los
bfiale a la persona versada en la materia la utilidad de

la combinacion considerada en la composicion

farmacéutica objeto de la invencion, la presente solicitud a todas luces es

inventiva frente al estado g

8. CONCLUSION.

Por ultimo, me perm

capitulo reivindicatorio, as
capitulo sea claro y conciso
la De

reivindicatorio no haga refe

invencion. igual

De otro lado, el anal
que dicho documento no cg
invencion, y por lo tantg
ensefianzas del citado docu

Asl mismo, el analis
establecid de forma incontn
obtener de manera obvia

estudio, y por tanto dicha |

fy

el arte mas proximo.

ito resaltar que las modificaciones realizadas en el
dicho
al reclamar las composiciones farmacéuticas objeto de
prma, dichas modificaciones hacen que el capitulo

bencia a métodos de tratamiento o a usos.

come los argumentos expuestos hacen que

sis realizado con respecto al documento D1 demostrd
ntiene explicitamente la composicién farmacéutica de la

la solicitud en estudio es novedosa frente a las

['nento D1,

s realizado con respecto a los documentos D1 y D2
pvertible que la persona versada en la materia no podria
la composicion farmacéutica objeto del solicitud en
presente solicitud conlieva nivel inventivo con respecto

al estado del arte mas prc’mlimo.
9.  Anexo me permito pre¢sentar:

a) Recibo nUmerg 08-70,573, expedido por la Superintendencia de
Industria y Co’-nercio, que acredita el pago de las modificaciones
mencicnadas;

b) Copia del nuevq capitulo reivindicatorio, en el cual se han realizado las
modificaciones ¢xpuestas anteriormente; y

c) Copia del dogumento Clin. Cancer Res., 2003, 9, 5402-5408,

referenciado en

el texto.
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1¢. En vista de todo lo ani:erior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente
la solicitud a la luz de las argumentaciones presentadas y de las modificaciones

realizadas y conceder el pr
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién| farmacéutica que comprende un portador o
excipiente farmacéufjicamente aceptables, vy como ingrediente

activo.

- un derivado acrilleoil distamicina de la £8rmula (I):
R4

HC=== NH (1)

donde
R, es un atomo de brgmo o cloro;

R: es un grupo de laj £é&rmula (II1)

gl
L R VA o M)
r X\N/X\\H// \\\//«ngr/

donde
m es un enterc de G|la 2;
n es un entero de 2({a 5;
r es 0 & 1;
X v Y son igualeg o distintos e, independientes para cada
anillo heterociclico, un adtomo de nitrdégeno o un grupo CH;

G esg fenileno, un|anillo heterociclico saturado o ingaturado
de 5 & 6 miembrog dqon 1 a 3 heterocdtomos seleccionados entre

-

N, 0, 88, & es unlgrupo de la férmula (III) a continuacidn:
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donde @ es un atom

Atomo de oxigeno o a
un hidrdgeno o algui

B ge selecciona a pa

NH,

Ao

4

| ~

—“—

| ()
>

S—

w

d de nitrdgeno o un grupo CH yv W es un

m
-

]

tufre o bien es un grupo NR; en donde R; €s
Ci-Cy;

rtir del grupo conformade por:

NRgR7 NRgR;

NRs ™~

NH NRg

b D

t

CN | —7—NRsRs ——CONRsR; ; NHCONR3Rg
donde Ry es cian¢, amino, hidroxi, © alcoxi C;-C4; Rg, Rg Vy
R, iguales o distin@os, gon hidrégenos, o alguil C;-C4; © una
de sus sales farmacéLticamente aceptables; vy
- un agente antimjcrotdbulo y/o un antimetabolito.
2. Una composicipn farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidn 1, donde el agente antimicrotidbulo se
gselecciona a partir de taxanos, incluyendo paclitaxel vy
docetaxel; vinca alcalcides, incluyendo vincristina,
vinblastina, vin&esina, vinorelbina; v estramustina,
encapsulada opcional]mente dentro de liposomas.
3. Una composicidn farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 2, donde el agente antimicrotubular es
paclitaxel o estramyistina.
4, Una composiclén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidén 1, |donde el antimetabolito se seleccicna a

14
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partir de antifolpatos, incluyendo metotrexato, tomudex
y trimetrexato: derivados de S5-fluoropirimidina, incluyendo 5-
fluorcuracil, floxdridina, ftorafur, Y capecitabina; Y
andlogos de citiding, incluyendo, citarabina, azacitidina vy
gemcitabina. F

5. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidn 4 d¢nde el antimetabolito se selecciona a
partir de 5-fluorourpcil o gemcitabina.

6. Una compogicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacisdn 1 que comprende un derivado acriloil
distamicina de la fprmula (I) donde R;, R, vy B corresponden a
la definicidén de la}Reivindicacién 1, r es 0, mes 0 & 1, vy n
es 4.

7. Una composicijén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidn 6 que comprende un derivado acriloil

distamicina de 1la flérmula

definicidén de la Refl

4, X y Y son ambos (¢

NH,

(I)

vindicacidén 1,

donde R; y R; corresponden a la

r es 0, mes 0 & 1, v n es

frupos CH v B se selecciona a partir de:

///LQE NRgR7 NRgR7
NR, Nwe. :
4 TNNR; ST R,

—_— CONRgRg - NHCONRsRg
donde R, es ciano ¢ hidroxi ¥ Rs, R¢ ¥ R; iguales o distintos,
son hidrégeno o alguil C;-C;.
8. Una composididén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidn 1 que comprende un derivado acriloil
distamicina, opdicnalmente en la férmula de sal
farmacéuticamente paceptable, seleccicnada a partir del grupo

conformado por:

15
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1. N-{(5-{[(5-{[(5-{i{(2-{lamino(imino)metil]lamino}etil)amino]

carbonil}—1—met31—1H—pirrol—3—il)amino]carbonil}-l—metil—

1H-pirrol-3-il)aminol carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-1il)-4-

[{(Z2-bromoacrileoil)amine] -1-metil-1H-pirreol-2-hidrocloruro

de carboxamida; !

2. N-(5-{[(5-{1(5-{[(2-{[amino(imino)metil]lamino}propil)

aminolcarbonil}{l-metil-1H-pirrol-3-il)aminolcarbonil}-1-
metil-1H-pirrol:3-il)amino] carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-
il)-4-[(2-bromcacrileil)amine] -1-metil-1H-pirrol-2-
hidrocloruro de|carboxamida;

3. N- (5-{[(5-{[(5-[[{3-amino-3-imincpropil)amineo] carbonil}-
1-metil-1H-pirrpl-3-il)amino]carbonil}-1-metil-1H-pirrol-

3-il)aminol carbpnil}-1-metil-1H-pirrol-3-1il)-4-[(2-

. bromocacriloil) afnino] -1l-metil-1H-pirrel-2-hidrocloruro de
carboxamida;
4. N-(5-{[(5-{[(5-{ [(3-amino-3-iminopropil)amino}carbonil}-

l-metil-1H-pirrel-3-il)aminolcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-
3-il)amino] carfonil }-1-metil-1H-pirrol-3-il)-4-[{2-
bromoacriloil)gmino] -1-metil-1H-imidazol-2-hidrocloruro
de carboxamida]

5. N-(5-{[(5-{[(54{[(3-amino-3-iminopropil)amino}carbonil}-
1-metil-1H-pirdol-3-il)aminclcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-
3-il)aminojcarhponil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-3-[(2-
bromocacriloil)amino]-1-metil-1H-pirazol-5-hidrocloruro de

. carboxamida;
6. N-(5-{[(5-{[(51{[(3-amino-3-oxopropil)amino}carbonil}-1-

metil-1H-pirrol-3-il) amino] carbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-
il)aminolcarbohil}-1-metil-1H-pirrol-3-il)-3-[(2-
bromoacriloil)pmino] ~1-metil-1H-pirazcl-5-carboxamida;

7. N- (5-{ [ (5-{[(5+-{[(2-{[amino(imino)metil]amino}etil)amino]
carbonil}-1-meftil-1H-pirrol-3-il)amino]carbonil}-1-metil-
1H-pirrol-3-il}) aminolcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il) -4-
[(2*Cloroacrijoil)amino]-1—metil—lH—pirrol—2—hidrocloruro
de carboxamidg;

8. N- (5-{[(5-{[(3-{[amino (imino)metil] amino }propil) amino]

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

1H-pirrol-3-i}) -4- [{2-bromoacriloil)amino] -1-metil-1H-

16
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pirrol-2-hidroclbrurc de carboxamida;

9. N-(5-{[(5-{[{3-amino-3-iminopropil)amino]carbonil}-1-

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

il) -4-[(2-bromoacrileoil)amine] -1-metil-1H-pirrol-2-

hidrocloruro de jcarboxamida; y

10. N-{5-[({5-[({5-1

({3-[(aminocarbonil)amino] propil }amino)

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

lH-pirrol-3-il}gmino) carbonil] -1-metil-1H-pirrol-3-il}-4-

[ (2-bromcacriloil)amino] -1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida.

9. Productos que

comprenden un derivado acriloil

distamicina de la fé&rmula (I):

donde

R4
H,C—= NH H

R; es un adtomo de brdmo o cloro;

R, es un grupo de la|férmula (II)

“[G\é/w;

donde
m es un enteroc de € |a
n eg un entero de 2 la
res 0 & 1;
X v Y son iguales

anillo heterociclicag,

/N NH s (D
X\T/L\\”// m

2
5;

o distintogs e independientes para cada

un atomo de nitrdgeno o un grupo CH;

G es fenileno, un Bnillo hetercciclico sgaturado o insaturado

de 5 o 6 miembros cgn 1 a 3 heterodtomos seleccionados entre

N, O, 6 8, 6 es un grupo de la férmula (III) a continuacidn:
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donde Q ez un &atomg

Atomo de oxigeno o a:

un hidrégeno o alquil

B se selecciona a pan

[

AN

| (i
yZ

T °\>_

w

de nitrdgenc o un grupo CH y W es un
tufre o bien es un grupo NR; en donde R; es
Ci-Cy;

tir del grupo conformado por:

NRgR; NRgR;

NRg ™~y NR,

<3 =0

CN NRsRg ——CONRgRgs ; ———NHCONRyR,
donde Ry es ciano; amino, hidroxi, o alcoxi C;-Cs; Rs, Re y
R; iguales o distintps, son hidrégenos, o alquil C;-C;; © una
de susg sales fajmacéuticamente aceptables; un agente
antimicrotubular vio un antimetabolito, en forma def
preparacidn combinada para uso simulténeo, separado o\

secuencial en el trat

amiento de tumores.

ruerdo con la reivindicacidén 9 donde el

10. Productos de a

agente antimicrotubﬁlar se selecciona a partir de taxanos,
incluyendo paclitaxel v docetaxel; vinca alcaloides,
incluyendo wvincrisgtiha, wvinblastina, vindesina, vinorelbina; vy
estramustina, encapsulada opcicnalmente dentro de las
liposomas.

11. Productos de aquerdo con la reivindicacién 10 donde el

agente antimicrotubul

12. Preoductos de a

antimetabolito se s4g

lar es paclitaxel o estramustina.

ruerdo con la reivindicacién 9 donde el

jlecciona a partir de antifolatos,
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incluyendo metotrexako, tomudex y trimetrexato; derivados de
§~fluoropirimidina, incluyendo 5-fluorouracil, floxuridina,
ftorafur, y capecitapina; y anélogos de citidina, incluyendo,

citarabina, azacitidina y gemcitabina.

13. Prcductos de aduerdo con la reivindicacién 12 donde el
antimetabolito se sklecciona a partir de 5-fluorouracil o

gemcitabina.

14. Productos de aduerdce con la reivindicacién 9 donde el
derivado acrilecil digtamicina se selecciona del grupo seglin se

define en la reivindilcacidén 8.

15. Una composicidn farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 1 ddgnde el derivado acriloil distamicina,
opcionalmente en forma de sal farmacéuticamente aceptables, es
N-(5-{[(5-{[(5-{[(2-{{[amino(imino)metil]amino}etil) amino]
carbonil}—l—metil—lH—pirrol—3—il)amino]carbonil}—l-metil—
1H-pirrol-3-il)aminolcarbonil}-1-metil-1H-pirrol-3-il) -4~
[(2-bromoacrileoil)amino] -1-metil-1H-pirrol-2-carboxamida v

donde el antimetabolitc es gemcitabina.
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Enhancement of in Vivo Antitumor Activity of Classical Anticancer
Agents by Combination with the New, Glutathione-Interacting
DNA Minor Groove-Bind!er, Brostallicin

Maria Antonietta Sabatino, Tina Colombo,
Cristina Geroni, Sergio Marchini, and;
Massimo Broggini' '

Laboratory of Molecular Pharmacology, Istituto di Riperche

Farmacologiche “Mario Negri,” Milan [M. A. 5, T. G, S. M, M. B},
and Pharmacia ltaly, Discovery Research Oncology, Jerviano (Milan)
[C. G.], Haly

ABSTRACT
Purpose: Brostallicin  (PNU-166196) i a «-bromo-
acrylic DNA minor groove binder, currently ip clinical eval-

uation. This drug has the peculiarity of showing enhanced
antitumor activity in cells with high glutathigne S-transfer-
ase (GST)/glutathione content. The purpose of the study was
to study multiple combinations of brostalliciy with classical
anticancer agents, _
Experimental Design: The cis-dichloro-djammine-plati-
num (cDDP)/brostallicin combination was tejted in the hu-
man colon carcinoma (HCT-116) model tdansplanted in
nude mice. Two treatment schedules were| tested: ¢cDDP
followed by brostallicin 48 h after or brostalli¢in followed by
¢DDP. These two schemes were selected froth the observa-
tion that tumor cells /r vitre show an increased activity of
GST 48 h after cDDP treatment. The HCT-J16 model was
used also to test the irinotecan (¢cPT-11)/brogtallicin combi-
nation. The effect of brostallicin in combinatfon with doxo-
rubicin {DX) was studied in the i.v. injected|murine L1210
leukemia. Three administration schedules wire tested. The
antitumor activity of brostallicin and Taxoterp was tested on
the A549 lung cancer xenografts. :
Results: In line with the increased GST activity ob-
served after treatment with cDDP, the cDPP/brostallicin |
interaction was sequence-dependent, leading fo a more than®
additive antitumer effect, without addition
when ¢DDP was given before brostallicin. [The antitumor
effect of CPT-11 was enhanced significantly iby brostallicin
cotreatment. A more than additive antitumon effect, without
additional toxicity, was observed when DX/brostallicin were

Received 4/8/03; revised 7/21/03; accepted 7/21/03.
The costs of publication of this article were defrayed in part by the
payment of page charges. This article must therefore e hereby marked
adverfisement in accordance with 18 U.S.C. Sectign 1734 solely to
indicate this fact.
This work was supported in part by Federazionq Italiana Ricerca
Cancro.
! To whom requests for reprints should be addressed at Laboratory of
Molecular Pharmacology Istituto dj Ricerche Farmgcologiche “Mario
Negri,” via Eriwrea 62, 20157 Milan, ftaly. Fax: 39-2k3546277; E-mail:
broggini@marionegri.it. I

toxicity, only _,f v

sequentially administered in L1210-bearing mice. Finally,

additivity was ohserved when brostallicin/Taxotere simulta. -~

neous combination was tested.

Conclusions: Although the precise melecular mecha-
nism of interaction between brostallicin and the other tested
cytotoxics has not yet been identified, a clear therapeutic
gain is observed in preclinical models when brostallicin is
combined with anticancer agents such as ¢DDP, DX, CPT-
11, and Taxotere, These results indicate the potential ther-
apeutic value of brostallicin in cancer combination treat-
ment therapy.

INTRODUCTION

Brostallicin  {{N-[5-( {[5-({[2-(aminoiminomethyl)amino]-
ethyl}amino)carbonyl]- 1-methyl-1H-pyrrol-3-yl}amino)} car-
bonyl]-1-methyl-1H-pyrrol-3-y1}-4-{({4-[(2-bromo-1-0x0-2-
propenyljamino]-1methyl-1H-pyrrol-2-yl} carbonyl)amino]-1-
methyl-1H-pyrrole-2-carboxamide, PNU-166196} is a new
derivative of a distamycin A-like frame (1—4), which has shown
very promising activity in experimental tumor models (5, 6) and
is currently under clinical investigation (7, &).

In addition, brostallicin has shown a particularly favorable
therapeutic index in preclinical studies, with myelotoxicity as
dose-limiting toxicity (4, 6); its cytotoxic activity is not affected
by mechanisms of resistance associated to mismatch repair
deficiency or to treatment with alkylating agents and topoi-
somerase | inhibitors (4, 6, 9).

As for its mechanism of action, brostallicin is 2a DNA minor
groove-binding agent of which the in vitro and in vive activity
is increased in tumor cells with higher GSH? and/or GST levels
(4, 10, 11), The a-bromoacrylic moiety of brostallicin was
found to react with GSH, in a reaction catalyzed by GST, with
the possible formation of a highly reactive GSH-complex able to

- bind covalently to DNA. Among the different GST isoenzymes

tested, the GST-1 isoform was found to be the strongest acti-
vator of brostallicin-GSH reaction. Furthermore, transfection
into tumor cells of the human ¢DNA encoding for GST-w
resulted in an increased activity of the compound beth in in vifre
and in vivo experimental tumor models (10). This finding is
particularly interesting, considering that GSTs, especiaily
GST-r isoform, are overexpressed with high frequency in a

2 The abbreviations used are: GSH, reduced glutathione; CI, combina-
tion index; CPT-11, irinotecan; ¢cDDP, cis-dichloro-diammine-platinum;
DX, doxorubicin; FTV, fractional tumor volume; GST, "glufathione
S-transferase; 1LS%, percent increase in life span (IL§% = [(median
survival time of treated group /median survival time of contro] group) X
100]-100%; LCK, log cell kill; NSCLC, non-small cell lung cancer;
RTYVY, relative tumor volume; Taxotere, docetaxel; T/C%, tumor growth
inhibition. cot T
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wide variety of tumors, whereas GST levels in
rounding tissues are low (12-16), thus, potential
a therapeutic advantage for brostallicin, rather tha
of resistance as it has been observed for establi
agents such as platinum derivatives, alkylating
cyclines, and to a certain extent for topoisomer
{17-20). Moreover it has been shown that anticay
as ¢DDP, DX, or CPT-11 are able to promote th
to increase the nuclear level of GST-w in tumor

The peculiar mechanism of chemical inter
tallicin with GSH and particularly its enhanced
with high GST/GSH content, prompted us to

pormal or sur-
y representing
1 a mechanism
thed antitumor
hoents, anthra-
se I inhibitors
cer drugs such
b expression or
cells (21, 22)
hction of bros-
ctivity in cells
investigate its

efficacy in combination with drugs of which thef mechanism of

resistance is because of high GST/GSH level

Theoretically

these combinations should increase the number ¢f killed cancer

cells.

Because the combined use of anticancer agpnts has gener-
ally been the most effective approach for treafing metastatic
cancer than the use of single agents, most current chemotherapy

regiments are based on combinations,

in the current article, we report data obtaihed testing the
antitumor efficacy of brostallicin in combinatign with cDDP,

CPT-11, DX, and Taxotere. We show that indee

 brostallicin is

suitable for combination treatments with other arjticancer agents
and shows synergistic activity in different tumof models.

MATERIALS AND METHODS

Drugs, Brostallicin, DX, and CPT-1]1 wd
Pharmacia (Milan, Italy). ¢cDDP was purchasd
Chemical Co. (St. Louis, MO), and Taxotere wa
Aventis Pharmaceuticals. Drugs were dissolved
before use.

Animals. Four to 6-week-old female Sy
mice (Charles River, Calco, Lecco, Italy), weig
were used in experiments involving human t
3-month-old female DBA2 and CDFl mice (
weighing 18-20 g, were used for L1210 ce
maintained under specific pathogen-free condi
vided food and water ad libitum,

Procedures involving animals and their car
in conformity with the institutional guidelines 1

re provided by
d from Sigma
obtained from
knd diluted just

iiss Nor nu/nu
thing 20-25 g,
hmors. Two to
Charles River),
Is. Mice were
fions, and pro-

b are conducted
hat are in com-

pliance with national (D.L. n.116, G.U., suppl.
1992, Circolare No.8, G.U., 14 luglio 1994) a

10, 18 febbraio
d international

laws and policies (EEC Council Directive 86/6§9, O L 358,1,
Dec 12, 1987; Guide for the use of Laboratory Animals, United
States National Research Council, 1996).

Tumor Cell Lines. The human tumors (HCT-116 colon
carcinoma and A349 NSCLC) were obtained from American
Type Culture Collection {Rockville, MD) and Were maintained
in vitro as continuous cultures. HCT-116 and 4349 cells were
grown in Iscove’s medium or Ham’s F-12, pespectively, at
37°C, 5% CQ, in medium supplemented with 10% FCS.

For drug testing, tumor cells were implanfed s.c. into the
left flank of recipient athymic mice (3 X 1(* cells/mouse).
When the tumor was palpable (~0.2 g}, animals were divided
randomly into test groups consisting of at Ieast § mice each (day
0). L1210 murine leukemia (National Cancer|Institute, Fred-
erick, MD) was maintained by weekly ip. fransplants (10°

cells/mouse) in DBA/2 mice, according to Geran ef 4/, (23). For
combination experiments, CD2F1 mice were injected iv. with
10° cells/mouse. Treatments started the day after tumor inocu-
lum.

Drug Administration and Testing. All of the drugs :
were administered i.v. in a volume of 10 ml/kg of bady weight, *
according to the indicated schedules. For solid tumers, the !
length (1.} and width (W) of the solid tumor mass were meas-
ured by cailper twice weekly, and the tumor volume (TV) was
calculated as; TV = (LX W)y2,

The tumeor volume at day n was expressed as RTV accord-
ing to the following formula RTV = TVWTV,, where TVn is
the tumor volume at day n and TV, is the tumor volume at
day 0.

The percentage of T/C% was determined by calculating
RTV as: T/C% = 100X(mean RTV of treated group)/{(mean
RTV of control group). According to the National Cancer In-
stitute standards, a T/C < 42% is the minimum level for activity.
The LCK was calculated from the foilowing formula: LCK =
T-C/3,32XTd; T-C, the tumor growth delay, was calculated as
the median time (in days) required for the treated-group tumors
less the median time required for the control-group tumors to
reach a predetermined size (usually 1g), whereas Td is the tumor
volume doubling time, in days, measured from a best-fit straight
line of the control group in exponential growth. The compound
was considered active when the LCK value was >0.7.

Drug activity for leukemia models was calculated as ILS%
of treated animals compared with the control group.

Toxicity was evaluated on the basis of weight loss. Mice
body weight was recorded the same day of tumér measurement
and was taken as a measure of toxicity, together wnth | ETOSS
autopsy findings, mainly in terms of reduction of spleen and
fiver size. Antitumor activity was evaluated at the highest non-
toxic dose, which is the highest dose that can be administered
without causing death or undue toxicity. A dose producing a
weight loss nadir of 2220% was considered as excessively toxic.

Statistical Analysis. Tumor volumes of all of the groups
were compared using Fisher’s test.

Analyses were computed using the StatView statistical
package by SAS Institute Inc. (Third edition}.

The antitumor activity of the combination therapy of bros-
tallicin plus ¢DDP, CPT-11, and Taxotere in solid tumor-
bearing mice was analyzed by the fractional product method as
described (24, 25).

FTV relative to controls is calculated as the ratio between
the mean wmor volume of the experimental groups and the
mean tumor volume of the control group. The calculation was
performed during the time after the last treatment. The expected
FTV of the combination is the product of the mean FTV of the
two drugs given as single drugs. The ratio was obtained by
dividing the expected FTV by the observed FTV of the combi-
nation. A ratio of >1 indicates a more than additive effect, and
a ratio of <1 indicates a less than additive effect (24, 25). The
antitumor activity of the combination therapy in L1210-bearing
mice of brostallicin plus DX wag evaluated as reported by [zumi
et al, (26).\M0

Measurement of GST Activity. Exponentially growing
HCT-116 cells were seeded in T-25 flasks 48 h before treatment.
Cells were exposed to ¢DDP (12, 25, and 50 pm) for 1 h and
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.

Table i Combination effects of brostallicin plus ¢DDP against HCT-116 human colon carcinoma xenograft (sequential treatmen%
Tumors were implanted s.c. in nude mice; when thmors reached 0.2 g, animals where divided into test groups (day 0). Drug was administered

i.v, from day Q.

Dose (mg/kg/injection)

Treatment T-C Toxic Weight loss %
schedule” cDDP Brostallicin TiC (%) FTV® LCK (daysy deaths (days of nadiry’
(A) 1 0 99 - 0 0 0/8 <5 (4)
2 0 88 - 0.3 5 1116 <513 (1)
4 0 76 - 0.3 5 1/8 26 (1)
0 0.2 73 - 0.2 3 0/8 8 (4)
0 0.4 58 - 0.6 11 0/16 12 (4)
0 0.8 53 - 1.2 23 2/8 15 (6)
1 0.2 ' 71 1 % 02 4 0/8 <5(4)
1 04 4gh 1 - 0.6 11 0/8 6 (4)
2 0.2 46 1.2 038 14 0/8 <5(4)
2 0.4 4kt 26 ¢ 15 27 /16 1244)
2 0.8 40" 15 1.6 31 0/8 13 (6)
4 0.4 5¥ 0.9 18 28 22(4)
4 0.8 32% 4 1.6 31 6/8 30 (4

(B) 2 0 96 - 0.2 4 0/16 507
4 0 78 - 0.4 10 /16 413 (7
0 0.4 43 - 0.6 14 0/8 <5 (6}
0 0.8 3l - 0.4 13 2/8 9 (8}
2 0.4 61 07 -5 04 10 0/8 9(6)
2 0.8 45 0.9 04 12 1/8 9 (%)
4 04 39 08, 08 19 1/8 19 (6)
4 0.8 25" 1.0 =+ 06 19 8 9(1)

# Administration schedules were: A, cDDF on day 0, 7, 14 and brostallicin on day 2, 9, 16; B, brostallicin on day 0, 7, 14, and cDDP on day

2,9 16,
 Tumaor regression (T/C%) on day 7 after the laft treattnent.

¢ Fractional tumar volume telative to controls wds calculated as deseribed in “Materials and Methods.”
)

4 Log cell kill.

¢ T-C, tumor growth delay.

fDays after the last treatment.

F Ome of § mice tumor-free survivor.
"' p < Q.01 versus cDDP alone.

fP < 0.0l versus brostallicin alone.
S P < (.05 versus cDDP alone.

then incubated in drug-free medium for 24 and 48 h. Treated and
untreated cells were harvested. Total GST actility was deter-
mined using 1-chloro-2—4-dinitrobenzene as alsubstrate (27).
Reaction was performed using cytosolic extracty and measuring
the conversion of 1-chloro-2—4-dinitrobenzene py GST using a
spectrophotometer. The data were normalized fof the amount of
proteins present in each sample and expresspd as nmol of
dinitrophenylglutathione formed/min/mg protein at 37°C, using

the extinction coefficient of 9.6 nvm ™ 'em ™.

RESULTS

The antitumor activity of brestallicin in cdmbination with

platinum derivative cDDF (Table 1; Fig. 1). Mjce were treated
when tumiors reached ~200 mg. Brostallicin dnd ¢DDP were
given Lv. three times every 7 days (q7dx3).[Two treatment'~
schedules were tested: ¢cDDP followed by broptallicin 2 days
after (schedule A} or brostallicin followed by cI}DP 2 days after
(schedule B).

The rationale in selecting these two administration sched-
ules was based on the observation that tumor celfls treated with
c¢DDP showed an increased activity of GST.

In fact, when GST activity was analyzed in HCT-116 cells,
24 and 48 h after a 1 h exposure to cDDP (Fig. 2), a statistical
significant increase of GST activity was observed after 1-h
treatment with ¢DDP (2550 pwv) and 48-h recovery in drug-
free medium.

In all of the experiments performed (Table 1), drugs
alone produced a dose-dependent inhibition of tumer growth,
The highest nontoxic doses were 2 and 0.4 mg/kg/day for
¢DDP and brostallicin, respectively. When these two doses’
were combined, no addition of toxicity was found for both;
schedules. P 2

As far as the antitumor activity is concemed, the effect
obtained with the schedule A was significantly Vdjfferént from
the Extefit”of growth inhibition observed after the inverfcd
administration schedule. The analysis of the results obtained
with these two combination schedules are reported in Table 1.
When c¢DDP administration was followed by brostallicin 48 h
after, the ratio between the expected FTV and the observed FTV
‘of the combination ranged from 1.0 to 2.6, which is clearly ©
indicative of an increased activity of the combination over ;
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Fig. I Representative prowth inhibition curves of br
with brostallicin 0.4 mg/kg/injection (l) and ¢cDDP 2

tumor weight (mg)

days after tumor implant

tallicin and ¢DDP alone and in combination in HCT-116 tumor. Mice were treated i.v. q7dx3
g/kg/injection (@) alone or in combination (X) as cDDP followed by brostallicin 2 days after

{A4) or brostallicin followed by ¢DDP 2 days after (B]. Control mice were treated with saline (), Tumor volumes were measured as described in
“Materials and Methods” and the mean tumor weight|was plotted against time (days); bars, *SE,

i

nenot dinitrofenilplutations’min/my protein

S0 DBP M)
e

Time

Fig. 2 Tncrease of GST activity in HCT-116 cells tfeated with ¢cDDP.
Exponentially growing cells were exposed to ¢cDDP gr to ¢DDP vehicle
{comtrol) for 1 h. After incubation for 24 and 48 h in|drug-free medium
at 37°C the level of GST activity was determined. 3k, P < 0.05; <37,
P < 0.01 versus untreated cells.

TSN

single drugs. Conversely, with the opposile sghedule, the ratio ,
ranged from 0.7 to 1, supgesting at best an add]tive effect of the .

combination. L ROt

Furthermore, schedule A was associated
LCK increase (see Table 1) compared with
brostallicin given alone.

On the contrary, LCK did not changg

schedule B in comparison to either drug along.

The same tumor model was used to evaly
brostallicin in combination with the topoisor
CPT-11. Drugs were given on the same d
brostallicin administered 1 h after the i.v. injg
The results obtained are shown in Table 2. Th
evaluated, 0.4 and 60 mg/kg/injection for brog

fvith a significant
both ¢DDP and

significantly in
]

pie the efficacy of
perase [ inhibitor
y (q7dx3), with
ction of CPT-11.
e highest dosages
tallicin and CPT-

11, respectively, were well tolerated with feight loss <5%

v

either when the drugs were given alone or in combination, The }
combination therapy exhibited more potent antitumor activity .
than single-drug treatment. The LCK values for CPT-11 40
mg'kg, brostallicin 0.2 mg/kg, and the combination of the two
were in fact 0.4, 0.1, and 1.1, respectively. Higher doses, still
not toxie, such as CPT-11 60 mg/kg, brostallicin 0.4 mg/kg, and
the combination of these two, gave a LCK of 0.8, 0.4, and 1.7,
respectively. The combined use of brostallicin and CPT-11
appeared to be superior to single drugs against this tumor model,
being the ratio between expected and observed FTV >1 for all
of the tested doses (Table 2).

The antileukemic effect of brostallicin in combination with
the anthracycline DX alone was studied in the iv. injected
murine L1210 leukemia. Three administration schedules were
tested alone and in combination: simultaneous administration at
day 1 after tumor inoculum (schedule 1) or at 24 h interval, with
DX given at day 1 and brostallicin at day 2 (schedule 2) or vice
versa (schedule 3).

Table 3 reports the data obtained testing brostallicin, DX,
and the combination of the two drugs. At all of the tested doses
the CI values were determined (Table 3}. The antileukemic
activity of brostallicin and DX administered alone was dose
dependent. The highest nontoxic doses were 0.8 and 15 mg/kg/
injection for brostallicin and DX, respectively. The combination
therapy of the two drugs showed a higher ILS% compared with
either drug alone, especially in the DX or brostallicin-preceding
treatments {schedules 2 and 3). The CI values for the three
schedules ranges between 0.67 and 1, 1 and 1.52, and 1.1 and
1.65 for schedules 1, 2, and 3, respectively. These results sug-
gest that the sequential administration of brostallicin and DX
gave an antitumor effect higher than that obtained with simul-
taneous therapy. In all of the treatment schedules both drugs
were well tolerated,

A comparison between the antitumor activity of brostalli-
cin and Taxotere alone and in combination against AS49
NSCLC transplanted in nude mice is reported in Table 4. Drugs
were given simultancously (q7dx3), with brostallicin adminis-
tered 1 h afier the i,v. injection of Taxotere. The highest dosages
evaluated, 0.4 and 20 mg/kg/injection for brostallicin and Taxo-
tere, respectively, were well tolerated when drugs were admin-

P
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Tumors were implanted s.c. in nude mice; when

mors teached 0.2 g, animals where divided into test groups (day 0). Drug was administered
ek > 3 injections, Brostallicin administered 1 h after CPT-11.

Table 2 Combination effects of brostallicin pl lCPT 11 against HCT-116 human colon carcinoma xenografl (simultaneous treatment)

iv. from day O; simultaneous administration once a

Dose {mg/kg/injection)

T-C Toxic
CPT-11 Brostaliicin T/C (%3 FTVE LCK* {days)” death Weight loss %

0 0.2 80 0.1 2 0/8 <5

0 0.4 68 0.4 11 0/8 <5
40 0 46 0.4 11 0/8 <5
60 0 39 0.8 23 /8 <5
40 0.2 28] 1.1 33 0/8 <3
40 0.4 3294 0.9 26 /8 <5
60 0.2 29 1 4 1 31 /3 <5
60 0.4 19¢ 1.7 51 0/8 <5

¢ Log cell kill.

¢ T-C, wmor growth delay.

P << 0.05 versus CPT-11 alone.

£ P < 0,01 versus brostallicin alone,

Table 3 Combination effect of prostaliicin plus doxorubicin against disseminated L1210 murine leukemia
L1210 cells (1 X 10%) were inoculated i,v. to DF1 mice on day 0 and treatment was given i.v.

“ Tumor regression (T/C%) on day 7 after the lgst treatment.
? Fractional tumor volume relative to controls wias calculated as described in “Materials and Methods.”

Schedulf 1 Schedule 2 Schedule 3
DX (day 1) Brostallicin (day 1)
Dose (mg/kg/day) Braostallicin {day 2} DX (day 2)
Brostallicin DX ILS%” IL8%" Tox* CIe ILS%" Tox® Cr
0.2 0 38 - 8 0/8 - 14 0/8 -
0.4 0 23 - 17 0/8 - 14 /8 -
0.8 0 69 - 33 0/8 - 50 0/8 -
0 7.5 54 - 33 174 - 29 0/8 -
0 15 100 - 67 0/8 - 57 o8 -
0.2 7.5 69 0.75 42 0/8 1.02 57 0/8 133
0.2 15 92 0.67 100 08 1.33 86 0/8 1.21
0.4 7.5 78 1ot 58 o8 1.16 71 0/8 1.65
04 15 108 0.88 100 0/8 1.19 93 08 131
0.8 7.5 100 0.81 100 0/8 1.52 86 /8 11
0.8 15 123 0.73 100 0/8 1 114 /8 1.1

“ Percentage increase in life span.
? Number of toxic deaths/number of mice.
¢ Combination index = ratio between the ILS

% of the two drugs in combination and the sum of 1L8% of brostallicin and DX alone. A Ci of

=1 indicates a more than additive effect, and a ratlo of <! indicates a less than additive effect.

istered alone. Conversely, when drugs were given in combina-
tion at these dosages, some initial toxicity cpuld be observed.
Against this tumor model, Taxotere was very §ctive (LCK of 8.3
at 20 mg/kgfinjection), and brostallicin did pot show any sig-
nificant antitumor activity. When combinatiop therapy was per-
formed with the highest tolerated doses o. both drugs the
antitumor effect was additive. 7 4, - i

DISCUSSION

Brostallicin is a novel DNA minor grodve binder antican-
cer agent in clinical development. The combined use of anti-
cancer agents is a common strategy in cliffical chemotberapy
and, thus, the possibility w identify optimal gombinations of the
antitumeor agents should be examined. The fesults of our study
suggest that brostallicin is not only an adtive compound in
single-agent therapy but is also a promisingj agent in combina-
tion with other anticancer agents. ’

Preclinical findings showing that brostallicin has increased
activity in tumors with bigher GSH/GST levels/expression (4,
10, 11), overcomes resistance to alkylating agents and topoi-
somerase | inhibitors, and is fully effective against mismatch
repait-deficient tumor cells (23), stimulated our interest in
studying the combined activity of brostallicin with drugs of
which the antitumor activity is reduced by these mechanisms of
resistance (13-20). The involvement of GSTs in tumor resist-
ance to a wide range of chemotherapeutic agents has been
described extensively (13-20). In addition, it has been shown
that GST-m expression or amount into the nuclens increases in
tumor cells in response to cDDP, DX, and CPT-11 treatment
(21, 22).

The interaction and the biochemical mechanism of synergy
between ¢DDP and brostallicin have been explored on a mis-
match repair-deficient model (HCT-116; Ref. 28). The kinetic
of GST activity in HCT-116 cells exposed to ¢cDDP was eval-

\20 1




25

Clinical Cancer Research 5407

Table 4 Combination effects of brostalliin plus taxotere against A549 human lung carcinoma xenograft (simultaneous treatment)

Tumors were implanted s.c. in nude mice; when

umors reached 0.2 g, animals were divided into test groups (day 0). Drug was administered

i.v. from day 0; simultaneous administration once a week X 3 injections.

Dose (mg/kg/injection)

T-C Toxic Weight loss % Tumor free/ T
Taxotere Brostallicin T/C (%) FTV?® LCK* (days)? death (days of nadir)* total mice 23 92
23 0 115 — - 0 0 0/8 <5 N R T A
] ¢ 70 - 0.09 2 0/15 11(4) 0/15
10 0 17 - 0.62 26 0/6 11(4) 1/6
20 0 18 - 8.3 347 0/7 11(8) 37
0 02 86 - 0.04 2 0115 <5 1/15
0 0.4 95+ - 0 4 1415 7@ 0/15
2.5 0.2 7Y = 14 0 0 0/8 <5 0/8 ~
25 0.4 5457 19 - 0.18 4 0/8 <5 ']
5 0.2 57 1 .- 0.14 3 0/8 <5 o8
5 0.4 520 1.1 0.24 9 015 15 (4) 0/15
10 0.4 28" 1.4 29 122 0/6 19{4) /6
20 0.2 13 1. N.E/ N.E. /7 19(8) 147
20 0.4 9 - NE. NE. 6/7 23 (4) 07

“Tumor regression (T/C%) on day 8 after the )
¢ Fractional tumor volume relative io controls
 Log cell kill.

4T-C, tumor growth delay./vehos,,

“ Days after the last treatment.

Fp < (.05 versus taxotere alone.

F P < L0 versus taxotere alone.

" p < (.05 versus hrostallicin alone.

' N.E. not evaluable because of the tumor growth kinetic value.

vated and results confirmed the previously re

st treatment.
s calculated as described in “Materials and Methods.”

o

%

borted ability of

¢DDP in increasing the expression of GST-mr.| Because results =
showed a higher level of GST activity afler 48-h recovery in .
drug-free medium, two combination protocols ere investigateds
giving brostallicin 48 h before or after cDDF treatment. The
sequence of drug administration in the combiration influenced
the resporse. cDDP/brostallicin interaction leads to a more than
additive antitumor effect without additional toxjcity, only giving
cDDP before the brostallicin administratien! These findings
support our hypothesis that ¢cDDP could enbfance brostailicin
activity through GST-m-stimulated overexprepsion. We found
that the antitumor activity of CPT-11 is enhancpd by brostallicin
cotreatment. Although a clear understanding of the mechanism
by which the antitumor activity of these two firugs benefits of
their combination is not clearly understood, the combined use of
brostallicin and CPT-11 is an interesting approach for colon
cancer treatment considering that brosiallicin pvercomes camp-
tothecin resistance and, therefore, can kill cellk that can survive
to CPT-11 treatment.
Furthermore, brostallicin preserves its acivity in mismatch
repair-deficient tumors, a condition found in human celon can-
cer with relatively high frequency (29-31). |
In ir vivo systemic L1210 murine leukethia model a more
than additive antitumor effect was observed When DX/brostal-v~
licin were sequentiatly administered. The feasons for these
results still remain to be determined, and other mechanisms,
difterent from those involving the GSH/GST] system, could be
operative and should be investigated for designing more effec-
tive treatments regimens. .-
" The last study reported in this article re
tion of brostallicin and Taxotere. The choice of this agent was
guided by the brostallicin-clinical plan in which NSCLC has

P P X

been selected. Among the effective drugs in clinical use against
NSCLC, Taxotere as single agent or in combination therapy
provides a clinical benefit over or comparable with other agents
(32, 33). Preclinical data showed that brostallicin/Taxotere si-
multaneous combination is feasible without any antagonistic /
effect. S

Combination chemotherapy using conventional cytotoxic
agents acécﬁfﬁpﬁsh&s several important objectives not possible
with single-agent treatment. Here we report four promising
brostallicin eombination treatments. Brostallicin plus ¢cDDP or
CPT-11 or DX showed hints of therapeutic synergy, and bros- ‘
tallicin plus Taxotere activity was certainly additive. Altogether v, t 4
thess results, together with the peculiar mechanism of action of ", & -
the drug, indicate brostallicin as a new promising candidate for
clinical use in combination therapy., .
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Como resultado del examdn de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comlision de la Comunidad Andina, se le comunica;

1. Documentos estudiagos
1.1.  Descripcion: Foliog: 41 a 52 como se radicd inicialmente.

1.2.  Reivindicaciones: fFolios 111 a 117 modificado seglin respuesta del solicitante

1.3.  Prioridad: Folic 1}/GB 0015446.8 del 23/06/2000.

1.4. Respuesta del solicitante: Folios 95 a 124.

2. Objeto de la invencic’:Ln

Titulo de la solicitud: TERAPIA COMBINADA CONTRA TUMORES COMPUESTA
POR DERIVADOS SUSTITUIDOS DE ACRILOIL DISTAMICINA, TAXANES Y/O
ANTIMETABOLITOS.

Objeto de ia invencién: £l objeto de la presente solicitud de patente de invencion
consiste en composiciongs farmacéuticas conformadas por un derivado de acriloil
distamicina de férmula (I) junto con un agente antimicrotibulo y/o un antimetabolito.
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Reivindicaciones 1 a 8 y 15: Una composicién farmacéutica que comprende un
derivado de acriloil distamigina de férmula (I) junto con un agente antimicrotibulo y/o
un antimetabolito junto conjun portador farmacéuticamente aceptable.

Reivindicaciones 9 a 14: Prpductos que comprenden un derivado acriloil distamicina
de férmula (I); un agente antimicrotubular y/o un antimetabolito, en forma de
preparacidn combinada gara uso simultaneo, separado o secuencial en el
tratamiento de tumores.

El problema planteado enjesta solicitud de patente es [a necesidad de proveer
composiciones farmacéutidas que produzcan un efecto antineoplasico sinérgico.

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
composiciones farmacéutigas que comprenden un derivado de acriloil distamicina de
formuia (1) mas un agente éntimicrotﬂbulc y/o un antimetabolito.

Se catalogd el objeto de lajinvencion segun la IPC en las categorias AG1K 31/70 y
AB1K 31/565.

3. De la solicitud de PatTnte

3.1. Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

15 no estan sustentadas en el capitulo descriptivo por
ninguna composicion farmacéutica que contenga un
derivado de acriloilo distamicina de formula (1) mas un agente antimicrotibulo y/o un
antimetabolito junto un portador farmaceuticamente aceptable ni tampoco se
encuentra ningln ejemplo pn donde se ilustre alguna de ellas.

L as reivindicaciones 1 a 8
cuanto alli no se mencio

En las reivindicaciones 9 a [14 se caracterizan los productos reivindicados por su uso
simultaneo en una prepargcién combinada.

4. Respuesta a los argumentos del solicitante:

Antes de discutir los argumentos del solicitante en su respuesta al concepto técnico
nimero 1338, es importan{e resaltar que el problema técnico planteado de la actual
solicitud esta directamente relacionado con proporcionar una Ccomposicion
farmacéutica que contieng un derivado de acriloil distamicina de férmula () y un
agente antimicrotibulo yb un antimetabolito con la cual se obtienen efectos
sinérgicos antineoplasicoq, sin embargo, como ya se indicoé en el punto 3.1, el
capitulo descriptivo no ilusfra ninguna composicidn farmacéutica, lo que describe son
preparaciones combinadag de los compuestos activos, entendiéndose estas como
preparaciones de cada aclivo por separado administradas conjuntamente.

DAY




Dados los argumentos ants
tnico ejemplo ilustrado en
vivo utilizando una prepar
Gencitabina dando como re
una preparacion de cada ag
la tabla 1).

Los argumentos dados por ¢
las composiciones farmaceé
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riores y como prueba de eilo, cabe mencionar que en el

a solicitud en estudio (folio 51) se realiza un ensayo in

@acion combinada de los compuestos PNU 166196 y
psuitado datos correspondientes a la administracion de
tivo por separado administrada conjuntamente (fila 3 de

el solicitante que tratan de demostrar la patentabilidad de
iticas de las reivindicaciones 1 a 8 y 15 no seran tenidos

en cuenta ya que, como $e explico anteriormente, no estan sustentadas en fa

descripcion.

Dados los argumentos an
reivindica composiciones {
distamicina de formula (1)
capitulo descriptivo no las
combinadas de cada activo
atribuir a la invencidn la sol

5. Conclusion

En cumplimiento del articuld
Andina, se le indica que dé¢
contados a partir de la fech
de no dar respuesta al p
subsistieran los impediment

Notifiguese el presente ofici
capitulo quinto del titulo prin
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eriores, es claro que la presente invencion, aungue

armaceéuticas que contienen un derivade de acriloil

y un agente antimicrotibulo y/o un antimetabolito, el
sustenta como tal sino que se refiere a preparaciones
administradas conjuntamente, con lo cual no se le puede
icion del problema técnico planteado.

) 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
pbe dar respuesta dentro del término de sesenta dias
7 de notificacion de la presente comunicacién. En caso

esente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
0s para la concesion, se denegara la patente.

b conforme alo dispyesto en el numeral 5.2, literal e), del
hero de la Circular Unica N° 10 de 2001.
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