SUPERINTENDENCIA |

Industria y Comercio @/Q

Organizacion CSA Ltde

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

- . EXPEDIENTE No. 0 0 - 3 46 q

54 TITULO _“‘tedodo para ¢l +radamiento de 19 pamilia
de Tomores de Ewing”

s1. CLASIFICACION INTERNACIONAL ASIK 38/5@

71. SOLIC|TANTE | -Tnshdat Hotonal delg Sank' ¢ de la.
Cechercne Medscolelrﬂéelzﬂ) 2.~ 1ng4 1404 Cori€,3.-Blp 81DLSS.A.

DOMICILIO | _ ; _ fpanaa  3-ArawTm,

74. APODERADO __Homberdo ¥oBio CatiacHo .

e MAY 15 2000
~ 22. SANTAFE DE BOGOTA, D.C. \

(FORMA P 10)




¢

Industria y Comercio

CURSRINGUSTRIG ¥ COMERCIE

]D L Jadicacion @ B@@34EY5 0BEBAGER Taligs:
DA facha (RHD): 2BRE-BS-1S 1BiSdi)

(S}

A1
21l

o SUPERINTENDENCIA

[

00 34695

' Tramite  : BBP FATEMTES D 1 HEGISTXG/ :
10 2628 DIVISIOS 07 MRS CREACIONES

Jependencias

(71) Nombres y Apellides o Razén Social

No.deldentificacion

- Representante Legal (Persona Juridica)

Pais de Domicilio

annnnﬁm)oEMmh

DATOS DEL SOLICITANTE

1.- Institut National de la Santé et de la

Recherche Medicale {INSERM)
3.- BIO SIDUS S.A.

2.- Institut Curie,

l.-, 2.- FRANCIA, 3.- ARGENTINA

1.-, 2.~ Paris, 3.- Buercs Aires Teléfono
7 (74) DATOS DEL APODERADO
HMERIO RETO MDD
Direccié ‘yD icilio CARRFRA 7 No. 74-64 (FICINA 506
Cindad Santafé de Bogota, D.C. Teléfono31324(B

) No.bretkl Inventor (es)

DATOS DEL INVENTOR

" Jeanne WIETZERBIN, Josiane SANCEAU

Identificacién ,
Direccién FRANCIA
Ciudad Teléfono
DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION
(54) TitalodelaInvencién = "METODO PARA EL TRATAMIENTO DE LA FAMILIA DE TUMORES
DE EWING" 4

IYINDICADA

SI [0 NO [¥] TIPODEPRIORIDAD ANDINA ]  UNIONISTA [J

\732) Fecha

£

‘ /.4 [ 12 meses [ 18 meses a partir de la fecha de la presente solicitud

_A61K38/14®

(31) No. Solicitud

ONAL

b

s f

s o @
Pt 27 IR EOTE S



RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION ’
Ia invencitn se refiere un método para el tratamiento de los tumcres de la familia Bwing mediante el uso de

. inberferén beta. Se describe wn métod para 1a advinistracitn de wa cantidad terspAuticamente efective de

mmmammﬁaoafm&mumdehfaﬂiadem.mmt%immﬁs

refiere a los conpuestos farmectutioos adecuados para 1a adwinistracién a memifercs pera el tratamiento de

1cs tumores de la familia de Buing que comprende interfertn-beta en una cantidad tersp@uticamente efectiva,

Fnto con un trangporte aceptable desde el punto de vista farmaciutico.

ANEXOS DE LA SOLICITUD
Certificado de Existencia y Representacion Legal cuando el solicitante sea Persona Juridica
Los poderes debidamente otorgados, o mencién de su protocolizacién antela SIC
Fotoogpia del mamorial de protocolizacién del Poder de BID SIIUS S.A., bijo el No. 00-004017
Recibo de Ia tasa respectiva Pexyre O
Recibo de la tasa por concepto de excedente de palabras en la publicacién
Si se reivindica prioridad Andina:

Copiade la primerasolicitud

Traduccion oficial

00 0OBOCO

Si sereivindica prioridad Unionista:

1

Copia certificada de la primera solicitud:
Nota: Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contados apartir de la fecha de radicacién de la solicitud posterior

Traduccidn simple
Capitulodescriptivo

Dibujoes, planos necesarios

Capitulo reivindicatorio

Tarjeta archivo propietarios segiin formato

Tarjeta archivo temitico segin formato

Extracto para publicacién segiin formato

Arte final 12x12 cms Y 6x6 cms

Otros Documentos

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y DECLAROQUE LA IN

NUEVA Y DE MI PROPIEDAD
@a’\

NOMBRE Huaberto RIBIO CAMMID CC. 17.192.062 de Bogcta




"HUMBERTO RUBIO & CIA.

ABOGADOS
Carrera 7 No. 74-64 Oficina 506
Teléfonos 3 13 24 08 - 313 24 10 -313 24 23 - 313 17 59
Fax: (571) 313 16 47 - 313 23 67
Email: rubiolaw@openwa~ SUrE NS REA 1 el
Apartado Aéreo 210 .. . . DA 26
Santafé de Bogotd, D.C. éf?;f“i;’;) e
- el 8o

] Lzoendencia: 201
Serior

SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE SIGNOS DISTINTIVOS
L. S. D.

DESTING. 198

fe

HUMBERTO RUBIO CAMACHO, mayor de edad, vecino de San@ de Bogoti,
en donde estoy cedulado bajo el nimero 17 °192.062, Abogado en Ejercicio portador
de la Targeta Profesional No. 50.007 del Consejo Superior de la Judicaluia,
atentamente presento a su Despacho el poder debidamente legalizado hasta por ¢l
Ministerio de Relaciones Exteriores, que me contirié la Sociedad BIO SIDUS S.A.,
donuciliada en Constitucion 4234 (1254) Buenos Aires, Republica de Argentina; para
que la asista en todo lo referido con registtos, renovaciones, @aspasos,
mantenimiento, obtencién y proteccion de todo lo relacionado con la Propiedad
Industrial, contestar todos los reclamos y demandas presentadas, desisar de dichos
procedimientos, sustituir este poder, recibir notificaciones y dermds pasos necesarios
en cumplimiento del objeto mdicado.

La prueba de fa qus[ﬂmfzz de Ia Sociedad BIO SIDUS S.A., aparece mncita en en el
poder otorgado.

Con todo respeto ruego a Usted se sirva ordenar que se PROTOCOLICE ¢ mscriba
en esa Superintendencia el citado poder, tomando nota de mi direccion, Carrera 7
No. 74 - 64 Oficina 506, teléfonos 8 132408 - 3 132410 - 3131759, Santafé de
Bogoti.

Alentamente,

Originel Firmade
Por Humberto Ruble

HUMBERTO RUBIO CAMACHO
C.C. 17.192.062 de Bogoti
T.P. 50.007 Consejo Superior
de la Judicatura
COD. 4134

N



3~

¢

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REGISTRO
PATENTE DE INVENCION
“METODO PARA L TRATAMIENTO
NIT @ 800174089-2 BE L4 FAMILIA DE TWMOKES DE
EWING"

RECIBD OFICIAL DE CAJA @ 17,847
FECHA + MARIC 14 DE 2000

TINIED STO0L COMSIGNACION  DANCD POPULAR  EOGOTA 030~-00024-9 933704 24 ""‘\ (06,00

gy C 0 N CEF T O g

[}

CANT. REWTISTICD CONCEPTD : ToTaL

ONCEFTD

1 30005-01-01 /"t TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN

™ TOTAL $

SEISCIENTOS OCHO MIL PESO

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5 y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia



Método para el Tratamiento de la Familia de Tumores de Ewing

Descripcion Técnica de la Invencion
Mcétodo de tratamiento de la familia de tumores de Ewing. En particular,
método de tratamiento de la familia de tumores de Ewing en mamiferos utilizando

interferdn beta.

Campo Técnico de la Invencion

La presente invencién se refierc a refiere al uso de interfer6n beta para el

tratamicnto de la familia de tumorcs de Ewing cn mamifcros.

Estado de la Técnica

Los tumores de Ewing represcntan ¢l segundo tipo de tumores 6seos mas
comun observado en nifios luego del osteosarcoma. La familia de tumores de Ewing
incluye al sarcoma de Ewing (EWS o tumor 6seco de Ewing), Ewing Extra-Oseo
(EOE), tumores neuroectodérmicos primitivos (PNET o neuroepitelioma periférico) y
los tumores de Askin (TNEP dc la pared toracica). Estos tumores son cnfermedades
poco comunes en los que las células malignas se¢ encuentran en el hueso y tejidos
blandos, y los protocolos mas recientes emplean el mismo tratamiento para esta
familia de tumores. EWS sc observa mayormente en adolescentes y adultos jovenes, y
los sitios mas comunes de lesion primaria son los huesos de la pelvis, fémur, hﬁﬁlero
y costillas. Se estima que la incidencia del sarcoma de Ewing es de aproximadamente
60% dentro de la familia de tumores de Ewing.

Los estudios que emplean marcadores inmunohistoquimicos, citogenética,
genética molecular, y cultivo de tejidos, indican que todos estos tumores derivan de la
misma célula stem primordial. Los estudios citogenéticos de la familia de tumores
Ewing han identificado una alteracion consistente del locus EWS en la banda q12 del
cromosoma 22 que puede involucrar otros cromosomas, incluyendo el 11 o el 21. En
forma caracteristica, el amino terminal del gen EWS esta yuxtapuesto con el carboxi

terminal de otro cromosoma. En la mayoria de los casos (90%), esta translocacion



cromosomal dirige la fusion del extremo 5' del gen de EWS, codificando una proteina
capaz de participar en el metabolismo del ARN, con el extremo ‘3' del gen Fli-1, un
miembro de la familia del factor de transcripcion Ets ubicado en la banda q24 del
cromosoma 11. Ver Dcelattre e al., Nature 359: 162-165 (1992). Varios genes de
fusion pucden generarse scgan los sitios de corte (entre los exones 7y 11 de EWS y
exones 3 a9 dc Fli-1).

La fusion mz'lé frecuente, EWS-Fli-1 tipo I, quc fusiona el exén 7 del EWS con
el exén 6 de Fli-1, representa el 50% de los casos. La fusion tipo I (25% de los
casos) liga el ex6n 7 de EWS con el exon 5 de Fli-1. Ademas de estos dos tipos
principales de fusion, se han descrito aproximadamente otras diez combinaciones.

En ciertos casos de tumor de Ewing, EWS no se fusiona a Ffi-1 sino a otro
miembro de la familia Ets, ¢j. FEV. Otros miembros de la familia Ets que pueden
combinarse con el gen EWS son ERG (ubicado en el cromosoma 21), ETC (ubicado
en el cromosoma 7), y E1AF (ubicado en el cromosoma 17), que dan como resultado
las siguientes translocaciones: t(21;22), t(7;22) y t(17;22), respectivamente.

Estas alteraciones genéticas resultan en una consecuencia bioquimica
constante: las células de Ewing sicmpre expresan una proteina quimérica con la
region N-terminal de EWS fusionada a un dominio de pegado a ADN de la familia
proteica Ets. Esta constancia sugiere que esta fusion ejerce un papel central en el
desarrollo del tumor de Ewing.

Se ha demostrado cxperimentalmente el papel de la proteina de fusion
EWS/Fli-1 en el sarcoma de Ewing. Esta proteina pucde transformar fibroblastos de
raton, y estas células son capaces de generar tumores en ratones desnudos.

A partir de experimentos in vitro, se demostrd que la proteina EWS/Fli-1
podia activar la transcripcion de ciertos genes en forma mas eficiente que Fli-1. Este
hecho sugiere que la proteina de fusion EWS/Fli-1 ejerce sus acciones oncogénicas a
traveés de la activacion anormal de ciertos genes celulares.

Se demostrd que la proteina PU-1, también pertencciente a la familia Ets, esta
implicada en el control de la expresion regulada de los genes de interferén y
citoquinas. Ver Pérez et al., Mol. Cell Biol. 14: 5023-5031 (1994).

Los factores predictivos de la familia de tumores de Ewing incluyen el sitio y
volumen del tumor primario y la condicion de enfermedad metastasica. El tamafio del
tumor también se considera como una variable importante. Con el tratamiento actual,

los estudios sugieren que el 50%-70% de los pacientes sin enfermedad metastasica
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tienen una sobrevida libre de enfermedad a largo plazo, comparado con sélo el 20%-
30% para los pacientes que presentan enfermedad metastasica. Por tal motivo, ain

existe una necesidad aguda en el arte de un método eficaz de tratar a la familia de

tumores de Ewing.

Descripcion de la Invencion

La presente invencion describe un método efectivo de tratar la familia de
tumores de Ewing en mamiferos. También se enumecran otras caracleristicas y
ventajas de la presente invencion en la descripcion detallada de los enfoques
preferidos.

Rosolen y otros han informado que el tratamiento de una linea celular derivada
de un sarcoma de Ewing con interferén alfa induce una inhibicion del crecimiento
celular in vitro. Ver Rosolen et al., Mod. Pathology, 10: 55-61 (1997). Los inventores
de la presente invencion demuestran que el interferén beta (IFN beta) exhibe una
accion antiproliferativa sobre el sarcoma de Ewing. El IFN beta se une al mismo
receptor que el interferon alfa (IFN alfa), pero induciendo diferentes procesos y
actividades. Ver Runkel et al., J. of Biol. Chem., 14: 8003-8008.

Los inventores de la presente invencion también demuestran, mas
especificamente, que la accién antiproliferativa de IFN beta sobre las células
derivadas del sarcoma de Ewing in vitro fue distintivamente superior que la observada
para IFN alfa.

Un enfoque de la presente invencion se dirige a un método para tratar tumores
de Ewing en mamifefos, que comprende la administracion a un mamifero que
requiera dicho tratamiento, de una cantidad terapéuticamente eficaz de IFN beta. Un
segundo enfoque de la presente invencion esta dirigido a un compuesto adecuado para
su administracion a un mamifero para el tratamiento de los tumores de la familia
Ewing que comprenda IFN beta en una cantidad terapéuticamente eficaz, junto con
excipientes aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

Las descripciones generales antes mencionadas y la siguiente descripcion
detallada son ejemplificadoras y explicativas de las maneras de llevar a cabo la

invencion.



Salvo indicacion en contrario, los términos técnicos o cientificos empleados
en la presente descripcion tienen el significado que entiende habitualmente una
persona normalmente versada en la materia técnica relacionada.

Tal como se emplea en la presente descripeion, “familia de tumores de Ewing”
significa un tipo dc tumor hallado ¢n tejidos dscos y blandos caracterizados por
pequeiias células redondas y asociadas con una alteracion del locus EWS en el
cromosoma 22. La familia de tumores incluye ¢l sarcoma de Ewing (tumor 6sco de
Ewing o ETB), tumor cxtradseo dc Ewing (EOE), tumores neurocctodérmicos
primitivos periféricos (PNET o neuroepitclioma periférico) y tumores de Askin
(PNET de la pared toracica).

Las células individuales del sarcoma de Ewing y EOE contienen nucleos
redondos a ovales con cromatina dispersa delgada sin nucleolos. Ocasionalmente, las
células con nicleos mas pequeilos, mas hipercromaticos (y probablemente
degenerativos) y observan un patron “célula clara-célula oscura”. El citoplasma varia
en cantidad, pero es convencionalmente claro y contiene glicogeno, que pucde ser
resaltado con una tincion de acido periodico-Schiff (PAS). Las células tumorales se
ven estrechamente empacadas y crecen siguiendo un patron difuso sin evidencia de
organizacion estructural.

El aspecto histoldgico de PNET difiere en cierta forma del sarcoma de Ewing

| y del EOE. Estos tumores estan tipicamente compuestos por células hipercromaticas
redondas a ovoides con citoplasma minimo. Las células tumorales se¢ disponen
tipicamente en nichos y trabéculas con formacién variable de rosetas. Las rosetas
pueden tener un lumen central, pero con frecuencia son pobremente definidas,
componiéndose de células tumorales dispuestas alrededor de un espacio vacio. El
patron clasico de crecimiento lobular se aprecia mejor con baja energia, y difiere del
clasico crecimiento difuso observado en EOE. Ocasionalmente, se observan grupos de
células redondas, citolégicamente uniformes, con cromatina dispersa que se asemejan
a las del EOE, en forma entremezclada, caracteristicas de PNET. Esta superposicién
de caracteristicas da mayor sustento al concepto de que estos tumores son en realidad
el mismo tumor con un espectro de diferenciacion.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “mamifero” indica
toda especie de mamifero, e incluye, aunque no se limita a, conejos, ratones, petros,

gatos, primates y humanos, preferentemente, se refiere a humanos.



Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “tratamiento” se
refiere a todo proceso, accion, aplicacion, terapia o similar, en la que un mamifero,
incluyendo a un ser humano, esté sujeto a asistencia médica con el objeto de mejorar
la condicion del mamifero, ya sea directa o indirectamente. En el contexto del
crecimicnto de un tumor o del crecimicnto de ccélulas tumorales, “tratamicnto”
incluye, aunque no se limita a, la inhibicion y a la prevencion de la condicion.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “inhibicion” puede
comprobarse por la aparicion demorada de tumorcs primarios o sccundarios, lento
desarrollo de tumores primarios o secundarios, menor ocurrencia de tumores
primarios o secundarios, menor gravedad o disminucion de efectos secundarios de la
enfermedad, interrupcidon del crecimiento del tumor y regresion de tumores, entre
otros. Preferentemente, la inhibicion del tumor es completa.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “prevencion”
significa ausencia de tumor o de crecimicnto de células tumorales en caso de no
existir el tumor previamente, y falta de aparicion posterior de tumores o de
crecimiento ulterior de células tumorales en los casos en que ya se hubiera producido
crecimiento.

Tal como se emplea en la presente descripcidn, ¢l término ‘“tratamiento
terapéutico” indica tratar a un sujeto una vez que €ste ha contraido la enfermedad, e
incluye la terapia profilactica.

Tal como se emplea en la presente descripeion, el término “cantidad efectiva”
significa una cantidad efectiva para llevar a cabo la funcidon especificada. Una
“cantidad terapéuticamente efectiva”, en referencia al tratamiento de un tumor, se
refiere a una cantidad suficiente para producir uno o mas de los siguientes resultados:
reducir el tamaiio del tumor, inhibir la metastasis del tumor, inhibir el crecimiento del
tumor, evitar el crecimiento del tumor, aliviar la molestia causada por el tumor o
prolongar la vida de un paciente que padece el tumor.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “interferon”
significa la familia de proteinas y glicoproteinas citoquinas altamente homologas,
poseyendo actividades bioldgicas miultiples, tales como actividad antiviral,
antiproliferativa ¢ inmunomoduladora, al menos en las especies de animales de las
que dichas sustancias son derivadas.

En la actualidad, los interferones han sido categorizados en cinco tipos

diferentes; IFN alfa (IFN leucocitario), IFN beta (IFN de fibroblastos), IFN gamma
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(IFN inmune), IFN omega ¢ IFN tau (factor trofoblastico). Los detalles de las
relaciones de homologia de las proteinas IFN son conocidos. Ver Viscomi,
Biotherapy 10: 59-86 (1997).

Tal como se emplea en la presente descripcion, los términos “interferon beta”
¢ “IFN beta ” incluyen todas las protcinas, polipéptidos y péptidos que scan IFN betas
naturales o recombinantes, o derivados de los mismos, y que se caracterizan por la
actividad biolégica de dichos IFN betas contra enfermedades malignas, no malignas o
virales. Estos incluyen compucestos del tipo 1FN beta de una varicdad de origenes
tales como IFN betas naturales (humano y no humano), IFN betas recombinantes e
IFN betas sintéticos o semi-sintéticos.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “interferén beta
recombinante” se refiere al IFN beta producido por técnicas de ADN recombinante,
como por ejemplo, mediante el uso de células transformadas por una construccion de
ADN exogeno que codifica para el polipéptido de IFN beta.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “Unidad
Internacional” significa la unidad de potencia internacionalmente establecida de
medida de IFN tal como lo define la Conferencia Internacional para la Unificacion de
Férmulas y segin es reconocida por aquéllos versados en el arte.

Tal como se emplea en la presente descripcion, el término “transporte
farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o
vehiculo con el que se administra la terapia. Incluye ‘todos y cada uno de los
solventes, medios de dispersion, soluciones acuosas, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos o retardadores de la absorcion, o
sustancias similares. El uso de dichos medios y agentes en la administracion de
sustancias activas farmacéuticas es conocido en el arte. Salvo en la medida en que
alguin medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se
contempla el uso del mismo en las composiciones farmacéuticas. Los principios
activos suplementarios también pueden ser incorporados a los compuestos de la
invencion. Se dice que un compuesto es ‘“‘farmacoldogicamente aceptable” si su
administracion puede ser tolerada por un paciente receptor.

Tal como se emplea en el presente, “simultaneo o secuencial” significa que el
IFN beta es co-administrado con otra citoquina o agente quimioterapico o junto con
radioterapia o cirugia o cuando la administracién de IFN beta estd precedida o seguida

por un tratamiento que no sea IFN beta. En los casos en que se produzca una terapia
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“secuencial”, la diferencia de tiempo entre la administracion de IFN beta y el
tratamiento sin IFN beta puede ser minutos, horas, dias, scmanas o meses
dependiendo del tumor o sarcoma que se esté tratando, el mamifero que esté siendo
tratado y la eficacia del tratamiento en forma global.

El  t¢rmino  “substancialmente  cn forma  simultanca”  significa
“aproximadamente en el mismo momento” siendo la Unica limitante que ambas
sustancias deberan estar presentes conjuntamente en el sitio del tumor.

Conforme con la presente invencion, s¢ ha descubicrto que ¢l IFN beta pucde
inhibir o evitar en forma significativa el crecimiento del tumor en el sarcoma de
Ewing. Como tal, en un enfoque de la invencion, se ofrece un método de tratamiento
de la familia de tumores de Ewing en un mamifero que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de IFN beta a dicho mamifero.

En un enfoque preferencial, el IFN beta es IFN beta recombinante. Por
ejemplo, el IFN beta 1a (tal como el comercializado bajo la marca de fabrica REBIF®
por Ares-Serono o AVONEX® por Biofen, que son IFNs recombinantes glicosilados
producidos en células de mamiferos, o IFN beta 1b (tal como el comercializado bajo
las marcas de fabrica BETASERON® por Schering AG o BETAFERON® por
Berlex/Chiron). Mas preferentemente, se utiliza el IFN beta la recombinante
glicosilado. }

También puede utilizarse un IFN beta natural extractivo en la presente
invencion asi como el comercializado bajo la marca de fabrica FRONE® por Ares-
Serono. El IFN beta humano natural puede purificarse a partir de varias fuentes
celulares que incluyen leucocitos aislados de sangre entera, fibroblastos de neonatos,
lincas celulares linfoblastoideas y varias lincas celulares de leucemia. El IFN beta
también puede ser extraido de mamiferos tal como un IFN beta de rumiante o bovino.
Como tal, el IFN beta empleado puede ser “homdlogo™ al mamifero a ser tratado, lo
que significa que tiene el mismo origen que la especie de mamifero a ser tratado (gj.
IFN beta humano para el tratamiento de un humano o IFN beta murino para el
tratamiento de un raton) o pucde ser “heterdlogo” al mamifero a ser tratado, lo que
significa que el origen de especie del IFN beta y la especie del mamifero son
diferentes (ej. IFN beta humano para el tratamiento de un ratén o IFN beta murino
para el tratamiento de un ser humano).

El IFN beta del método reivindicado también incluye, por ejemplo, secuencias

conocidas y aquellas variantes cuyos genes son caracterizados por un alto grado de
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homologia con la secuencia conocida y que codifican para IFN beta biologicamente
activo y compuestos que tienen sustancialmente la misma actividad bioldgica que las
formas conocidas de IFN beta. El IFN beta también puede contener inicas o miltiples
inserciones, deleciones o agregados de aminoacidos respecto de los de la secuencia
natural o puede ser un fragmento protcico que incluya cl sitio activo dcl IFN beta.

En gencral, toda molécula de IFN beta se ve encuadrada en la presente
invencidn y sc incluye cn la expresion “IFN beta” sicmpre que dichas moléculas
tengan el efccto de cvitar o reducir ¢l tamaiio de la familia de tumorcs de Ewing in
vitro, en un animal de laboratorio in vivo o cn un mamifero a ser tratado.

La presente invencion se ejemplifica por el efecto del IFN beta contra los
tumores del sarcoma de Ewing en ratones. Sin embargo, debe entenderse que la
presente invencion se extiende a los efectos in vivo del IFN beta en todos los
mamiferos tales como humanos, y a todos los tumores de la familia de tumores de
Ewing. Preferentemente, el mamifero al cual se aplica la presente invencidn es
humano. Los mamiferos no humanos incluyen, por ejemplo, animales de valor
ganadero, tales como vacas, cerdos, ovejas, caballos, cabras, animales de compafiia
tales como gatos y perros, y animales de¢ laboratorio tales como ratones, conejos,
cobayos o hamsters.

Conforme a la presente invencion, el IFN beta puede administrarse por una via
adecuada tal como oral o parenteral, es decir, cualquier via que no sea el tracto
alimentario. Preferentemente, la administraciéon parenteral es por via intravenosa
(dentro o en una vena), intramuscular (dentro de un musculo), subcutanea
(introducido por debajo de la piel) o percutinea (efectuada a través de la piel). Es
preferible una inyeccion sistémico en la que el IFN beta ingrese al torrente sanguineo,
aunque puede también ser altamente ventajoso una inyeccion directa en el tumor.

La administracion puede ser en dosis unica o dosis repetidas una 0 mas veces
luego de un cierto periodo. Cuando se administra IFN beta por inyeccion, la
administracion puede ser por inyecciones continuas, o en bolo tdnico o bolos
multiples. Los modos de administracion y posologia pueden ser determinadas por los
versados en el arte conforme a los criterios generalmente aceptados para un
tratamiento terapéutico adaptado a un paciente. Como tales, la dosis del agente
administrado variara dependiendo de factores tales como edad del paciente, su peso,

altura, sexo, condicion médica general, historia médica previa, etc.



La cantidad eficaz de IFN beta dependera del mamifero y de la condicion a ser
tratada. En general, es deseable administrar al receptor una dosis en el rango de
aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 90 x 10° Unidades Internacionales (UI),
aunque pueden administrarse dosis menores o mayores. Preferentemente, puede
administrarse una dosis en el rango dc aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente
45 x 10° UL Los profcsionales adiestrados deben ajustar el tiempo y dosis de acuerdo
a los sintomas clinicos del pacicnte y segun sc indica en la literatura médica: La
composicion de IFN beta puede scr administrada sola o formulada con
transportadores farmacéuticamente aceptables, ya sea en dosis unica o miltiple. Como
tales, en otro enfoque de la invencion, el IFN beta puede administrarse como parte de
un compuesto farmacéutico que comprende un transporte farmacéuticamente
aceptable.

Los transportes farmacéuticamente aceptables incluyen, aunque no se limitan
a, diluyentes o rellenos sélidos inertes, soluciones acuosas estériles, y varios solventes
orgéanicos no tdxicos. Los transportes farmacéuticamente aceptables deben ser inertes.
Ademas, el transporte no debera reaccionar con, ni de ninguna otra forma reducir la
eficacia de, los ingredientes activos, y mas particularmente, no deberan disminuir en
forma significativa la eficacia o estabilidad del IFN beta. Los transportes
farmacéuticamente aceptables incluyen agua, etanol, polietilenglicol, aceite mineral,
petrolatum, propilenglicol, lanolina y agentes similares.

Las formas farmaccuticas adecuadas para uso inycclable incluyen soluciones
acuosas estériles (cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos cstériles para
la preparacion extemporanea de dispersiones o soluciones inyectables estériles. En
todos los casos, la formulacion debera ser estéril y debera ser fluida en la medida en
que posibilite una forma facil de dispensar en jeringa. También debe ser estable bajo
las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debera estar preservada contra la
accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos.

La composicion de IFN beta puede administrarse sola o puede ser
administrada en forma simultanea o secuencial en combinacion con cualquier agente
farmacéutico, tal como otro agente eficaz contra el sarcoma de Ewing. En esta
“terapia combinada”, el IFN beta puede administrarse con otras citoquinas, agentes
terapéuticos, protocolo radioterapéutico, cirugia o una combinacion de ellos. Dichas
citoquinas incluyen, aunque no se limitan a, interleuquina-1, TNF alfa, IFN alfa o

interferon gamma. Los agentes terapéuticos representativos son bien conocidos en el
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arte e incluyen, aunque no se limitan a, Doxorubicina, Actinomicina, Ciclofosfamida
(VAdriaC), Etoposide, lfosfamida y Vincristina.

Las cantidades de las otras citoquinas deben ser similares a las cantidades
efectivas de IFN alfa. Las cantidades efectivas de agentes quimioterapéuticos variaran
dependiendo del agente y son conocidas en ¢l artc. Los compueslos cn cuestion
pueden ser administrados ya sea conjuntamente con las modalidades de segundo
tratamiento o en forma secparada, cs decir, en diferentes momentos o en diferentes
jeringas o comprimidos.

En ciertos casos puede emplearsc la cirugia para tratar de eliminar el cancer y
parte del tejido que lo circunda. La cirugia también podra usarse para eliminar todo
resto de tumor que quede luego de la quimioterapia o radioterapia. Preferentemente, el
compuesto de IFN alfa se administra en combinacion con terapia quirurgica, mas
preferentemente luego del procedimiento quirtrgico.

Otro enfoque de la presente invencion comprende ademas la administracion
sustancialmente simultanea o secuencial de uno o mas de otras citoquinas, derivados
de las mismas o uno o mas agentes quimioterapicos, o el tratamiento simultaneo o
secuencial por radioterapia. Consecucntemente, el IFN beta puede ser administrado
conjuntamente con otra citoquina u otro agente quimioterapéutico o junto con
radioterapia o en los casos en que la administracion de IFN beta esta precedida o
seguida por tratamiento sin uso de 1FN beta. En los casos en que se produce una
terapia “secuencial”, la diferencia de tiempo entre la administracion de 1FN beta y ¢l
tratamiento sin IFN beta puedc ser minutos, horas, dias, semanas o meses
dependiendo del tumor o sarcoma que sc esté tratando, el mamifero tratado y la
eficacia del tratamiento global.

La presente invencion se refiere ademas al uso de IFN beta o de un fragmento
activo, mutante o derivado del mismo, so6lo o conjuntamente con una o mas de otras
citoquinas o agentes quimioterapéuticos en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de pacientes con tumores o sarcomas pertenecientes a la familia de
tumores de Ewing.

La presente invenciéon también se refiere a un proceso para preparar el
compuesto farmacéutico antes mencionado caracterizado por mezclar, conforme a los
meétodos conocidos, principios activos con excipientes aceptables que sean aceptables

desde el punto de vista farmacéutico.
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En todos los casos antes mencionados, la presente invencion también se
extiende al uso de derivados de IFN beta y derivados de otras citoquinas o agentes
quimioterapéuticos. Se entiende por “derivado” a las formas recombinante, quimica u
otra forma sintética de IFN beta u otras citoquinas o agentes quimioterapéuticos o
toda alteracion tal como agregado, sustitucion o delecion a los componentes de la
secuencia de aminoacidos de la molécula, siempre que el derivado posea la capacidad
de prevenir o inhibir los tumores de Ewing.

La presente invencion se cxticnde ademas a los compucstos farmaccuticos que
comprenden IFN beta o sus derivados solos o en combinacion con uno o mas de otras
citoquinas, sus derivados, agentes quimioterapéuticos y uno o mas transportes o
diluyentes aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

Los autores de la presente invencion también han establecido que el IFN beta
media la apoptosis via induccién de IRF-1 y de la activacion de caspasa-7.

Estos resultados ofrecen un fundamento para un método de control de la
sensibilidad de las células del sarcoma de Ewing a la apoptosis, mediada por el IFN
beta, siguiendo la expresion o activacion proteolizada de caspasa-7. Este método
puede ser particularmente ventajoso para comprobar la sensibilidad de un paciente al
tratamiento con IFN beta, por ejemplo analizando muestras quirtrgicas de tumores de
Ewing.

Este analisis de la activacion de caspasa-7 puede ser llevado a cabo mediante
cualquier método estandar conocido por una persona normalmente versada en la
materia técnica.

Preferentemente, se utiliza un inmunoensayo de caspasa-7 por medio de un
anticuerpo dirigido contra esta proteina. También puede detectarse o cuantificarse el
ARNm que codifica para esta caspasa.

Habiendo descripto en términos generales la invencion, la misma sera mas
facilmente comprendida haciendo referencia a los siguientes ejemplos que se ofrecen
a modo de ilustracion, y que no tienen la intencion de ser limitantes de la presente

invencion, a menos que asi se especifique.
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Diagramas

La Fig. 1 representa el porcentaje de inhibicion de crecimiento de lineas
celulares tratadas con IFN beta, alfa o gamma, en igual concentracion.

La Fig. 2 representa el porcentaje de inhibicion de crecimiento de células EW-
7 tratadas con dosis incrementales de IFN beta, alfa o gamma.

La Fig. 3 representa el efecto de IFN beta sobre el desarrollo del tumor de
Ewing causado por inycccion subcutanca de células EW-7 a ratoncs. Sc midicron los
volumenes relativos del tumor (VRT) con respecto al tiempo.

La Fig. 4 muestra un grafico de tasa de crecimiento de los tumores de Ewing
en ratones desnudos luego de la inyeccion con IFN beta. Se representa el valor
promedio de los volumenes relativos de los tumores (VRT) de 12 ratones.

La Fig. 5 representa el efecto del IFN beta sobre tumores de Ewing crecidos
en ratones desnudos. Los volumenes de tumor fueron determinados dos veces por
semana para cada grupo, y se determino la mediana del volumen.

La Fig. 6 representa la cuantificacion de células apoptosicas en lineas celulares
derivadas de sarcoma de Ewing. Las cuatro lineas celulares ES fueron estimuladas
con IFN beta. Transcurridas 48 y 72 horas, los nicleos fragmentados fueron
detectados usando tincién fluorescente Hoechst 33258 sobre las células cosechadas.
La fragmentacion nuclear se¢ evalud contando las células apoptosicas en las
poblaciones totales de células no tratadas y tratadas con.lFN, respectivamente. Los
porcentajes de células apoptodsicas son la media de tres experimentos independientes,
luego de dos lecturas por parte de dos investigadores, para cada una de las cuatro
lineas celulares.

La Fig. 7 muestra los cfectos de IFN alfa e [FN bela sobre la expresion de la
caspasa-1 y la caspasa-7. Las células EW-7, EW-1, COH y ORS fueron tratadas
durante 18 horas con IFN alfa e IFN beta. Los extractos totales de las células fueron
sometidos a un analisis Western blot. Caspasa-1 y caspasa-7 fueron sucesivamente
reveladas con anticuerpos especificos.

Las Figs. 8 y 9 muestran el efecto de IFN beta sobre los tumores de Ewing
crecidos en ratones desnudos luego de la inyeccion de IFN beta. El valor promedio de
los volumenes relativos del tumor (VRT) de 12 ratones y la mediana de los volimenes

fueron determinados cada tres dias.
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Ejemplo 1
Actividad Antiproliferativa del Interferon Beta sobre Células Derivadas

de Tumores de Ewing. Estudio in vitro.

Los interferones (IFNs) alfa y beta (denominados tipo 1) y el IFN gamma
(tipo II) se emplearon por su actividad antiproliferativa en 5 lineas celulares derivadas
de tumores de Ewing primarios (antes de cualquier tipo de tratamiento: EW-7, COH),
o recidivas metastizadas (EW-1, ORS, Simon). Ver Fig. 1.

La linea EW-1 es una linea de sarcoma de la octava costilla izquierda. Esta
linea se derivo de una efusion pleural (metastasis)(exon 7 de EW/exon 5 de Fli). Ver
Melot et al., Hybridoma, 16: 457 (1997).

La linea celular COH es una linea tumoral de la rodilla con metastasis
pulmonar. Esta linea se derivé de un tumor primario antes de aplicar quimioterapia
(exon 10 de EW/exén 6 de Fli). Ver Melot et al., supra.

La linea EW7 es una linea tumoral de la escapula. Esta linea se derivo de un
tumor primario antes de aplicar quimioterapia (exon 7 de EW/exén 6 de Fli).

La linca ORS es una linea celular derivada de un tumor secundario
(metastasis) Ver Melot et al., supra.

La linea SIMON es también una linea celular derivada de un tumor secundario
(metastasis).

Independientemente de la linea celular utilizada, el tratamiento de 24 y 48
horas con IFN gamma o con IFN alfa (400 unidades/ml) da como resultado una baja
inhibicién del crecimiento, del 10 al 25%.

El tratamiento con IFN beta (REBIF®, IFN beta 1a recombinante glicosilado,
400 unidades/ml) es mas efectivo que el tratamiento con IFN alfa o IFN gamma. Este
tratamiento resulta en una inhibicion del crecimiento mayor al 50%
independientemente de la linea celular utilizada, luego de 24 horas de activacion. En
el caso de la linea EW-7, la inhibicion es de 70%. Ver Fig. 1.

Tal como se muestra en la Figura 2, esta diferencia de la actividad
antiproliferativa entre los tres IFNs no depende de la dosis de IFN usada. Las células
EW-7 se seleccionan para medir el efecto antiproliferativo sobre dosis cada vez

mayores de IFNs, de 50 unidades/ml a 5,000 unidades/ml. En general, la inhibicidn de
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crecimiento luego del agregado de IFN beta es mucho mayor que el efecto observado
luego del agregado de IFN alfa o IFN gamma: inhibicion del 40 al 80% para el IFN
beta contra 6 a 10% y 6 a 20% para IFN gamma ¢ IFN alfa, respectivamente. Este
fendmeno ocurre independientemente de la dosis de IFN utilizada. Puede notarse que
cl agregado de 1IFN beta cn dosis de 500 unidades/ml ofrece practicamente la maxima
respuesta antiproliferativa. ‘

Los efeclos difercnciales obscrvados entre los dos IFNs podrian ser la
consccuencia de una difercncia en el mecanismo de activacion de los genes inducidos
por los IFNs e involucrados en su efecto antiproliferativo, tales como los genes que

codifican para la 2'5'oligo(A)-sintetasa o IRF-1 (Factor Regulador del Interferon 1).

Ejemplo 2
Accion Antiproliferativa del IFN Beta sobre el Crecimiento de los Tumores de

Ewing. Estudio in vivo en Ratones Desnudos.

A. Inyeccion de Células Neopldsicas

Se generaron tumores solidos por inyeccion subcutanea de 20 x 10° células
EW-7 (linea celular derivada de un tumor de omdplato) del tumor primario antes de
quimioterapia (EW exon 7/Fli exon 6) en ratones desnudos de seis semanas de edad.

Transcurridos diez dias, se constituyeron dos grupos de cinco ratones cada
uno, un grupo control de ratones y un grupo de ratones que recibid IFN beta
(REBIF®).

Las inyecciones se aplicaron en el tumor con 5 x 10° unidades de IFN por
raton, tres veces por semana. Se continud el tratamiento durante un periodo de cinco
semanas durante el cual se determinaron los volimenes de tumor cada tres dias.

Los volumenes relativos de tumor (VRT) demuestran un crecimiento tumoral
mas lento luego de la inyeccion con IFN beta. La Figura 3 construida con los datos
del promedio de los VRT, muestra una disminucién muy pronunciada de las tasas de

crecimiento del turnover luego de la inyeccion con IFN beta.
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Estos resultados de los tumores establecidos en la fase de crecimiento

experimental permiten la confirmacion de los resultados obtenidos in vitro con las

lineas celulares.
B. Implante del Tumor Solido

Se efectud un scgundo experimento in vivo en ratones desnudos de ocho
semanas de edad. Sc transplantd a un ratén desnudo una muestra de tumor de 5 mm
de diametro extraida de un tumor solido desarrollado en un ratéon desnudo luego de
inyecciones de 20 x 10° células EW7, conservadas por transferencia in vivo.

Tres dias después del transplante, se constituyeron dos grupos formados por
12 ratones cada uno, un grupo control que recibid inyecciones de solucién tamponada
de fosfato (PBS) y un grupo que recibi6 inyecciones de IFN beta. Se inyectaron 1 x
10° unidades de IFN beta en el sitio del tumor siguiendo un esquema de aplicacion de
cinco dias a la semana (de lunes a viemnes) durante 1 mes.

Las curvas de crecimiento tumoral se determinaron luego de medir los
diametros de los tumorcs injertados cn cada raton dos veces por scmana. Ver Fig. 4.

La Figura 4 muestra las curvas obtenidas a partir del VRT promedio para cada
grupo de doce ratones. Se observo una progresion casi lineal del desarrollo del tumor
en los ratones control, mientras que la proliferacion tumoral fue practicamente nula en
los injertos que recibieron IFN beta. Este resultado fue confirmado por calculo de la
mediana para cada grupo. Ver Fig. 5.

Es destacable observar que transcurrido un mes de la interrupcion de la
administracion de inyecciones de IFN, 40% de los ratones que habian recibido IFN

beta no desarrollaron tumores.

Ejemplo 3
Efecto del IFN- sobre la Expresion de IRF-1 en Lineas Celulares Derivadas

del Sarcoma de Ewing.

Para investigar la expresion del gen IRF-1 y su regulacion por el IFN beta, los
autores de la invencién comprobaron la expresion del gen IRF-1 por transcripcion

reversa seguida de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Los ARNS totales
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extraidos a las 3, 6 y 18 horas posteriores al tratamiento con IFN beta demostraron
que el ARNm especifico de IRF-1 fue inducido por el IFN beta. En las células EW-7,
el IFN beta indujo la expresion del gen IRF-1 en forma dependiente de tiempo por
hasta seis horas de estimulacion. Sin embargo, lucgo dc la estimulacién por IFN beta,
el ARNm de IFR-1 fue atn detectable a las 18 horas. Se obtuvicron resultados para
las otras tres lineas celulares ES, pero con diferentes niveles de induccion del gen

IRF-1.

Ejemplo 4
Relacion entre la Expresion de IRF-1 y la Apoptosis Inducida por IFN Beta

en Lineas Celulares del Sarcoma de Ewing.

Los autores de la invencion estaban particularmente interesados en determinar
si la estimulacion de estas lineas celulares ES por el IFN beta provocaban la
apoptosis, y la posible relacion entre la apoptosis y la expresion del gen IRF-1. A ets
fin, se evalud la fragmentacion nuclear por tincion de Hocechst, y se cuantificod: por
conteo del numero de células apoptdsicas en las poblaciones totales de cc¢lulas no
tratadas o células tratadas con IFN beta durante 48 o 72 horas. Ver Fig. 6. Las células
EW-7 y COH exhibieron un aumento dependiente del tiempo en las células
apoptdsicas luego del tratamicnto con IFN beta, mientras que las células EW-1 y ORS
no sufrieron de apoptosis significativa durante ninguno de los periodos del
tratamiento con IFN beta. Las diferencias en la sensibilidad de las cuatro lineas
celulares ES a la apoptosis dependiente de IFN beta, y la correlacion entre los niveles

WAEF-1/Cip-1

de proteinas p21 y Bcl-2 se analizaron por pruebas de inmunoblot luego del

tratamiento con IFN beta. La downregulation de la proteina total celular Bcl-2 se

correlacionaba con la upregulation de p21WA"-'/CIp-l

y la expresion de IRF en células
EW-7 y COH, mientras que no se observaron cambios en la expresion de la proteina
Bcl-2 en las células EW-1 u ORS. La proteina p21VA""“P! no fue detectable en
celulas EW-1 u ORS, independientemente de que fueran tratadas con IFNs o no.

Dado que se ha demostrado que la induccion de apoptosis por parte de las
citoquinas involucra la expresion de genes de caspasa, los autores de la invencion
exploraron el posible aumento de la activacion de la expresion del gen de caspasa en

lineas celulares de ES por parte del IFN beta. A tal fin, se efectuaron ensayos de
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proteccion de RNAse para la familia caspasa usando el kit hApol (Pharmigen), luego
de la estimulacién de células de ES con IFN beta durante 18 horas. La expresion del
ARNm de caspasa-7 aument6 signilicativamente en las células EW-7 estimuladas con
IFN beta y en menor medida el nivel de ARNm de la caspasa-3 y -8; los niveles de
ARNm de caspasas-1, -6 y -9 permanecicron inalterados. Se obscrvaron resultados
similares en células COH. En células EW-1 y ORS, los niveles de ARNm de caspasas
permanccicron inalterados. |

En vista dc los resultados del cnsayo de proteccion de ARNasa, los autores
investigaron la posibilidad de que el IFN beta activara la proteolisis que lleva a la
formacion de subunidades de caspasa activa. La caspasa-1 proteolizada de 20 kDa se
reveld inicialmente con sondas de anticuerpos contra la forma activa de caspasa-1.
Luego de separar los puntos (blots), se detectaron las formas de 35 kDa y 18kDa de
caspasa-7 que son anticuerpos de ratén purificados de Pharmingen (Becton
Dickinson). El analisis por inmunoblot con anticuerpos contra caspasa-7 reveld que el
IFN beta no s6lo aumentd la cantidad de proteina procaspasa-7, sino que también
generd la subunidad proteolizada activa de 18 kDa. Ver Fig. 7. Estos procesos fueron
solo observados en las células tumorales EW-7 y COH que tienen p53 de tipo normal.
También se observé un aumento en la subunidad de 20 kDa de caspasa-1 en células
EW-7 y COH luego del tratamiento con IFN alfa o IFN beta, aunque no fue
detectable en células EW-1 u ORS. Ver Fig. 7. Tanto el aumento en la expresion del
gen en la caspasa-7 y el corte de pro-caspasa-7 detectado luego del tratamiento con
IFN beta sugieren el IFN beta gatilla la muerte celular por una upregulation selectiva

de la caspasa-7 en células tumorales del sarcoma de Ewing,.

Ejemplo 5
Expresion Ectopica de IRF-1

Para demostrar el papel que desempeiia el IRF-1 en la apoptosis en las células
del sarcoma de Ewing, los autores de la invencion intentaron generar células que
expresaran IRF-1. Debido a los fuertes efectos citotoxicos de IRF-1 enddgeno es
dificil obtener lineas de células de ES que expresen IRF-1 en forma constitutiva. Por
lo tanto, se utilizé una forma inducible de IRF-1 para determinar si la induccion de

IRF-1 activaba la muerte de las células de tumor de Ewing, que son normalmente
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resistentes a la muerte celular mediada por el IFN beta. En consecuencia, se usd un
sistema inducible por tetraciclina usando el activador de la tTA reversa (tTAr) que
permite la expresion inducible por doxiciclina (Dox) de IRF-1. Ver Nguyen et al.,
Oncogene, 15: 1425-1435 (1997). Los clones de células de ITAr-IRF-1 de las cuatro
lincas celulares de SE fucron cxpandidos cn forma individual y relevados para
detectar la expresion de IRF-1 por analisis Western blot, luego de 48 horas de
crecimiento en medio con o sin Dox. La estimulacién de Dox llevéd a la induccion de
la proteina IRF-1 en las cuatro lincas cclulares SE-TA/IRF-1 pero no en las lincas
celulares de tTAr control. Para determinar si la induccion de IRF-1 estaba asociada
con la fragmentacion nuclear, se tifieron las células con tincién fluorescente de
Hoechst luego del tratamiento con Dox de las células transfectadas durante 24 o 48
horas. La totalidad de las lineas celulares SE-TA/IRF-1, independientemente de su
tipo de p53, sufrieron de apoptosis dependiente del tiempo luego de la estimulacion
con Dox. A las 48 horas de la estimulacion con Dox se detectaron de 40 a 50% de
células apoptosicas. A las 96 horas de la estimulacion todas las células habian sufrido
apoptosis. El andlisis Western blot de los extractos totales de células SE-TA/IRF-1
mostraron una correlacion entre la induccién de IRF-1 por Dox y la upregulation de
p21WARVEP Y con la downregulation concomitante de la proteina Bel 2. También se
observo una cantidad cada vez mayor de la subunidad activa proteolizada de caspasa-
7 en las cuatro lineas celulares SE-TA/IRF-1 tratadas con Dox durante 48 horas, pero
no en las lineas celulares tAr control. Tomados en su conjunto, estos resultados
sugieren que la caspasa-7 estd involucrada en la apoptosis mediada por IRF-1 en las

células de sarcoma del Ewing,.

Ejemplo 6
Actividad Antitumoral del IFN- sobre el Tumor de Ewing.

Estudio en Ratones Desnudos.

El propésito de este experimento fue estudiar el efecto del IFN beta sobre €l
desarrollo y crecimiento de un tumor de Ewing.

Se injertaron a ratones desnudos de ocho semanas de edad una muestra de
tumor de 5 mm de diametro obtenidos de tumores solidos desarrollados en ratones

desnudos mediante Ia inyeccion de 20 x 10° células EW-7. Las células EW-7 fueron
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preservadas por transferencia in vivo. Luego de tres semanas, los ratones que habian
desarrollado un tumor de aproximadamente 100-200 mm”® fueron divididos al azar en
dos grupos de 12 ratones; el primer grupo recibio PBS como control y el segundo,
[FN beta (REBIF®).

Se inyectd una dosis de 8 x 10 unidades 1FN beta cn la masa tumoral por
raton cinco veces a la semana (Lunes a Viernes). La administracion continué durante
5 semanas durante las cuales los tumores se midieron cada tres dias.

Los volumicnes relativos (VRT) y la mediana de los diametros de los tumores
que se definieron en consccuencia revelaron una marcada disminucion de la velocidad
de desarrollo del tumor. Ver Figs.8 y 9.

Este experimento sobre tumores existentes en su fase de crecimiento
exponencial demostré claramente que el IFN beta posee un efecto antitumoral sobre

tumores de Ewing.

Ejemplo 7
Efecto de la Asociacion Quimioterapia/IFN- sobre el Crecimiento de los

Tumores de Ewing en Ratones Desnudos.

Se investigd el efecto de un tratamiento quimioterapéutico con Ifosfamida,
asociado con el tratamiento con IFN beta. Se administré a ratones desnudos con tumor
de Ewing Ifosfamida a razén de 60 mg/kg de peso corporal de durante tres dias
conjuntamente con una administracion intratumoral de 100.000 U/dia de IFN beta.
Este tratamiento fue seguido por la administracion de IFN beta solamente 5 veces por
semana.

El crecimiento del tumor de Ewing fue inhibido con estos tratamientos
asociados, mientras que el tamafio del tumor permanecid estable. Los tratamientos
asociados tienen un efecto sinérgico dado que dicha acciéon es mas efectiva que la

resultante de la administracion en forma independiente de IFN beta e Ifosfamida. -

La presente invencion ha sido descrita en detalle y ejemplificada para facilitar

su comprension y reproduccion. Ciertos cambios cn la manecra de llevar a cabo la
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misma pueden ser realizados por una persona normalmente versada en la materia
técnica relacionada sin exceder el objeto y alcance de las reivindicaciones de la

presente invencion. Todas las publicaciones citadas se incorporan como referencias en

su totalidad a la descripcion de la invencion.
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Reivindicaciones

Se Reivindica:

S e

Un método para cl tratamicnto de la familia de tumorcs dc Ewing
caracterizado por quc comprende tratar células tumorales de tumores
de Ewing con mterfcron beta.

Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el tumor
de Ewing es un sarcoma.

Un método, segin la reivindicacion 1, caracterizado por que el
interferon beta es 1a.

Un método, segin la reivindicacion 1, caracterizado por que el
interferon beta es recombinante.

Un método, segiin la reivindicacion 1, caracterizado por que el

interferdn beta utilizado es glicosilado.

Z{ Un método, segin la reivindicacién 1, caracterizado por que

comprende administrar el interferén beta en forma oral o parenteral.
Un método, segin la reivindicacién 6, caracterizado por que la forma
parenteral de administracién es intramuscular, endovenosa, subcutanea
0 percutanca.

Un método, segin la rcivindicacion 6, caraclerizado por que cl

interferon beta se administra en forma sistémico.

~ % Un método, segun la reivindicacion 6, caracterizado por que el

interferon beta se administra por inyeccion directa al tumor de Ewing.
Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que
comprende administrar el interferdn beta en cantidades eficaces.

Un meétodo, segiin la reivindicacion 10, caracterizado por que la

cantidad eficaz de administracion comprende entre 1y 90 millones de

, unidades internacionales de interferdn beta.

12. °°

Un método, segin la reivindicacion 11, caracterizado por que Ia
cantidad eficaz de administracion comprende entre 1 y 45 millones de

unidades internacionales de interferon beta.
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a

13. Un método, segin la reivindicaciéon 1, caracterizado por que
comprende utilizar uno o mas agentes inhibidores de la familia de
tumores de Ewing conjuntamente con el interferon beta.

14. " Un método, segun la reivindicacion 13, caracterizado por que el agente
inhibidor comprende  doxorubicina, actinomicina, ciclofosfamida,
ctoposide, ifosfamida y vincristina.

15. * Un método, segtin la reivindicacion 14, caracterizado por que el agente
inhibidor es ifosfamida.

16. " Un método, segun la reivindicacién 13, caracterizado por que el agente
inhibidor se administra simultanecamente con ¢l interferdn beta.

17. “\ Un método, segun la reivindicacion 13, caracterizado por que el agente
inhibidor se administra secuencialmente con el interferén beta.

18. % Un método, segtin la reivindicacion 1, caracterizado por que las células

tumorales son células de mamifero.

Un método, segin la reivindicacion 18, caracterizado por las cclulas

tumorales son de origen humano.

[

20. 9% Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las células
tumorales se tratan in vitro.

21. ' Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las células

tumorales se tratan in vivo.

+Un método, segun la reinvindicacion 2, caracterizado por que la
sensibilidad de las células del sarcoma de Ewing a la apoptosis
mediada por interferon beta se determina mediante la expresion del gen
de caspasa-7.

Un método, segun la reinvindicacion 22, caracterizado por que la
expresion del gen de caspasa-7 se determina por la técnica de
Inmunoensayo.

24. 6\ Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las células
tumorales son derivadas de una muestra quirurgica de tumores de
. Ewing,

25. KEl interferon beta caracterizado segun la reinvindicacion 1.

22

5



26

1/6

gamma

(0 alpha
beta

O\
N
~
N
\\
A
N\,

L L

A
S P

S SIS S S S S S .
Sl S e 7 IS g
r\\ o \\\ k\\\\ e g \\

S S s Ss

4 oSS - \\.\\\\ 7 o
Vo

iz

80

{
S
4

60 —

uoT3IIgryur 40 %

FIG.1

Cells

50 U/ml

500 U/ml

L T

[0 2000 U/ml
B 5000 U/ml

100

4

:

1 I
o )
© <+

80

UOTITIQTYuT Jo %

beta

gamma

FIG.2

Interferons

23



RTV(mean value)

2/6

80

o+ =)
(=] S
s A

N
(=]
1

RTV(mean value on § mice)

—o— Control
—e— beta

f A L] T T

T

1

T

T

T

L

T

a3 d5 d8 d10 d12 d15 d17 d19 d23 d25 d29 d31 d33 d36

Day of measurment

(e,]
(]
s

—0— Control
—+— beta

a3

as d8 d12

arsd

Day

24

ad22

az2s

az29

FiG.3

FIG.4




100

3/6

80

60 —

40

Median

20 ~

)]
|

ﬁ
N
/}///7(///{7// -

|
s

y

DOoomO

VRV

Median
Median
Median
Median
Median
Median
Median
Median

77 T
oSS

Sl

S

F\Yf
it

1
5
8
12
15
19
22
25

Control beta

Mice/day

FiG.5

25

79



Apoptatic cells (%)

A

4/6

30
Control
]
B IFN-§
20 A
T L
g
101 F ] B
0 10| 5@@% mﬁrf aaEk
" 48h 72h 48h 72h ‘ 48h 72h 48h 72h
EW-7 EVW-1 COH ORS

FiG.6

1< 35kDa

- - L L4
Caspase-7
- — e . - <: 18 kDa
l | 1
Caspase-1 L - C e o o~ ;,]c 20 kDa
EW7 | EwW-1 | cOH | ORs

FIG.7




M control
IFN-beta

FIG.8

40

+

30

L=
o

(anTea uesw) ALY

27

10

a6 d10

a4

a1



3O

5/6

Py
’.

[
rode
»

arz ad20 d24  d27 d31  d34 039

ai12

Days/measurement

30



l median/control

median/IFN-beta

FIG.9

40

30

(=]
N

10

(C-01 x gwwr) ypTPSH

28

e[9) aro  di2

a4

ai



31

6/6

\\.\\.\.\\,.\\.\\\.\
P b
srotnsrabosod

WS ASES LS
R
orodososre.

[ IR

AESETL IS
RS

(20 24 d27 d31 a34 a39

airz

Days



Método para el Tratamiento de la Familia de Tumores de Ewing

Resumen

La invencion se refiere un método para el tratamicnto de los tumores de la
familia Ewing mediante el uso de interferon beta. Se describe un método para la
administraciéon de una cantidad terapéuticamente efectiva de interferon beta a un
mamifero afectado de un tumor de la familia de Ewing. La presente invencion ademas
se refiere a los compuestos farmacéuticos adecuados para la administracion a
mamiferos para el tratamiento de los tumores de la familia de Ewing que comprende
interferén-beta en una cantidad terapéuticamente efectiva, junto con un transporte

aceptable desde el punto de vista farmacéutico.
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