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FRARMACEUTICAL COMPOSITION COMPRIBING ARSENTITE FOR THE TREATMNENT OF MALIGMANCY

The present invention relates to a pharmaceutical
composition containing arsenic for the treatment of a malig-
nancy.

Pharmaceutical compositions containing arsenic are
known for cancer therapy. For example, the review by Waxman
S. et al (The Oncologist 6(suppl. 2), pp. 3-10 (2001)) de-
scribes arsenic disulfide, arsenic trisulfide and arsenic
trioxide the use of said composition comprising a salt of
meta-arsenite (AsO; ) and a pharmaceutically acceptable auxil-
lary.

Due to their inherent toxicity, and the advent of
good alternatives, interest in arsenic compounds has remained
low.

The object of the present invention is to provide a
pharmaceutical composition suitable for use in cancer ther-
apy, which allows for the treatment of solid tumours. The
pharmaceutical composition may be used for treatment of such
solid tumours for which currently no treatment exists, or as
an alternative or supplementary treatment. for such solid tu-
mours.

To this end, the pharmaceutical composition accord-
ing to the present invention is characterized in that it is a
pharmaceutical composition for the treatment of a solid ma-
lignancy chosen from the group consisting of colon tumour,
gastric tumour, mammary tumour, ovarian tumour, prostate tu-
mour, and renal tumour, sald composition comprising a salt of
meta-arsenite (AsO; ) and a pharmaceutically acceptable auxil-
iary.

It has been found that the specified types of tumour
are surprisingly sensitive to the meta-arsenite salt. In the
salt the counter-ion of meta-aresenite may be any pharmaceu-
tically acceptable counter-ion.

In the article by Waxman, mention is made of an ar-
ticle by Tarnowski G.S. et al (Cancer Research, 26(2}, pp.
181-206 (1966)) where 8 tumour types were investigated with
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14 different anti-tumour chemicals. Potassium arsenite af-
fected only the growth of Ehrlich ascites tumour. Regarding
this tumour type it is remarked that it is more sensitive in
the ascites than in the sold form. This emphasizes the sur-
prising finding of the present invention.

According to a preferred embodiment, the salt is an
alkaline or earth alkaline metal salt. According to a more
preferred embodiment, the alkaline metal salt is a potassium
or sodium salt.

Such salts are readily soluble and are readily
avallable for exerting their anti-tumour effect.

The invention also relates to the use of a salt of
meta-arsenite (AsO;") for the manufacture of a pharmaceutical
composition for the treatment of a solid malignancy chosen
from the group consisting of colon tumour, gastric tumour,
mammary tumour, ovarian tumour, prostate tumour, and renal
tumour.

It was found that solid malignancy belonging to the
group consisting of coleon tumour, mammary tumour, prostate
tumour, and renal tumour were particularly sensitive.

Finally, the present invention relates to a method of
treating a human individual suffering from a solid malignancy
chosen from the group consisting of colon tumour, gastriec tu-
mour, mammary tumour, ovarian tumour, prostate tumour, and
renal tumour, with a pharmaceutically effective dose of a
salt of meta-arsenite (As0;7).

The present invention will now be elucidated with
reference to the following non-limiting example.

EXAMPLE

Various human tumor cells were grown at 37°C in a
humidified atmosphere (95% air, 5% CO2) in monolayer cultures
in RPMI 1640 medium with phenol red (Life Technologies,
Karlsruhe, Germany) supplemented with 10% fetal calf serum.
Cells were trypsinized and maintained weekly.

Cytotoxicity assay
A modified propidium iodide assay (based on W.A.
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Dengler et. al, Anti-Cancerx Drugs, 6, pp. 522-532 (1995)) was
used to examine the antiproliferative activity of the study
compounds. Briefly, cells will be harvested from exponential
phase cultures growing in RPMI 1640 medium supplemented with
10% fetal calf serum by trypsination, counted and plated in 96
well flat-bottomed microtiter plates (140 pl cell suspension,
8 x 10* cells/ml). After a 24h recovery, to allow cells to re-
sume exponential growth, 10 pl culture medium (6 control wells
per plate) or culture medium contalning the test drug were
added to the wells. Each drug concentration was plated in
triplicate. After 4 days of incubation culture medium was re-
placed by an aqueous propidium iodide solution (6 pg/ml). Mi-
crotiter plates were kept at ~18°C for 24 h, resulting in a
total cell kill. After thawing of the plates, fluorescence was
measured using a Millipore Cytofluor 2350-microplate reader
(excitation 530 nm, emission 620 nm) in order to quantify the
total cell number. The assay included untreated and positive
controls (5-FU and vindesine).

Growth inhibition is expressed as Treated/Control x
100 (or T/C%). ICso and ICy values were determined by plotting
campound concentration versus cell number. Mean ICsp and ICy
values were calculated according to the formula:

n

T log (ICse,70)x
x=1

10"

Mean ICso,70

With x = specific tumor cell line and n = total num-
ber of cell lines studied. If ICsg or ICy;p could not be deter-
mined within the examined dose range, the lowest or highest
concentration studied was used for the calculation.

Assays were considered valid only if the positive
control (5-FU) induced a tumor growth inhibition of T/C <30%
and if vehicle treated control cells had a fluorescence in-
tensity >500 units.

Results
The results have been summarized in Table I, which
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shows that in particular tumour cell lines of the type gas-
tric tumour, ovarian tumour, and in particular prostate tu-
mour, mammary tumour, renal and colon tumour were sensitive
to the meta-arsenite compound. In comparison, promyelocytic
leukaemia, which is known to respond to arsenic trioxide,
showed an ICy» value of 6.82 ug/ml. Hence, the tumour cells to
which the present invention relates are about 2 to 20 times
more gsensitive to the meta-arsenite compound according to the
present invention.

TABLE 1
Tumour oell line IC7 (ug/ml)
Colon DLD1 0.48
Gastric GXF251L 3.08
Mammaxy MXAF401NL 0.32
Ovarian OVCAR3 3.02
Prostate PC3 0.85
Renal RXF486L 0.63
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1. Pharmaceutical composition for the treatment of a
solid malignancy chosen from the group consisting of colon
tumour, gastric tumour, mammary tumour, ovarian tumour, pros-
tate tumour, and renal tumour, said composition comprising a
salt of meta-arsenite (AsO;") and a pharmaceutically accept-
able auxiliary.

2. Pharmaceutical composition according to claim 1,
characterized in that the salt is an alkaline or earth alka-
line metal salt.

3. Pharmaceutical composition according to claim 2,
characterised in that the alkaline metal salt is a potassium
or sodium salt.

4. Use of a salt of meta-arsenite (AsO;") for the
manufacture of a pharmaceutical composition for the treatment
of a solid malignancy chosen from the group consisting of co-
lon tumour, gastric tumour, mammary tumour, ovarian tumour,
prostate tumour, and renal tumour.

5. Use according to claim 4, characterized in that
solid malignancy is chosen from the group consisting of colon
tumour, mammary tumour, prostate tumour, and renal tumour.

6. Method of treating a human individual suffering
from a sollid malignancy chosen from the group consisting of
colon tumour, gastric tumour, mammary tumour, ovarian tumour,
prostate tumour, and renal tumour, with a pharmaceutically
effective dose of a salt of meta-arsenite (AsO;).
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O no Intemational search report has been established for the sald claims Nos.

2. A meaninghul international preliminary examination cannot ba carried out due to the fallure of tha nucleotide and/
?m ecki saquenca listing to comply with the standard provided for In Annex C of the Administrative
ns:

O the wiitten form has not been fumished or does not comply with the Standard.
1 the computar readable form haa not been furnished or does not comply with the Standard.

V. Reasoned statament under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step ar induastrial applicabliity;
citationsa and expianations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Ysa: Claims
. No: Claims 18
Inventive step (IS) - Yea: Clalms
No: Claims 18
industrial applicability (IA) Yea: Clalms 1-5
No: Claims

2, Chations and axplanations
gee separate sheet

Form PCTAPEA/408 (Janumry 2004)



Form PCT/Separaie Sheet/409 (Shost 1) (EPC-April 1957)

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intamational application No. PCT/NL02/00231
- EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

SECTION Il

1.

Claim £ relates 1o subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Conseaquently, no opinion will be formulated with
respact to the industrial applicability of the subject-matier of these claims (Article

_ 34(d)(=)@®) PCT).

SECTIONV

2.

Beferences:

D1: WO 99 18798 A

D2: EP-A-0804 928

D3: KIM H-S ET AL: ‘Intracellular Giutathione Level Modulates the Induction of
Apoptosis by DELTA-Prostaglandin J2' PROSTAGLANDINS, BUTTERWORTH,
STONEHAM, MA, US, vol. 51, no. 6, 1 June 1996 (1996-06-01), pages 413- 425,
ISSN: 0090-8980.

D4: WAXMAN, S., ANDERSON, K.C.: 'History of the Development of Arsenic
Derivatives in Cancer Therapy' THE ONCOLOGIST, vol. 6, no. 2, 2001, pages 3-10.

Navelty (Art. 33(2)PCT)

D1 discloses the use of potassium, sodium or calcium grsanite for the manufacture
of a medicament for the treatment of a variety of neoplastic diseases, including solid
tumours (e.g. breast, colon, ovarian, renal, prostate, cervix cancers).

The teaching of D1 thus anticlpates the subject-matter of present claims 1-6.

D2 as well describes a composition comprising potassium arsenite baing useful for
the treatment of all malignant tumours. The disclosure of D2 takes away the novelty

of glalms 1-6.

Furthermore, D3 mentions the antiproliferative activity of 2odium arsenite, and D4
reports - on the therapaut_lc use of potassium arsenile for the treatment of
i ies. .

(P
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/NL02/00231
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

4. Industrial Applicability (Art. 33(4)PCT)

4.1 The requirements of industrial applicability would be fulfilled for the subject-matter of
claima 1-5.

4.2 For the assessment of the present claim 6 on the question whethar it is industrially
applicable, no unified criteria axist in the PCT Contracting States. The patentability
can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, 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, howsver, claims to a known
compound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Separaia Bhest/408 (Sheet 2) (EPC-April 1007)
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COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE ARSENITO PARA EL
TRATAMIENTO DE MALIGNIDAD

El presente invento consiste en una composicion farmacéutica que
contiene arsénico para el tratamiento de una malignidad.

Las composiciones farmacéuticas que contienen arsénico son
conocidas para terapias contra el cancer. Por ejemplo, el articulo de Waxman
S. et al (The Oncologist 6 (supl. 2), pp. 3-10 (2001)) describe arsénico bisulfuro,
arsénico trisulfuro y arsénico triéxido, el uso de dicha composicién que contiene
una sal de meta-arsenito (AsO2) y un auxiliary farmacéuticamente aceptable.

Debido a su toxicidad inherente, y al advenimiento de buenas

. alternativas, se ha mantenido un bajo interés en locs componentes con arsénico.

El objeto del presente invento es el proveer una compasicion
farmacéutica apta para usarse en terapias contra el cancer, que permita el
tratamiento de tumores sdlidos. La composicién farmacéutica puede usarse
como tratamiento de dichos tumores sélidos para los cuales actuaimente no
existe tratamiento, o como tratamiento alternativo o suplementario para dichos
tumores sdlidos.

Con este fin, la composiciéon farmacéutica de acuerdo al presente
invento se caracteriza por ser una composicién farmacéutica para el
tratamiento de una malignidad sdlida del grupo que consiste en tumor de colon,
tumor gastrico, tumor mamario, tumor ovarico, tumor prostatico, y tumor renal,
dicha composicién comprende una sal de meta-arsenito (AsO2) y un auxiliar
farmacéuticamente acepiable.

Se ha encontrado que los tipcs de tumor especificados son
sorprendentemente sensibles a la sal de meta-arsenito. En la sal el contra-ion
del meta-arsenito puede ser cualquier contra-ion farmacéuticamente aceptable.

En el artlculo de Waxman, se hace una mencion a un articulo de
Tamowski G.S. et al {Cancer Research, 26(2), pp. 181-206 1996)) en el que 8
tipos de tumores fuercn investigados con 14 distintos quimicos anti-tumor. El
arsenito de potasio afacté solamente el cracimiento de ascitis del tumor de
Ehrlich. Con respecto a este tipo de tumor, se resalta que es mas sensitivo en
ascitis que en forma sdlida. Esto enfatiza el sorprendente descubrimiento del
presente invento.

De acuerdo a una incorporacion preferente, la sal es una sal metalo

" alcalina o terro-alcalina. De acuerdo a otras incorporaciones mayormente

preferentes, ia sal metalo alcalina es una sal de potasio o sodio.

Dichas sales son facilmente solubles y facilmente disponibles para
ejercer su efecto anti-tumdrico.
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El invento también se relaciona con el uso de una sal de meta-
arsenito (AsO2) para la fabricacion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento de una malignidad sdlida escogida entre el grupo consistente de
tumor de colon, tumor gastrico, tumor mamario, tumor ovarico, tumor prostatico
y tumor renal.

Se ha encontrado que las malignidades sélidas que pertenezcan al
grupo que consista de tumor de colon, tumor gastrico, tumor mamario, tumor
ovarico y tumor renal son particularmente sensibles.

Finaimente, la presente invencién se relaciona con un método de
tratamiento para individuos que sufren de una malignidad sdélida del grupo que
consista de tumor de colon, tumor gastrico, tumor mamario, tumor ovérico,
tumor prostatico y tumor renal, con una dosis farmacéuticamente efectiva de
una sal de meta-arsenito (AsOz).

El presaente invento seré ahora ilustrado con referencia al siguiente
ejemplo no-limitante.

EJEMPLO

Varias células tumor humano fueron cultivadas a 37°C en una
atmdsfera humidificada (95% aire, 5% COz) en cultivos de monocapa en un
medio RPMI 1840 con fenol rojo (Life Technologics, Karlsruhe, Alemania)
suplementado con 10% de suero fetal de ternero. Las células fueron tripsinadas
y mantenidas semanaimente.

Prueba de cltotoxicidad

Un ensayo modificado de propidio yoduro (propidium iodide) (basado
en W.A. Dengler et. Sl, Anti-Cancer Drugs, 6, pp.522-532 (1995)) fue utilizado
para examinar la actividad antiproliferativa de los compuestos de estudio.
Brevemente, las células serlan cosechadas en etapas exponenciales de cultivo
creciendo en medios de RPMI 1640 suplementados con 10% de suero fetal de
ternero mediante tripsinizacién, contadas y colocadas en 96 platos microtier
planos (140 Yl suspension celular, 8 x 10* células/mi). Después de una
recuperacion de 24 horas, para permitir a las células reanudar su crecimiento
exponencial, 10 ul medio de cultivo (6 fuentes de control por plato) o medios de
cultivo que contienen la droga de ensayo fueron afladidos a las fuentes. Cada
concentraciéon de la droga fue enplatada por triplicado. Luego de 4 dias de
incubacién el medio de cultivo fue reemplazado por una solucién acuosa de
propidio yoduro (propidium iodide) (6 pli/ml). Los platos Microtiter fueron
guardados a -18°C por 24 h, resultando en una muerte total de las células.
Después del descongelamiento de los platos, se midié la fluorecencia usando
un microplato lector de Millipore Cytofluor 2350 (incitamiento 530 nm, emisién
620 nm) para cuantificar el nimero total de células. El ensayo incluyd controles
no tratados y positivos (5-FU y vindesine).

La inhibicién de crecimiento es expresada como Tratada/Control x
100 (or T/C%). Los valores de ICsp ¥ ICy fueron determinados tramando la

1]



concentracion de la composicion versus el numero de células. Los valores
medios [C=y ICn fueron calculados de acuerdo a la férmula:

n
% log (ICsoro)x
x=1

Meadio ICsore =

10"

Con x = linea especifica de la célula del tumor y n = niimero total
estudiado de lineas de células. Si IC= 0 ICnno pudieron ser determinadas entre
el rango de dosis examinado, la concentracidn estudiada mas alta o més baja
fue usada para el céiculo.

Los ensayos fueron considerados vilidos solamente si el control
positivo (5-FU) indujo la inhibicién del crecimiento de tumor de T/C < 30% y si
las células de control del vehiculo tratado tuvieron una fluorescencia de
intensidad > 500 unidades.

Resultados

Los resultados han sido resumidos en el Cuadro |, el mismo que
muestra que en ciertas lineas de células tumdricas de los tipos de tumor
gastrico, tumor de ovarios, y en particular tumor prostatico, tumor mamario,
renal y tumor de colon fueron sensibles a la composicién de meta-arsénico. En
comparacién, leucemia promyelocytica, la misma que se conoce responde al
arsénico trioxido, mostré un valor ICn de 6.82 ug/ml. Por tanto, las células del
tumor que se relacionan con el presents invento son de 2 a 20 veces méas
sensibles a la composicién de meta-arsenito de acuerdo al presente invento.

CUADRO |
Tumor Linea de célula ICn (ug/ml)
Colon DLD1 0.48
Gastrico GXF251L 3.08
Mamario MXAF401NL 0.32
Ovdrico OVCAR3 3.02
Prostético PC3 0.85

Renal RXF486L 0.63
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REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica para el tratamiento de una malignidad sdlida
escogida del grupo que consiste en tumor de colon, tumor gastrico, tumor
mamario, tumor ovarico, tumor prostatico, y tumor renal, dicha composicion
comprendida de una sal de meta-arsenito (AsO2) y un auxiliar aceptable
farmacéuticamente.

2. Composicién farmacéutica de acuerdo a la reivindicacion 1,
caracterizada en que la sal es alcalina o sal metalo terro-alcalina.

3. Composiciébn farmacéutica de acuerdo a Ila reivindicacién 2,
caracterizada en que la sal metalo alcalina es una sal de potasio o sal de
sodio.

4, Uso de una sal de meta-arsenito (AsO2) para la fabricacién de una
composiciéon farmacéutica para el tratamiento de una malignidad sdlida
escogido del grupo que consiste en tumor de colon, tumor gastrico, tumor
mamario, tumor de ovario, tumor prostatico y tumor renal.

5. Uso de acuerdo a la reivindicacion 4, caracterizado en que la
malignidad sdlida es escogido entre el grupo que consiste en tumor da colon,
tumor mamario, tumor prostatico, y tumor renal.

6. Método de tratamiento para un individuo que sufre de una malignidad
sblida escogido del grupo que consiste en tumor de colon, tumor gastrico,
tumor mamario, tumor ovarico, tumor prostatico y tumor renal, con una dosis
farmacéutica efectiva de una sal de meta-arsenito (AsO2).
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a " LA

RESUMEN

La invencion se refiere a una composicion farmacéutica para el
tratamiento de una malignidad sélida escogida del grupo consistente en tumor
de colon, tumor géastrico, tumor mamario, tumor ovérico, tumor prostatico y
tumor renal, dicha composiciéon comprende una sal de meta-arsenito (A;O2) ¥
un auxiliar farmacéuticamente aceptable. Esta invencién también se relaciona
a su uso y a su método de tratamiento.
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PATENTE DE INVEMELO DE UTIW ' ()

)
= fulicatién-de-que-se_solicita a conceston de una patente. : ]
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T
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Comprobante de pago de las tasas establecidas. () ()
COMPLETA INCOMPLETA { ) { )
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Fecha:, j e
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogota D C
Doctor(a)
MAURICIO JARAMILLO CAMPUSANO 1888
Apoderado{a) -
KOREA MICROBIOLOGICAL LABORATORIES
.. -~
REFERENCIA: Radicacién N° 04-112812
Solicitud intemacional PCT/NL02/00231.~
Fecha inicio fase nacional 2004-11-10 -
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comisiobn de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacidbn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

¢ La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Coédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

e La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del
derecho de patente del inventor al solicitante 0 a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

o El solicitante debe aclarar por qué en el petitorio, en los datos relacionados
con la prioridad aparece como pais de origen Corea, si el codigo de la
prioridad es el mismo cddigo de la solicitud internacional presentada en
Holanda (NL) y no en Corea.

Notiflquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capltulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

Jefe de la Dj#isién de Nuevas Creaciones.

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

202063 26 N0V 2004
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2020

Bogota DC
Doctor(a) A - 1 7 5
MAURICIO JARAMILLO CAMPUZANO =1
Apoderado(a)
KOREA MICROBIOLOGICAL
REFERENCIA: Radicacién N° 04-112812
Solicitud intemacional PCT/ NL02/00231
Fecha inicio fase nacional 2004-11-10
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio,
mediante oficio No 10888 notificado por fijacion en lista de fecha 26 de
noviembre de 2004, requirid al doctor(a) MAURICIO JARAMILLO
CAMPUZANO para que complementara la solicitud de acuerdo con las normas
citadas.

Sin embargo, el mencionado requerimiento no cumpli®é con los presupuestos
establecidos en el articulo 39 de la Decisidon 486, es decir no se indicd al
solicitante el plazo en el cual se debia presentar la respuesta al mismo, por lo que
es procedente revocar en su totalidad el oficio No 10888 de fecha 26 de
noviembre de 2004 y en su lugar efectuar un nuevo requerimiento en los
siguientes términos:

e La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o0 a su causante (Art 26-k)
Decisién 486

e La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cdodigo de
Procedimiento Civil. Adiclonalmente deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representaciéon legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica

e El solicitante debe aclarar por qué en el petitorio en los datos relacionados
con la prioridad aparece Corea como pals de origen, si el codigo de la
solicitud internacional indica Holanda (NL) y no corea.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notiflquese el presente oficio e a lo dispuesto en el numeral 5.2, Iiteral e),
del capltulo quinto del imero de la Circular Unica N* 10 de 2001.

ALIX CARMEN EDES DE VERGEL
Jefe de la Divisjén de Nuevas Creaciones.
uerimiento fue notificado por fijacibn en lista de fecha,

03]
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