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Podsres, sl fusre sl caso, junto con la sustitucion del mismo a mi favor
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Traduccltn del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copla del contrato de acceso.
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ALVARO CASTELLANOS M. & CIA.
ABOGADOS
Carrera 9 No. 93-00

Apariado 8340
Bogoth, D.C. - COLOMBIA

NOMBRE

1. ROLANDO PEREZ RODRIGUEZ

2. GISELA MARIA GONZALEZ M.

3. TANIA CROMBET RAMOS

4. IRENE BEAUSOLEIL DELGADO

ANEXO No. 1

INVENTORES

DOMICILIO

Calle Juan Delgado No. 587 entre Acosta y
Offarrill, 10 de Octubre, Provincia Ciudad Habana,
CUBA

Calle 82b entre 5ta y 7ma B No. 516 bajos, Playa,
Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle B entre 5ta y 100, Altahabana, Boyeros,
Provincia Cludad Habana, CUBA

Calle 180 Edif. A3 Apto. 17 entre 5ta y 1ra, Flores,
Playa, Provincia Ciudad Habana, CUBA
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ALVARO CASTELLANOA U. A CIA.
ABOGADOS
Carrera 9 No. 3-08
Apariado 6348
Bogotd, D.C. - COLOMBIA

Sefior

Jefe de la Division de Nusvas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Desarrolio Econdmico

E. 8. D.

Ref.. PODER conferido por la sociedad CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada como
aparece al pi¢ de mi fima, atentamente manifiesto a Uds. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el poder que me confirié la sociedad CENTRO
DE INMUNOLOGIA MOLECULAR, con domicllio en Calle 216 Esq. 15, Atabey, Playa, C.
Habana 12100, CUBA, debidamente legalizado por el Ministerio de Relaciones Exteriores
bajo el No. 102503 el dia 23 de Enero de 2001, con las mismas facultades que me fueron
conferidas, para tramitar la solicitud de Patente de Invencién PCT en Fase Nacional para:

“COMBINACIONES INMUNOTERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE TUMORES".

Del Sefior Jefa, Acepto
Vool @ Zuz
ena Castellanos Ahonda Ma an bondan
C.C. No. 39.773.330 de Usaqueén C.C. No. 39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. §8.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.
Carrera 9 No. 93-09 — Bogoté, D.C. Carrera 9 No. 93-09 — Bogota, D.C.
Teléfonos: 6107420 — 8107480 Teléfonos: 6107420 — 6107480

Bogota, D.C.
XCAMCAMBTIFNPCT
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. PODER .

1 {ios} suscrito (s) -Aguatin lage Divila - ————
Director del CENTRO DFE TNMINOIOGIA
MOLECULAR

donﬂclllado e _Calle 216 Esq. 15, Atabey,
Playa, C. Habana 12100, Cuba.

'noﬁlbn por ol presente a Ximena Castellanos A. y/o
Margaritz Caslelisnos A. abogadas con oficinas en la Carrera 94
No. 93-00, Bagotd - COLOMBIA para

f-f

POWER OF ATTGRNEY:

| (we) the undarsignad

hereby grant(s) Power Jf Attainay to Ximena Castetianss A, y/o
Margarita Castellanus A. ailorneys residing at Carrera 9
No. §3-09 Bogota - COLOMBIA to

¥ péirg obtaner (2 protecclon de s (nuesira) propledad industrial y
con -esls fin autorizamos a dichos apoderados para que nos
* representen ante cualeaquisra autoridades o parsonas de los drde-
- nes administrativo, mmnduo-ldmlmuluvoy judichal en todo io
relacionado con los siguientes actos y gestiones:
a) Obiencidn de patentes de invencidn, modelos y dibujos Industrlz-
- les; registro de marcaa de fibrica, da servicio, colectives o defensivas
¥y de denominaciones de origen; depdsito de nombres y ensefias
comerciales; su renovacidn prorroga, Inscripcldn de traspaso y
camblo de nombre o domicllio, cancelacién voluntaria y el registro
de licencia de uso do esos derechos; b) acciones da oposicién,
. cangelacion, nulidad, madidas cautelares y en general los Juiclos
civiles, panales, adminkstrativos o contencloso-administrativos qus
FIOMOVAmOs 0 58 NOS Promusven, pudiendo en todos los actos y
- gestiones arriba detsrminados sustitulr éste mandato, transiglr,
desistlr, reclbir, cancelar, renunclar, aceptar notlficaciones y nom-
bwodmdol Judickales y extrejudiciales.

and o obtain the protectiun of my (our} Industrial property, for wich
purposs wa authorize the sald attorneys to represent us before any
authorities or persons, speclally those, administmiive, adminisirative
contentious and judicial, I:1 all matters conceming the following:
a} Obtainment of patent., modsis and designs: the registration of
trademarks, ssrvice, coilective and detenslve marks, and of
designations ol origin; the daposit of commerclal names and ensigns;
Its rengwal, axtensidn, reurdal of assignments, change of nams of
domicile, voluntaty cancellation; and the regisiration of licenses of
uss of the above rights; b; Actions opposition, cancliatfon, nulllty,
Infringement, granting of censes; and In gansral the civll, penal an
administrative sults relating to thess rights; aclions and sults instituted
by us or against us; and that In all the above matiers they may
substitute this Power of Allormay, compromiss, desist, cancel,
receive, ranounca, accepl -otitications and appolnt attomeys Infact
in or out of Court.

.Dld!:ynrfmﬂnhuy 30 de Noviembre de 2000. Givan and signed this

ww _Cidad G 15 Habena, Cube. -

por_Agostin Lage Divila o

'(Notary should executa on other sids) / ‘ (Notary should exscuts on c:her side)
(Consular legalization necessary) 7’ {Consular lagailzation naca:sary)
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Yo, LICENCIADA ESTRELLA DIAZ BOSMENIER. Notria dec la
Notaria Especizl del Ministerio de Justicia de la Republica de Cuba, con
sede ecn GALE Y ASOCIADOS S.A., DOY FE que la firma que antecede
es la del sefior AGUSTIN BIENVENIDO LAGE DAVILA,
ciudadano cubano, con identidad permanente nimero

49032207966, y es auténtica por scr la que acostumbra a usar ¢n todos
sus actos.

Y parm que asi constc sc expide en la Ciudad de la Habana, a los dias 13 del
mes diciembre del 2000.
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i b
Gonsulado General de Golombl.q; , e
LA HABANA, CUBA :E, ) : '_"_ }és
T - T
g
No. 1/01

La Habana, Enero 3 del 2001

)

!,'-?-n'%'if f-'-ﬂ
La suscrita Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de funciones congljfs \nsfbb ] mentos
presentados por los interesados, CERTIFICA: = ;E

.--.3,
Que la Seflora Maria Silvia Femindez Villar, quien como ﬁmuonnriﬁ@ Dneccab idica del
Ministerio de Relaciones Exteriores de la Republica de Cuba autenticd  del sngnat igaie! poder
precedente, ejercia en la fecha las funciones indicadas y su firma col a la regis en este

Consulado; que ei CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR es una institucion constituida

.segun lns leyes de Cuba y cumple su objeto conforme a las mismas; que Agustin Lage Davila, quien en
su caracter de Director de la citada institucion confiere el poder precedente, es su representante legal
en este pais.

La Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de funciones consulares, no asume responsabilidad alguna
por ¢l contenido del documento.

a
Vilma Rebeca Gélvez Lopez
Auxiliar Administrativo 5 PA
Encargada de Funciones Consulares

PAGADOS
IMPUESTO DE TIMBRE NACIONAL US$  7.00 (siete dolares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO USS$ 100.00 (cien ddlares)
TOTAL PAGADO US$ 107.00 (cientosiete ddlares)

n_‘“. copla cain:ﬁﬁ: R ii adlql ‘

g‘ 5“:1“1*!-! l"“'.

e s ey
A STIN ﬂﬂlt.ﬁl—lﬁ RIVEISA
NOTARIO GUAHP; TTAY UND



Ui

T |

44 10908 30 YIRS
M

NVl 1002

GAX3) 130 DO IETSRIdSI
xSy 508

"

VP AN
dﬁgswu_g

£0S¢

sta no_.... mq_
ue o

P 580 03 :
n—_-onn;. 0.C.2 .n e A
ﬂ.—l.w praypvear g LT L LS o

ﬂ&.,.z._ .um.

RagusTin r..a:v. EEEIRIRA A

?O.—.VH_G L .thﬁ-.’d EID )




WO 045747 PCTICU01/000]12

10

15

20

23

30

COMBINACIONES INMUNOTERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE
' TUMORES

Sector Técnico
La presente Invencion se relacdona con el campo de la inmunologla y mas
especificamente con la Inmunoterapia de! céncer, particularmente con
combinaciones inmunoterapéulicas y métodos de tratamiento para impedir el
cracimiento de células tumorales y/o eliminar dichas células.
Técnica Anterior
El sistama del receptor de EGF (EGF-R) y sus ligandos conslituye un complejo
molecular cuya interaccién regula de forma espacifica el crecimiento celular y ha
sido demostrado su impacio en e crecimiento deacontrolado de tumores de origen
epitelial. En el proceso de tumorigénesis, la desregulacidn de los procesos
peracrinos y aulocrinos de activacion del EGF-R, esta dada tanto por la
sobreprodticcion de los factores de crecimiento como por la sintesis elevada y/o Ia
mutacién de sus receptores.
El receptor del Factor de Crecimiento Epidémico (EGF-R, siglas en Inglés) es una
glicoproteina transmembrana de 1186 aminodcidos y 170 kD de peso molecular que
se encuentra ampllamente expresada en los tejidos del organismo, y ha sido
Impilcada en varias etapas del desanolio embriogénico. La unlén de sus ligandos
espacificos, EGF o TGF-a, induce la dimerizacién del receptor asl como también la
heterodimerizaci6n con otros mlembros de la famlilla ErbB, entre elios el HER-2
(Cohen BD et al. (1896) J Biol Chem 271:7620-7629). La unidn de los ligandos al

_receptor dispara una cascada de seflales Intracelulares (Ullrich A and Schiessinger J

(1890) Cell 61:203-212) qua conducen al crecimlento y diferenciacién de las células.
La sobreaexpresion de este receptor en algunos tipos de neoplasias,
fundamentalmenie de origen epilellal, ha sido blanco de atencibn en Ila
Inmunoterapia del céncer. Tal es el caso de tumores de mama, vejiga, avarlo, vulva,
colon, pulmén, cerebro, préstata y tumores de cabeza y cusello. La presencia de
E F-R ha probado ser una Indicacién de mal pronédstico en cancer de mama (Pérez
R et al. (1984) Breest Cancer and Treatment 4:189-193). Aln cuando no sa canoce
todavia el papel que juega el sisiemna del EGF-R y sus ligandos en la regulacién del
crecimiento fumoral, se ha sugerido que la expresion del EGF-R en células
tumorales proporciona un mecanismo para la estimulacién autocrina que conduce a
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la proliferacion descontrolada de dichas células (Schiessinger J et al. (1983) Crit Rev
Biochem 14 (2):93-111).

Los principales ligandos de este sistema son el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF) y el Faclor de Crecimienlo Transformante de tipo alfa (TGFu). Ademas,
exisien ofros ligandos que perienecen a la superfamilia del EGF, como son:
anfiregulina (AR), criptol (CR1), faclor de crecimiento enlazador de heparina,
betacelulina, epiregulina, entre otros. EI EGF es un polipéplido de 53 aminoacidos
con un peso molecular de 6045 Da, el cual resulla milogénico para células de origen
epilelial, ejerciendo su accidn fundamentaimente paracrina a partir de su unioén al
EGF-R. El TGFa es un polipéptido de 50 aminoacidus, capaz de competir con el
EGF por la unién al EGF-R. Anticuerpos anti-EGF no son capaces de reconocer al
TGFa (Todaro G J et al. (1976), Nature 264:26-31), por lo que ambos factores de
crecimiento son dos entidades inmunolégicamente diferentes.

El sistema del EGF-R y sus ligandos ha sido utilizado como blanco de inmunoterapia
pasiva (IP), mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales (AMC) contra el
EGF-R, en forma nativa, asociados a drogas, loxinas, o istlopos radiactivos (Vollmar
AM ot al. (1987) J Cell Physiol 131:418-425) en la IP de tumores con alta expresién
de este receptor. Estos anticuerpos han sido seleccionados por su capacidad de
inhibir la unién del EGF a su receptor (anticuerpos ncutralizantes). Varios ensayos
clinicos con AMC se estdn llevando a cabo y algunos han mostrado resullados
promisorios como as el caso del ensayo clinico con el AMC C225 en cancer de
mama, de células pancrealicas y de células renales en fase || y cabeza-cuello en
fase lIl (Mendeisohn J et al. (1999) American Soclety of Clinical Oncology Meeting).
Otro ensayo clinico de Fase |1 con buenos resultados es el ensayo efectuado con el
AMC IOR-R3 en tumoras de puimon (Crombet T et al. (2000) Cancer Biotherapy and
Biopharmaceutical, manuscrito aceptado).

La Inmunoterapia pasiva con el Anticuerpo Monoclonal IOR-R3 especifico conlra el
EGF-R, referido en la patente europea EP 586002B4, ha demoslirado que la uni6n
especlfica del IOR-R3 al receplor inhibe la unién del EGF al mismo, e inhibe la
autofosforilacién del Receptor, dependiente de EGF. A su vez, la inmunoterapia
pasiva con IOR-R3 Inhibi6 el crecimiento de células tumorales humanas en ratones
desnudos, y ha disminuido la velocidad de crecimienio del tumor de algunos
pacientes en ensayo clinico.
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Este sistema también ha sido blanco de Inmunoterap!a active especifica de céncer.
Un elemplo de elio lo constifuye el uso de una vacuna que contiene uno de los
principales ligandos del EGF-R, el EGF, acoplado a una proteina transportadara (US
5,804,018). Esta vacuna es capaz de Inducir una respuesta de anticuerpos
especifica contra el EGF aulflogo e Inhibir la unibn del mismo a su receptor,
bloqueando los mecanismos de proliferacibn desencadenados por esta unidn,
Estudios precifnicos han mostrado que ia inmunizaciéi. de ratones con EGF autdiogo
acoplado a una proteina transportadora en adyuvan'a Incrementa la sobrevida de
ratones transplantados con el tumor ascitico de Ehii.ch (TAE) (Gonzalez G et al
{1996 ),Vaccine Research 5(4):233-243; Gonztlez G ! al (1997) Vaccine Research
6(2):91-100). '
Con una vacuna conteniendo EGF humano recombinanie se han reportado los
resultados de un ensayo clinico Fase |, que demuesiran la Inmunogenicicidad y la
no-toxicidad provocada por la vacunacién. (Gonzéles G ef al (1898), Annals of
Oncology 9:1-5).
Divuigacién de la Invencién.
En la presents invencion se propone la utliizacién de inmunoteraplas combinadas,
dirigidas tanto contra el receptor con actividad quinasa en residuos de firosina (RTK)
como contra sus ligandos, con el objetivo de potenciar el efacto observado al aplicar
de manera independiente las diferentes formas de Inmunoterapia descritas en el
estado del arle, dirigidas solo contra alguno de Iqs componentes del sistema
receptorfligando. Esta potenciaclén se justifica por el bloqueo conjunto de ambos,
ligandos y receptor, en un método de tratamienio que incluya ambos principios
activos. i
Més particularments la invencién se refiere a una combinaclén inmunoterapéutica
para el tratamiento de fumores con efecio sobre células cuyo crecimlento es
dependiente del sistema de receptores RTK, la cual comprende la administracién de
forma simulténea o secuenciai de A+ B; 0 A+ C;0A+D;6B+C;6B+D;6C+D,
donde A, B, C y D son:

A.- Un anticuerpo contra un receptor RTK;

B.- Un anticuerpo cantra el(los) ligando(s) del receplor RTK;

C.- Una vacuna cuyo princlplo activo @3 un receptor de RTK, el cual induce

anticuerpos contra dicho receptor RTK;
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D.- Una vacuna cuyo principio es el{los) ligando(s) de un receptor de RTK, el cual
induce anticuerpos conira dichos ligando(s) del receptor RTK;

En una realizacion particular de la invenc_ibn. el anticuerpo monocional conira el
receptor RTK es un anticuerpo contra el receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico, R-EGF, y méas especificamente es el anticuerpo humanizado contra el
receptor de EGF, el hR3, deposilado con nimero de acceso 951110101 en ECACC,
Inglaterra.

En otra materializaclén de la invencion el anticuerpo contra el ligando del receptor
RTK seleccionado puede ser un anticuerpo contra el EGF o contra el TGF alifa.
Asimismo la invencion refiere una combinaclén inmunolerapéutica donde el principio
activo de la vacuna pueda ser el recaptor del EGF, el propio EGF o el TGF alfa, o un
conjugado de estos principios aclivos con la proteina p64K de Neisseria meningitis.
Iguaimente’ la invencion se refiere a un método para el control del crecimienio y/o
proliferacién de células cuyo crecimiento es dependiente del sistema de receplores
RTK el cual comprende el tratamienio con las combinaciones lerapéuticas de la
Invencion, las cuales pueden ser aplicadas de forma simultanea o secuencial, en
cuyo caso dicha aplicacién de los componenies de la combinacidn se realiza en
cualquier orden.

Las combinaciones inmunoterapéuticas de la invencidn impiden el crecimiento de
células tumorales eliminan dichas células, mediante el bloqueo de receptores RTK y
de sus ligandos. Este bloqueo puede lograrse, entre olras aproximaciones, con la
combinacion, tanto simulténea como secuencial de inmunoterapias activas {(vacunas
terapéuticas) y/o pasivas (Anticuerpos Monoclonalas) dirigidas a factores de
crecimiento tales como el Faclor de Crecimiento Epidémmico, EGF siglas en Ingiés, y
el Factor de Crecimiento Transformante de tipo alfa, TGFa y sus receptores (i.e.EGF-
R).

El bloqueo de los factores de crecimiento o de sus receptores provoca un efecto de
detencion de la proliferacion celular. En esta Invencién se muestra como el bloqueo
simultaneo tanto de ligandos como de receplores polencia el efeclo inhibitorio sobre
dicha proliferacion celular. Este conceplo terapéutico es de gran importancia en el
tratamlento de tumores malignos, los cuales tienen como propiedad fundamental un
Incremento en la velocidad de proliferacion celular.
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Se describen combinaciones Inmunoterapéuticas que provocan el bloqueo de
receptores RTK y/o sus ligandos, mediante la combinacion de Inmuncterapia activa
y/o pasiva conira los mismos.

Los procedimientos referidos pueden ser aplicados a paclentes en diferentes
estadios clinicos de tumores de origen epltalial que sobre-expresan el EFG-R.

La combinadcién de inmunoterapia activa y pasiva puede ser simulténea o secuencial
en dependencia de si el procedimiento terapéutico va a ser utilizado en pacientes
con enfermedad avanzada o como terapla adyuvante,

En casos de enfermedad avanzada la combinaciéon terapéutice propuesta es la
inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monoclonales (AMC) que reconozcan al
receptor RTK ylo AMC que reconozcan a ligandos deé dicho receptor, en
combinacién con la terapla onco-especifica de eleccién, como terapia de ataque;
seguido por tratamiento de inmunoterapla acliva con vacunas dirigidas a ligandos de
dicho meeptor y/o al proplo receptor, para lograr respuestas de manienimlento del
efecto terapéutico.

En casos de terapla adyuvante las combinaciones terapéuticas propuestas son o el
tratamiento de Inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monocionales (AMC) que
reconozcan al receptor RTK y/o AMC que reconozcan a ligandos de dicho receptor
conjuntamente con inmunoterapia activa con vacunas dirigidas a ligendos de dicho
receptor y/o al proplo receptor, 0 la combinacldn donde el tratamiento de
inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monocionales {(AMC) que reconozcan al
receplor con actividad quinasa en residuos de tirosina y/o AMC que reconozcan a
ligandos de dicho receptor, como terapia de ataque; es seguido por el tratamiento
simultdneo de inmunoterapla activa con vacunas dirigidas a ligandos de dicho
receptor y/o al proplo receptor, para lograr respuestas de mantenimiento del efacto
terapéutico.

La Invencién se describe més delslladaments a través de los siguientes
procedimientos.

PROCEDIMIENTO 1: Comblnacién Inmunoterapéutica que Incluye
Inmunoterapla pasiva con anticuerpos monocionales que reconozcan al
receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina (l.e.EGF-R) ylo a
ligandos del receptor (1.e.EGF, TGFa), segulda por inmunoterapla activa con
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vacunas dirigidas al receptor y/o ligandos del receptor, a ser aplicadas en
paclentes con tumores epitellales en estadios avanzados.

Se administra a paclentes en estadios avanzados de la enfermedad, en los cuales
puede sar aplicable alguna oira forma de terapla onco-aspacifica.

Se utiliza primeramente una inmunolerapia pasiva con anticuerpos monoclonales
que reconozcan a un receptor con aclividad quinasa en residuos de tirosina
(Le.EGF-R) y que presenten la propledad de inhibicion de dicho receptor y/o con
AMC que reconozcan ligandos de dicho receptor (I.e.EGF, TGFa) , con el objelivo de
efectuar una lerapia de ataque que tenga como resullado remision de lumores.
Dicha inmunolerapia pasiva puede aominisirarse combinada al lratamienio onco-
especlfico de eleccion,

Posteriormente se aplica un tratamiento de inmunoterapia actlva con Vacunas que
provoquen una respuesia de anticuerpos bloqueadores del receptor {i.e.EGF-R) y/o
de ligandos del receptor (i.e.EGF, TGFu), con el objelivo de efectuar un iratamienlo
de mantenimiento para lograr mayores periodos de estabilizacion de la enfermedad,
asl| como para evitar aparicién de nuevos focos metastasicos.

El procedimiento consisie en administrar, a pacientes con tumores de origen epitelial
en estadios avanzados, entre 4 y 20 dosis en un rango entre 100 y 400 mg de AMC
que reconozcan al EGF-R y que teng'an la propledad de inhibir dicho receptor, y/o
de AMC que reconozcan ligandos del mismo, con un liempo entre cada dosis que
oscllard entre 6 y 10 dias. Esle tratamienio puede durar de 1 a 24 meses, en
combinacion con la terapla anco-especifica de eleccidon. Se continuara el tratamiento
hasta regresiéon tumoral completa o parcial & cualquler reaccién de toxicidad que

_mquiera la detencion del mismo.

Entre 1 y 4 semanas después de terminado el tratamiento con AMC se iniciaran
esquemas de inmunizacién con vacunas dirigidas al EFG-R 6 a algin ligando del
EGF-R (i.e. EGF, TGFa), unido a una protelna que funcione como transportadora
(l.e. 1a proteina recombinante P84k de Neisseria Meningitidis) y administrado en un
adyuvante , que pudlera ser alimina{entra 1 y 2 mg/ dosis), Montanide I1SA 51 (entre
0.6 y 1.2 ml por dosis) u otro. Cada dosis contiene entre 50 y 800 ug del principio
aclivo {receptor o ligando) unido a la proteina transporiadora, en un volumen final de
entre 0.6 y 5 mis. El esquema a utilizar es de entre 5 y 8 Inmunizaciones iniciales
para Induccién de respuesta, con frecuencia que pudiera ser desde semanal hasta
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quincenal. Las inmuntzacionss pueden estar precedidas de dosis de ciclofosfamida

que pueden encontrarse entre 100 y 500 mg/m® de masa corporal, suministrados
entre 2 y 4 dias antes de la 1ra Inmunizacién.

Las vacunas pueden estar formuladas en algin otro vehiculo vacunal (l.e.liposomas,
vacunas ADN, vectores virales)

Las vacunas pueden formularse como producios incependlentes o dentro de una
misma formulacién vacunal.

En este periodo se reallzarin extracciones de sangre para medicion de parametiros
de bloquimica sangulnea y titulos de anticuerpos espaclficoe contra el ligando o
receptor al que esta dirigido la vacuna. Dichas extracciones se realizarén con una
frecuencia que puede ser desde semanal a mensual.

Posterlormente, se reallzan reinmunizaciones a la calda de los titulos, con frecuencla
que pudiera ser tiesde mensual a trimestral, por un periodo de entre 1 y 2 afics.
PROCEDIMIENTO 2: Combinacién inmunolerapéutica que Incluye
inmunoterapia pasiva con anticuerpos monoclonales que reconozcan al
receptor con actlvidad quinasa en residuos de tirosina (i.e.egf-r) y/o a ligandos
del receptor {lLe.egf, tgfa), conjuntamente con Inmunoterapia activa con
vacunas dirigidas al receptor y/o ligandos del receptor, como tratamlento
adyuvante '

Se administra al paciente, inmediatamente después del dlagnéstico y/o tratamiento
quinirgico un tratamiento de inmunoterapia pasiva con AMC que reconozcan a un
receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina (l.e. EGF-R) y que presente la
propledad de Inhibicién de dicho receptor y/o a ligandos de dicho receptor (l.e.EGF,
TGFa), conjuntamente con un tratamiento aclivo con Vacunas que provoquen una
respuesta de anticuerpas bloqueadores del receptor (l.e.EGF-R) y/o de ligandos de
dicho receptor (i.e.EGF, TGFa). ’

Estos tratamientos, administrados de forma conjunte tendrdn un efecto sinérgico,
logrando mayores % de regresiones y/o establlizaciones ciinicas de la enfermedad.
El procedimiento consiste en administrar, a pacientes con tumores de origen epitetial
en estadios avanzados, entre 4 y 20 dosls en un rango de 100 y 400 mg da AMC
que reconozcan al EGF-R, que presente la propicdad de Inhibicin de dicho
receptor, y/o de AMC que reconazcan ligandos del mismo, con un tiempo entre
dosis de enire 6 y 10 dias. Este tratamiento puede durar de 1 a 24 meses. Se
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continGa el tratamiento hasia regresion tumoral complela o parcial ¢ cualquier
reaccién de toxicidad que requiera la detencion del mismo.

Conjuntamente se aplican inmunizaciones con vacunas que reconozcan ligandos y/o
receptor, con igual esquema que el descrito en el procedimiento #1.
PROCEDIMIENTO 3: Combinacién inmunoterapéutica incluye Inmunoterapia
pasiva con anticuerpos monoclonales que reconozcan al receplor con
actividad quinasa en residuos de tirosina (l.e.egf-r) y/o a ligandos del receptor
(l.e.efg, tgfa), seguida por Inmunoterapla activa con vacunas dirigidas al
receptor y/o ligandos del receptor, a ser aplicadas en paclentes como terapla
adyuvante.

Se administra al paciente inmedialamente después del diagndstico y/o tratamiento
quinirgico.

Se uliliza primeramente una inmunolerapia pasiva con anticuerpos monocionales
gue reconozcan a un receplor con actividad quinasa en residuos de tirosina
(.e.EGF-R) y que presenten la propiedad de inhibicién de dicho receptor y/o con
AMC que reconozcan ligandos de dicho receptor {i.e.EGF, TGF«u) , con el objetivo de
efectuar una terapia de ataque que tenga como resultado remision de tumores.
Posteriormente se aplica un tratamiento de inmunoterapia activa con Vacunas que
provoquen una respuesta de anticuerpos bloqueadores del receptor {i.e.EGF-R) y/o
de ligandos del receptor (i.e.EGF, TGFa), con el objetivo de efecluar un tratamiento
de mantenimiento para lograr mayores intarvalos libres de enfermedad, asi como
para evitar aparicion de nuevos focos metastasicos.

El procedimiento consiste en administrar, a paciantes con tumores de origen epitelial
on estadios avanzados, entre 4 y 20 dosis de enire 100 y 400 mg de AMC que
reconozcan al EGF-R, que presente la propiedad de inhibicidn de dicho receptor,
y/o de AMC que reconozcan ligandos del mismo, con un tiempo enire dosis de
entre 6 y 10 dias. Este tratamiento puede durar entre 1 y 24 meses. Se continuara el
tratamlento hasta regresién tumoral completa o parcial 6 cualquier reaccion de
toxicidad que requiera la detencién del mismo.

Entre 1 y 4 semanas después de terminado el tratamiento con AMC se iniciaran
esquemas de inmunizacidn con vacunas dirigidas al EFG-R ¢ a algin ligando del

EGF-R (l.e. EGF, TGFa), sigulendo igual esquema que el detallado en el
procadimiento #1.
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EJEMPL § DE REALIZACION:

EjJemplo 1: Esquema de Inmunizacién con Vacuna EGF utliizando alimina
como adyuvante on paclentes con céincer.

Con el abjetivo de demostrar ia inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF (US 5,804,018), usando P64 como proteina transportadora y alGmina como
adyuvante, se reallzé un ensayo dinico en el que se Inmunizaron 10 paclentes.

El pacients 1.1 (MMG) fue Incluido en el ensayo con diagndstico de carcinoma
epidermoide metastdsico de pulmon,. con enfermedad en progresion,
considerandose no elegible para ningin otro tratamiento onco-especifico.

Se inmunizd con un esquema conslistents en la administracién de 5 dosis Iniclales de
la composicién vacunal contenlendo 50ug de EGF y 2 mg de altmina, administradas
enlos dias 1,7, 14, 21 y 51.

Se realizaron extracciones de sangre pera determinaciones de bloquimica
sangulnea y titulos de anticuerpos especificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30,
45, 60 y después mensuaimente.

Los titulos de antlcuerpos se midleron mediante un ensayo ELISA , evaluandose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de maxima dilucién de suero que da
un resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de ia
media de los blancos del ensayo )

Al detectarse una calda en los titulos de anlicuerpos, se realizé un re-inmunizacidn
con igual dosis de vacuna.,

El paclente desarrolié una respuesta de anticuerpos anti-EGF con titulos méximos
de hasta 1:8000, con una cinética como se muestra en la Figura 1.

Después del Inicio de la Vacunackin el paciente mostrd una estabillzacién clinica y
radiolégica de |la enfermedad hasta el mes 15. El paciente fallece alos 23.2 meses
después de Iniclada la vactmacién

Ejemplo 2: Esquema de Inmunlzacién con Vacuna EGF utilizando Montanide
ISA51 como adyuvante en pacientes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la iInmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P64 como proteins transportadora y Montanide 1SA51 como
adyuvante, se reallz6 un ensayo clinico en el que se inmunlzaron 10 paclentes.
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El paciente 2.1 (AMG) fue incluido en el ensayo con diagnostico de carcinoma
epidermoide de pulmon, con enfermedad en progresion, considerandose no elegibie
para ningun ofro tratamiento onco-especifico.

Se inmunizd con un esquema consisiente en la administracion de 5§ dosis de la
composicion vacunal contenlendo 50 ug de EGF, en un velumen lotal de entre 0.6
mis, mezclado hasta emulsificacidn con igual volumen de Montanide ISA 51
inmediatamente antes de su administracion, en los dias 1, 7, 14, 21 y 51,

Se realizaron extracciones de sangre para delerminaciones de bioquimica
sanguinea Y titulos de anticuerpos especificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaluandose
como resultado de tltulo de anticuerpos el valor de maxima dilucion de suero que da

un resullado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la
media de los blancos del ensayo )

Al delactarse una calda en los titulos de anlicuerpos, se realizd un re-inmunizacion
con igual dosis de vacuna.

El paclente desarrollé una respuesta de anticuerpos anli-EGF con titulos maximos
de hasta 1: 32000, con una cinélica como se muestra en la Figura 2.

Después del inicio de la Vacunacion el paciente mostrd una estabilizacion de la
enfermedad hasta el mes 12, en el que se diagnosticd una regresion tumoral por
criterios tanto clinicos como radiologicos (Figura 3).

En el mes 14 aparece un 2*° tumor primario. Fallece de una complicacion quirdrgica
al mes 18 después de incluido en el ensayo.

Ejemplo 3: Esquema de inmunizacién con Vacuna EGF utilizando Alumina
como adyuvante y un tratamiento anterior a la vacunaclén con baja dosis de
ciclofosfamida en paclentes con cancer.

Con el objetivo de demostrar fa inmunogenicidad y sequridad de la Vacunacion con
EGF, usando P64 como proteina transporiadora y Alimina como adyuvante,
después de un pre-tratamiento con ciclofosfamida en baja dosis, se realizo un
ansayo clinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 3.1, FNR, fue incluido en el ensayo con diagnéstico de carcinoma
epidermoide de pulmodn, con enfermedad en progresion considerandose no elegible
para ningin otro tratamiento onco-especifico.
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Se tratd con una dosis de 100 mg/m? de superficle corpdral de Ciclcfosfamida, 3 dias
antes de ser Inmunizado con la Vacuna EGF, con un.esquema consistente en la
administracién de 5 dosis de la composicién vacunal cotenlendo 50 ug de EGF y 2
mg de alimina, adminlstradas en los dlas 1, 7, 14, 21 y 51.

Se rmeallzaron extracclones de sangre para detenainaciones de bloquimica
sanguinea y titulos de anticuerpos especlficos contra el EGF en los dlas 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente.

Los tltulos de anticuerpos se midieron medlante un ensayo ELISA, evaluandose
como rasultado de titulo de anticuerpos el valor de méxi;na dllucién de suaero que da
un resultado positivo en el ensayo ELISA (\_raloras de D.C por encima del doble de ia
media de los blancos del ensayo)

Al detectarse una calda en los tltulos de anticuerpos, se reallzé un reHnmunizacion
con Igual dosis de vacuna.

El paclente desarrolié una respuesta de anticuerpos an.-EGF, con titulos méximos
de hasta 1:8000, como se muestra en la Figura 4.

Después del Iniclo de la Vacunacin el paclante ha mostrado una establlizacién de la
enfermedad hasta el mes 19.

Ejemplo 4: Esquema de Inmunlzacién con Vacuna £GF utliizando Montanide
ISA 51 como adyuvante y un tratamiento anterior a la vacunacién con baja

. dosis de ciclofosfamida en pacientes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y aegurli:lad de la Vacunaciéon con
EGF, usando P64 como proteina transportadora y Alimina como adyuvante,
después de un pre-tratamlento con ciciofosfamida en baja dosis, se realizd un
ensayo clinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.

El pacients 4.1, JPG, fue incluldo en el ensayo con diagnéstico de adenocarcinoma
de pulmdn, células no pequefias, enfermedad en progresion conslderéndose no
elegible para ning(n ofro tratamiento onco-especifico. _

Se tratd con una dosis de 100 mg/kg peso corporal de Ciclofosfamida, 3 dias antes
de ser Inmunizado con la Vacuna EGF, con un esquema consisients en la
administracién de 5 dosis de la composicion vacunal conteniendo 50 ug de EGF en
un volumen total de 0.6 mis, mezdado hasta emulsificacién con Igual volumen de
Montanide ISA 51 inmediatamente antes de su adminisiracién, en los dias 1, 7, 14,
21y51.
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Se realizaron extracciones de sangre para determinaciones de Dbioguimica
sanguinea y litulos de anticuerpos aspecificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaluandose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de maxima dilucion de suero que da
un resuitado posltivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la
media de los blancos del ensayo )

Al detactarse una calda en los titulos de anticuerpos, se realizé un re-inmunlzacion
con {gual dosls de vacuna.

El paciente desarrolld una respuesta de anticuerpos anti-EGF con litulos maximos
de hasta 1:400000, como se muestra en la Figura 5.

Después del inicio de la Vacunacion el paciente mostrd una estabilizacién de la
enfermedad hasta ol mes 6

EJemplo 5: inmunogenicidad de la vacunacién con EGF y relacién con
establlizacién de la enfermedad en pacientes con cancer.

En un ensayo Clinico Fase I, 10 pacientes de Cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC) en estadios it y IV, fueron tratados con un esquema consistente
en la administracién de 5 dosis iniciales de la composicidn vacunal conteniendo
50ug de EGF y 2 mg de alimina, administradas en los dias 1, 7, 14, 21y 51.

En el mismo ensayo otros 10 pacientes de Céancer de pulmon de células no
pequefias. (NSCLC) en estadios Ill y IV, se inmunizaron con un esquema
consistente en la administracion de 5 dosis de la composicién vacunal conteniendo
50 ug de EGF , en un volumen total de entre 0.6 mis, mezclado hasta emulsificacion
con igual volumen de Montanide

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA, evaluandose
como resullado de titulo de anticuerpos el valor de maxima dilucién de suero que da
un resultado positivo en el ensayo ELISA {valores de D.O. por encima det doble de la
media de los blancos del ensayoc),

En el referido ensayo el 50% de los pacientes desarrollaron una respuesta de
anticuerpos con titulos de 1:4000 o mayores (grupo GARY). En el otro 50% de los
pacientes los titulos alcanzados fueron menores de 1:4000 (grupo BAR).

Del grupo GAR, el 87.5% mostraron una estabilizacion clinica y radiolégica de ia
enfermedad igual o mayor a 3 meses, después de Iniciado el tratamiento.

12



WO 02/45747 PCT/CU0100012

10

15

Del grupo BAR solo el 11.1% de los pacientas mostraron una establlizaclén clinica o
y radiolégica igual o mayor a 3 meses (Tabla 1).

Estos datos demuestran la relacién existente entre los niveles de respuesta de
anticuerpos anti-EGF y la establlizacién tumoral. '

Tabla 1: Relacién de respuesta de anticuerpos y establlizacién dinica y radloldgica
de la enfermedad.

% de pacientes Establlizacién de al menos
_ 3 meses, % de paclentes

GAR 50% 87.5%

BAR 50% 11.1%

Ejemplo 6: iInmunogenicidad de la vacunacién con EGF y relacién con la
sobrevida de paclentes con céncer sometidos a dicho tratamlento.

Cuarenta pacientes de NSCLC, estadios 1ll y IV, fueron tratades en grupos de 10
con los esquemas detallados en los ejempilos 1,2,3 y 4.

Fueron caracterizados como GAR y BAR segin los criterios expuestos en el ejemplo
6.

Del total de pacientes tratados en todos los esquemas, 6] 50% resulta ser GAR y el
50% BAR.

Al hacer una comparacion de las sobrevidas alcanzadas por los paclentes GAR con
las alcanzadas por los paclentes BAR, resultd haber una diferencia estadisticamente
significativa, con una mediana de sobrevida (8V) para GAR de 5.1 meses, y una
mediana de SV para BAR de 4.5 meses (p<0.02). Este resultado puede observarse
en la Figura 6.

EJemplo 7: Efecto terapéutico de la combinaclén de Radloterapla y del AMC
IOR-R3:

El paclenta RML, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de base
de lengua, etapa IV fue incluldo en el ensayo ciinico de uso combinado del AMC
IOR-R3 y radioterapla (RTP). Recibié 6 veces la dosis de 200 mg del AMC, con
frecuencia semanal. La dosis acumulada del AMC fue de 1200 mg y la dosls radiante
fue de 60 Gy.

Al terminar la terapla combinada el paciente evidencld remisién completa del tumor
primario y sus metésiasls (Figura 7). Esta respuesta se mantuve por méas de 13
meses.
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EjJemplo 8: Efecto terapéutico de ia combinacion de Radioterapia y del AMC
IOR-R3: .

El paciente EPG, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de
amigdala con adenopatias cervicales, elapa Ill, fue incluido en el ensayo de
tratamiento combinado del anticuerpo monoclonal humanizado hR3 (depositado con
nimero de acceso 951110101 en ECACC, Inglaterra) y RTP. Recibio 200 mg del
AMC , con frecuencia semanal, durante 6 semanas, y una dosis radianie de 64 Gy.
Al finglizar el tratamienio, este paciente mosird remision completa de la lesion
tumoral (figura 8) y la respuesta se mantuvo por mas de 13 meses.

EJemplo 9: Efecto terapéutico de la combinacién de Radioterapia y del AMC
IOR-R3:

El pacienie CHA, diagnosticado como portador de tumor de amigdala, en etapa IV,
con adenopatias cervicales bilaterales fue Incluido en el ensayo de tratamiento
combinado del hR3 y RTP. Recibi6 dosis de 400 mg con frecuencia semanal,
durante 6 semanas, para una dosis acumulada de 2400 mg. Concurrentemente
racibié una dosis radiante de 64 Gy. Al finalizar el tralamiento este pacienie se
encontraba en remision completa del tumor primario y las melastasis loco-regionales
{Figura 8). Esta respussta se mantiens por 12 meses.

Ejemplo 10: Evaluacion de comblnacién de terapla pasiva con anticuerpo anti-
EGF-R (IOR-R3) y anticuerpo monoclional anti-ligando del EGF-R (EGF-1) en
ratones atimicos.

Evaluacién de efecto anli-tumoral en relacién con las dosis administradas. Este
experimento simula ademés el posible efeclo de la administracién combinada del
AMC anti-EGF-R y la Vacuna EGF, ya que esla Ultima provoca una respuesta de
anticuerpos anti-EGF que ejerce el mismo efecto que la administracién pasiva de
anticuerpos monoclonales con esa especificidad, con la ventaja adicional que la
respuesta de anticuerpos lcgrada por vacunacion puede ser mantenida en el tiempo,
como se puede observar en los ejemplos 1, 2, 3 y 4, en los que se demuestra la
cinética de titulos de anticuerpos en pacientes inmunizados con dicha vacuna.

Slete dHerentes grupos de ratonas atimicos de fondo genético NMRI (poblacion
ablerta), fueron inmunizados con :

Grupo 1: 10 dosis de 0.5 mg del AMC EGF-1, por via intraperiloneal y con frecuencia
diatia,

4
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Grupo 2: 10 dosis de 4 mg AMC EGF-1, por via Iniraperitoneal y con frecuencia
diaria.
Grupo 3: 10 dosis de 0.5 mg del AMC IOR-R3, por via Intraperitoneel y con
frecuencia dlaria.
Grupo 4: 10 dosis de 1 mg del AMC IOR-R3, por via intraperitoneal y con frecuencla
diarfa.

Grupo 5: 10 dosis da PBS, por via intraperitoneal y con frecuencla diaria (control
negativo).

Grupo 6: 10 dosis de la combinacién de 0.5m g de EGF-1 y 0.5 mg de IOR-R3, por
via intraperitoneal y con frecuencia dlaria

Grupo 7: 10 dosis de la combinacién de 1m g de EGF-1 y 1 mg de IOR-R3, p rvia
Intraperitoneal y con frecuencia diaria

El mismo dia del Inicio del tratamlento se les trasplanta 1 x 10° células de la linea
tumoral humana H125, que sobre-axpresa el EGF-R.

ias Figuras 10 y 11 muesiman los resuliados obienidos. Se produce una
potenclacion del efecto ani-tumoral al combinar ambos tratamilentos, y el mismo se
hace mayor al aumentar las dosls aplicadas.

EjJemplo 11; Esquema de tratamlento combinado AMC JOR-R3/ Vacuna EGF en
paclente con tumor en estadio avanzado:

El pacienta ARP, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de cabeza
y cuello, recibld un tratamiento combinado secuencial de AMC I0R-R3 y Vacuna
EGF.

Recibié 6 dosis de 200 mg del AMC, con frecuenclia semanal, durante & semanas,
conjuntamente con 30 dosis de radioterapla, 5 doslis por semana por 6 semnanas,
para una dosis radiante acumulada de 60 Gy.
Al finalizar el tratamiento estaba en remislén completa del tumor primario. e -

Un mes después de finalizado el tratamlento con el AMC, se inidd un esquema de
inmunizacién con la Vacuna EGF.

Recibld 5 dosls de 50 ug de EGF conjugado a P64, en un volumen total de 0.6 mis,
mezciado hasta emulsificacidon con 0.6 mi de Montanide ISA 51 en el momento de la
inmunizacién. Las inmunizaciones se realizaron en los dias 1,7,14,21 y 51.

El paclente se mantiene en seguimiento.
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Ejemplo 12: Esquema de tratamiento combinado AMC IOR-R3/ Vacuna EGF
como terapla adyuvante:

El paclenta MRM, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de
pulmon, fue sometido a intervencion quirirgica.

Un mes después del acto quirtrgico, el paciente inicié un tratamienio combinado
simultaneando la inmunoterapia pasiva con el AMC |IOR-R3 y la vacuna EGF. En la
(Figura 12) se detalla el esquema de intervalos de dosificacion del tratamiento
racibido.

El paciente se encuentra en seguimiento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS:

Figura 1: Cinélica de respuesta de anticuerpos anti-EGF en pacienle MMG,
inmunizado seg(n se detalla en el ejemplo 1. Las flechas indican liempos en que se
reallzaron re-Inmunizaciones.

Figura 2: Cinética de respuesta de anticuerpos del paciente AMC, inmunizado segUn
se detalla en el ejamplo 2. Las flechas indican tiempos en que se realizaron re-
inmunizaciones.

Figura 3: Regresién tumoral observada en el paciente AMC. En la imagen de la
izquierda se observa masa tumoral existente al inicio dej tratamiento. En la imagen
de la deracha se observa que a los 12 meses de iniciado dicho tratamiento la masa
tumoral habia desaparecido.

Figura 4: Cinética de respuesia de anticuerpos anli-EGF en el pacienie FNR,
Inmunizado seguin se detalla en el ejemplo 3. Las flechas indican tiempos en que se
realizaron re-inmunizaciones.

Figura 5: Cinética de respuesta de anticuerpos anti-EGF del paciente JPG,
inmunizado segun se detalla en el ejemplo 4. Las flachas indican tiempos en que se
realizaron re-inmunizaciones.

Figura 6: La figura muestra las curvas Kaplan Meyer de los grupos de pacientes con
altas respuestas anti-EGF (GAR) y con bajas respuestas anti-EGF (BAR), asl como
la de un grupo control histérico.

Puede observarse que los GAR presentan un incremento de sobrevida significativo
comparados tanto con GAR como con los controles histéricos.

Figura 7: Demostracion gréfica de remision del tumor en paciente RML, tratado como
se detalla en ejemplo 7.

3
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Figura 8: Demastracién grifica de regreaién tumonul en paclente EPG tratado seguin
se detalia en el afemplo 8.

Figura 9: Daemostracién gréfica del tumor en pacients CHA, tratado como se detalla
en el sjemplo O. '

Figura 10: Grupos de ratones Inmunizados con0.5 mg de cada uno de los AMC IOR-
R3 , EGF-1, y con la combinacién de 0.5 mg de IOR-R3 + 0.5 mg de EGF1, como se
detalla en el ejemplo 10. Se observa un efecto sinérgico de disminucién del
crecimlento tumoral en el grupo tratado con la combinacién de ambos AMC.

Figura 11: Grupos de ratones inmunizados con 1mg de cada uno de los AMC IOR-
R3, EGF-1, y con la combinacién de 1 mg de JOR-R3 + 1 mg de EGF1, como se
detalla en e ejempio 10. Se cbserva un efecto sinérgico de disminucién del
crecimiento tumoral en el grupo tratado con la combinacién de ambos AMC,

Figura 12; Tratamlento combinado conjunto del AMC IOR-R3 y la Vacuna EGF:

Las flachas por encima del eje de tlempo significan las fechas de administracion del
AMC (dfas 1,7,14,21,28 y 35) y las flechas por debajo del eje de tiempo significan los
tiempos de las inmunizaciones con la Vacuna EGF (dlas 2,8,15,22,y 52).

17
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién inmunoterapéutica para el tratamiento de tumores, la cual tiene
electo sobre células cuyo crecimiento es dependiente del sislema de receplores
RTK, caracterizada porque dicha combinacién comprende la administracion de forma
simultanea o secuencial de A + B;6A+C; 0 A+D,;6B+C,0B+D;6C+D,
donde A, B, Cy D son:

A.- Un anticuerpo contra un receptor RTK;

B.- Un anticuerpo contra el{los) ligando(s} del receptor RTK;

C.- Una vacuna cuyo principio activo es un receplor de RTK, el cual induce
anticuerpos contra dicho receptor RTK;

D.- Una vacuna cuyo principio es el{los) ligando(s) de un receptor de RTK, el cual
induce aqlicuarpos contra dichos ligando({s) del receptor RTK;

. Una combinacion segun la reivindicacion 1 donde el anticuerpo monociona!l contra

el receptor RTK es un anticuerpo contra el receptor del Factor de Crecimiento
Epldérmico, R-EGF.

. Una combinaclén segimn la reivindicacién 2 donde el anticuerpo contra el receptor

del Factor de Crecimiento Epidérmico, R-EGF, es un anticuerpo humanizado.

. Una combinacion segin la reivindicacion 3 donde el anticuerpo humanizado

contra el receplor de EGF es el hR3, depositado con numero de acceso
9851110101 en ECACC, Inglaterra.

. Una combinacién segun la reivindicacién 1 donde el anticuerpo contra el figando

del receptor RTK es un anticuerpo contra el EGF.

. Una combinacion segin la reivindicacion 1 donde el anticuerpo contra el ligando

del receptor RTK @8 un anticuerpo conira el TGF alfa.

. Una combinacion segun las reivindicaciones de la 1 a la 6 donde el principio

activo de la vacuna es sl raceptor del EGF.

. Una combinacién segin las relvindicaclones de la 1 a la 6 donde el princlpio

activo de la vacuna es el EGF.

. Una combinacién segln la relvindicacién 8 donde el principlo activo de la vacuna

comprende un conjugado entre la protelna p84K de Neisseria meningilis y el EGF.

10.Una combinacién segun las relvindicaciones de la 1 a la 6 donde el principio

activo de la vacuna es el TGF alfa.
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11. Una combinacién seg(n la relvindicacién 10 donde la vacuna comprende como
bﬂnclplo activo un conjugado entre la proteina p84K de Neisserla meningitls y el
TGF alfa. ]
12.Un método para el control del crecimiento y/o proliferacién de células cuyo
5 crecimiento es dependiente del sistema de receptores RTK caracterizado porque
comprende el tratamlento con una de las combinaciones terapéuticas definidas en
cualquiera de las relvindicaciones dela 1 ala 11.
13.Un método segin reivindicacién 12 camacterizado porque las combinaciones
pueden ser aplicadas de forma simultdnea o secuencial.
10 14.Un mélodo segln relvindicacién 13 caracterizado porque cuando se aplican las
combinaciones de forma secuenclal, la aplicacién de los componentes de Ila
combinacion se realiza en cualquier orden.
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COMBINACIONES INMUNOTERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE
TUMORES

Sector Técnico
La presente invencibn se relaciona con el campo de la inmunologla y més
especificamente con la inmunoterapia del cdncer, particularmente con combinaciones
inmunocterapéuticas y métodos de tratamiento para impedir el crecimiento de células
tumorales y/o eliminar dichas células.
Técnica Anterlor
El sistema del receptor de EGF (EGF-R) y sus ligandos constituye un complejo
molecular cuya interaccion regula de foorma especifica el crecimiento celular y ha sido
demostrado su impacto en el crecimiento descontrolado de tumores de origen epitslial.
En el proceso de tumorigénesis, la desregulacibn de los procesos paracrinos y
autocrinos de activacion del EGF-R, esta dada tanto por la sobreproduccién de los
factores de crecimiento como por la sintesis elevada y/o la mutacién de sus receptores.
El receptor del Factor de Crecimiento Epidémico (EGF-R, siglas en Inglés) es una
glicoproteina transmembrana de 1186 aminoacidos y 170 kD de peso molecular que se
encuentra ampliamente expresada en los tejidos del organismo, y ha sido implicada en
varias etapas del desarrollo embriogénico. La unién de sus ligandos especlificos, EGF o
TGF-, induce la dimerizacién del receptor asf como también la heterodimerizacién con
otros miembros de la familia ErbB, entre ellos el HER-2 (Cohen BD et al. (1998) J Bio!
Chem 271:7620-7629). La unién de los ligandos al receptor dispara una cascada de
sefiales intracelulares (Ullich A and Schlessinger J (1990) Cell 81:203-212) que
conducen al crecimiento y diferenciacion de las células. La sobreexpresién de este
receptor en algunos tipos de neoplasias, fundamentaimente de origen epitelial, ha sido

blanco de atencién en la inmunoterapia del cancer. Tal es el caso de tumores de mama,
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vejiga, ovario, vulva, colon, pulmén, cerebro, préstata y tumores de cabeza y cuello. La
presencia de EGF-R ha probado ser una indicacién de mal pronéstico en cancer de
mama (Pérez R ot al. (1984) Breast Cancer and Treatment 4:188-193). Aln cuando no
se conoce todavia el papel que juega el sistema del EGF-R y sus ligandos en la
regulacién del crecimiento tumoral, se ha sugerido que la expresiéon del EGF-R en
células tumorales proporciona un mecanismo para la estimulacidn autocrina que
conduce a la proliferacién descontrolada de dichas células (Schlessinger J of al. (1983)
Crit Rev Biochem 14 (2):93-111).

Los principales ligandos de este sistema son el Factor de Crecimiento Epidémmico
(EGF) y el Factor de Crecimiento Transformante de tipo alfa (TGFa). Ademds, existen
otros ligandos que pertenecen a la superfamilia del EGF, como son: anfiregulina (AR),
criptol (CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina, betacelulina, epiregulina,
entre otros. El EGF es un polipéptido de 53 aminoacidos con un peso molecular de
6045 Da, el cual resulta mitogénico para células de origen epitelial, ejerciendo su accién
fundamentalmente paracrina a partir de su unién al EGF-R. El TGFa es un polipéptido

de 50 aminoécidos, capaz de competir con el EGF por la unién al EGF-R. Anticuerpos
anti-EGF no son capaces de reconocer al TGFa (Todaro G J ef al. (1976), Nature
264:26-31), por lo que ambos factores de crecimiento son dos entidades
inmunolégicamente diferentes.

El sistema del EGF-R y sus ligandos ha sido utilizado como blanco de inmunoterapia
pasiva (IP), mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales (AMC) contra el EGF-
R, en forma nativa, asociados a drogas, toxinas, o is6topos radiactivos (Vollmar AM et
al. (1987) J Cell Physiol 131:418-425) en la IP de tumores con alta expresion de este
receptor. Estos anticuerpos han sido seleccionados por su capacidad de inhibir la unién

del EGF a su receptor (anticuerpos neutralizantes). Varios ensayos clinicos con AMC se
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estan llevando a cabo y algunos han mostrado resultados promisorios como es el caso
del ensayo clinico con el AMC C225 en céncer de mama, de células pancreéticas y de
células renales en fase Il y cabeza-cuello en fase Ill (Mendelsohn J et al. (1999)
American Society of Clinical Oncology Meating). Otro ensayo clinico de Fase Il con
buenos resultados es el ensayo efectuado con el AMC IOR-R3 en tumores de pulmén
(Crombet T of al. (2000) Cancer Biotherapy and Biopharmaceutical, manuscrito
aceptado).

La inmunoterapia pasiva con el Anticuerpo Monoclonal IOR-R3 especifico contra el
EGF-R, referido en la patente europea EP 586002B1, ha demostrado que la unién
especifica del IOR-R3 al receptor inhibe la unibn del EGF al mismo, e inhibe la
autofosforilacién del Receptor, dependiente de EGF. A su vez, la inmunoterapia pasiva
con IOR-R3 inhibi6 el crecimiento de células tumorales humanas en ratones desnudos,
y ha disminuido la velocidad de crecimiento del tumor de algunos pacientes en ensayo
clinico.

Este sistema también ha sido blanco de inmunoterapia activa especifica de cdncer. Un
ejemplo de ello lo constituye el uso de una vacuna que contiene uno de los principales
ligandos del EGF-R, el EGF, acoplado a una proteina transportadora (US 5,884,018).
Esta vacuna es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos especifica contra el EGF
autdlogo e inhibir la unién del mismo a su receptor, blogueando los mecanismos de
proliferacion desencadenados por esta unién. Estudios preclinicos han mosirado que la
inmunizacién de ratones con EGF autdlogo acoplado a una proteina transportadora en
adyuvante incrementa la sobrevida de ratones transplantados con el tumor ascitico de
Ehrlich (TAE) (Gonzélez G ef al (1998 ), Vaccine Research 5(4):233-243; Gonzélez G et
al (1997) Vaccine Research 6(2):91-100).
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Con una vacuna conteniendo EGF humano recombinante se han reportado los
resultados de un ensayo clinico Fase |, que demuestran la inmunogenicicidad y la no-
toxicidad provocada por la vacunacién. (Gonzélez G et a/ (1998), Annals of Oncology
9:1-5).
Divuigacién de la invencién.
En la presente invencién se propone la utilizacibn de inmunoterapias combinadas,
dirigidas tanto contra el receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina (RTK)
como contra sus ligandos, con el objetivo de potenciar el efecto observado al aplicar de
manera independiente las diferentes formas de inmunoterapia descritas en el estado del
arte, dirigidas solo contra alguno de los componentes del sistema receptorfligando. Esta
potenciacién se justifica por el bloquec conjunto de ambos, ligandos y receptor, en un
método de tratamiento que incluya ambos principios activos.
Més particularmente la invencién se refiere a una combinacién inmunoterapéutica para
el tratamiento de tumores con efecto sobre células cuyo crecimiento es dependiente del
sistema de receptores RTK, la cual comprende la administracién de forma simultanea o
secuencialde A+ B; A+ C;0A+D;6B+C;60B+D;6C+D,dondeA,B,CyD
son:

A.- Un anticuerpo contra un receptor RTK;

B.- Un anticuerpo contra el{los) ligando(s) del receptor RTK;

C.- Una vacuna cuyo principio activo es un receptor de RTK, el cual induce

anticuerpos contra dicho receptor RTK;

D.- Una vacuna cuyo principio es el{los) ligando(s) de un receptor de RTK, el cual

induce anticuerpos contra dichos ligando(s) del receptor RTK;
En una realizacién particular de la invencién, el anticuerpo monocional contra el receptor

RTK es un anticuerpo contra el receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico, R-EGF, y

ap



10

15

20

25

mas especificamente es el anticuerpo humanizado contra el receptor de EGF, el hR3,
depositado con nimero de acceso 851110101 en ECACC, Inglaterra.

En otra materializacion de la invencién el anticuerpo contra el ligando del receptor RTK
seleccionado puede ser un anticuerpo contra el EGF o contra el TGF alfa.

Asimismo la invencion refiere una combinacién inmunoterapéutica donde el principio
activo de la vacuna puede ser el receptor del EGF, el propio EGF o el TGF affa, o un
conjugado de estos principios activos con la protelna p84K de Neisseria meningitis.
Iguaimente la invencién se refiere a un método para el control del crecimiento y/o
proliferacién de células cuyo crecimiento es dependiente del sistema de receptores RTK
el cual comprende el tratamiento con las combinaciones terapéuticas de la invencién, las
cuales pueden ser aplicadas de forma simultanea o secuencial, en cuyo caso dicha
aplicacion de los componentes de la combinacién se realiza en cualquier orden.

Las combinaciones inmunoterapéuticas de la invencién impiden el crecimiento de
células tumorales eliminan dichas células, mediante el bloqueo de receptores RTK y de
sus ligandos. Este bloqueo puede lograrse, entre otras aproximaciones, con la
combinacién, tanto simultidnea como secuencial de inmunoterapias activas (vacunas
terapéuticas) y/o pasivas (Anticuerpos Monoclonales) dirigidas a factores de crecimiento
tales como el Factor de Crecimiento Epidémmico, EGF siglas en Inglés, y el Factor de
Crecimiento Transformante de tipo alfa, TGFo y sus receptores (i.e.EGF-R).

El bloqueo de los factores de crecimiento o de sus receptores provoca un efecto de
detencion de la proliferacion celular. En esta invencién se muestra como el bloqueo
simultdneo tanto de ligandos como de receptores potencia el efecto inhibitorio sobre
dicha proliferacién celular. Este concepto terapéutico es de gran importancia en el
tratamiento de tumores malignos, los cuales tienen como propiedad fundamental un

incremento en la velocidad de proliferacion celular.
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Se describen combinaciones inmunoterapéuticas que provocan el bloqueo de
receptores RTK y/o sus ligandos, mediante la combinacién de inmunoterapia activa y/o
pasiva contra los mismos.

Los procedimientos referidos pueden ser aplicados a pacientes en diferentes estadios
clinicos de tumores de origen epitelial que sobre-expresan el EFG-R.

La combinacién de inmunoterapia activa y pasiva puede ser simultAnea o secuencial en
dependencia de si el procedimiento terapéutico va a ser utillizado en pacientes con
enfermedad avanzada o como terapia adyuvante.

En casos de enfermedad avanzada la combinacién terapéutica propuesta es la
inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monoclonales (AMC) que reconozcan al receptor
RTK y/o AMC que reconozcan a ligandos de dicho receptor, en combinacién con la
terapia onco-especlifica de eleccion, como terapia de ataque; seguido por tratamiento
de inmunoterapia activa con vacunas dirigidas a ligandos de dicho receptor y/o al propio
receptor, para lograr respuestas de mantenimiento del efecto terapéutico.

En casos de terapia adyuvante las combinaciones terapéuticas propuestas son o el
tratamiento de inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monoclonales (AMC) que
reconozcan al receptor RTK y/o AMC que reconozcan a ligandos de dicho receptor
conjuntamente con inmunoterapia activa con vacunas dirigidas a ligandos de dicho
receptor y/o al propio receptor, o la combinacién donde el tratamiento de inmunoterapia
pasiva con Anticuerpos Monoclonales {AMC) que reconozcan al receptor con actividad
quinasa en residuos de tirosina y/o AMC que reconozcan a ligandos de dicho receptor,
como terapia de ataque; es seguido por el tratamiento simultdneo de inmunoterapia
activa con vacunas dirigidas a ligandos de dicho receptor y/o al propio receptor, para
lograr respuestas de mantenimiento del efecto terapéutico.

La invencién se describe mas detalladamente a través de los siguientes procedimientos.

&40
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PROCEDIMIENTO 1: Comblinacién inmunoterapéutica que Incluye inmunotsrapia
pasiva con anticuerpos monocionales que reconozcan al receptor con actividad
quinasa en residuos de tirosina (i.e.EGF-R) y/o a ligandos del receptor {l.e.EGF,
TGFa), seguida por inmunoterapla activa con vacunas dirigidas al receptor y/o
ligandos del receptor, a ser aplicadas en paclentes con tumores epiteliales en
estadios avanzados.

Se administra a pacientes en estadios avanzados de la enfermedad, en los cuales
puede ser aplicable alguna otra forma de terapia onco-especifica.

Se utiliza primeramente una inmunocterapia pasiva con anticuerpos monoclonales que
reconozcan a un receptor con actividad guinasa en residuos de tirosina (i.e.EGF-R) y
que presenten la propiedad de inhibicibn de dicho receptor y/o con AMC que
reconozcan ligandos de dicho receptor (i.e.EGF, TGFa) , con el objetivo de efectuar una
terapia de ataque que tenga como resultado remisién de tumores. Dicha inmuncterapia
pasiva puede administrarse combinada al tratamiento onco-especilfico de eleccion.
Posteriormente se aplica un tratamiento de inmunoterapia activa con Vacunas que
provoquen una respuesta de anticuerpos bloqueadores del receptor (i.e.EGF-R) y/o de
ligandos del receptor (i.e.EGF, TGFa), con el objetivo de efectuar un tratamiento de
mantenimiento para lograr mayores periodos de estabilizacion de la enfermedad, asi
como para evitar aparicién de nuevos focos metastasicos.

El procedimiento consiste en administrar, a pacientes con tumores de origen epitelial en
estadios avanzados, entre 4 y 20 dosis en un rango entre 100 y 400 mg de AMC que
reconozcan al EGF-R y que tengan la propiedad de inhibir dicho receptor, y/o de AMC
que reconozcan ligandos del mismo, con un tiempo entre cada dosis que oscilara entre
6 y 10 dias. Este tratamiento puede durar de 1 a 24 meses, en combinacién con la

terapia onco-especifica de eleccion. Se continuara el tratamiento hasta regresion
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tumoral completa o parcial 6 cualquier reaccion de toxicidad que requiera la detencién
del mismo.

Entre 1 y 4 semanas después de terminado el tratamiento con AMC se iniciardn
esquemas de inmunizacién con vacunas dirigidas al EFG-R 6 a algln ligando del EGF-
R (i.e. EGF, TGFa)}, unido a una protelna que funcione como transportadora (i.e. la
proteina recombinante P64k de Neisseria Meningitidis) y administrado en un adyuvante
, que pudiera ser alimina(entre 1 y 2 mg/ dosis), Montanide ISA 51 (entre 0.8 y 1.2 ml
por dosis) u otro. Cada dosis contiene entre 50 y 800 ug del principio activo (receptor o
ligando) unido a la proteina transportadora, en un volumen final de entre 0.6 y 5 mis. El
esquemna a utilizar es de entre 5 y 8 inmunizaciones iniciales para induccién de
respuesta, con frecuencia que pudiera ser desde semanal hasta quincenal. Las
inmunizaciones pueden estar precedidas de dosis de ciclofosfamida que pueden
encontrarse entre 100 y 500 mg/m? de masa corporal, suministrados entre 2 y 4 dias
antes de la 1ra inmunizacion.

Las vacunas pueden estar formuladas en algiin otro vehlculo vacunal (i.e.liposomas,
vacunas ADN, vectores virales)

Las vacunas pueden formularse como productos independientes o dentro de una misma
formulacion vacunal.

En este periodo se realizaran extracciones de sangre para medicion de pardmetros de
bioquimica sangufnea y titulos de anticuerpos especificos contra el ligando o receptor al
que esta dirigido la vacuna. Dichas extracciones se realizardn con una frecuencia que
puede ser desde semanal a mensual.

Posteriorments, se realizan reinmunizaciones a la calda de los titulos, con frecuencia

que pudiera ser desde mensual a trimestral, por un periodo de entre 1 y 2 afios.

QL



10

15

20

25

PROCEDIMIENTO 2: Combinacién Inmunoterapéutica que incluye inmunoterapia
pasiva con anticuerpos monoclonales que reconozcan al receptor con actividad
quinasa en residuos de tirosina (l.e.egfr) y/o a ligandos del receptor (l.e.egf, tgfc),
conjuntamente con inmunoterapia activa con vacunas dirigidas al receptor y/
ligandos del receptor, como tratamlento adyuvante

Se administra al paciente, inmediatamente después del diagndstico y/o tratamiento
quinirgico un tratamiento de inmunoterapia pasiva con AMC que reconozcan a un
receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina (i.e. EGF-R) y que presente la
propiedad de inhibicion de dicho receptor y/o a ligandos de dicho receptor (i.e.EGF,
TGFa), conjuntamente con un tratamiento activo con Vacunas que provoquen una
respuesta de anticuerpos bloqueadores del receptor (i.e.EGF-R) y/o de ligandos de
dicho receptor (i.e.EGF, TGFa).

Estos tratamientos, administrados de forma conjunta tendrdn un efecto sinérgico,
logrando mayores % de regresiones y/o estabilizaciones clinicas de la enfermedad.

El procedimiento consiste en administrar, a pacientes con tumores de origen epitelial en
estadios avanzados, entre 4 y 20 dosis en un rango de 100 y 400 mg de AMC que
reconozcan al EGF-R, que presente la propiedad de inhibicién de dicho receptor, y/o
de AMC que reconozcan ligandos del mismo, con un tiempo entre dosis de entre 6 y 10
dias. Este tratamiento puede durar de 1 a 24 meses. Se continla el tratamiento hasta
regresion tumoral completa o parcial 6 cualquier reaccién de toxicidad que requiera la
detencién del mismo.

Conjuntamente se aplican inmunizaciones con vacunas que reconozcan ligandos y/o
receptor, con igual esquema que el descrito en el procedimiento #1.

PROCEDIMIENTO 3: Combinacién inmunoterapéutica incluye inmunoterapla

pasiva con anticuerpos monoclonales que reconozcan al receptor con actividad
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quinasa en residuos de tirosina {i.e.egf-r) y/o a ligandos del receptor (l.e.efg, tgfx),
segulda por Inmunoterapia activa con vacunas dirigidas al receptor y/o ligandos
del receptor, a ser aplicadas en pacientes como terapia adyuvante.

Se administra al paciente inmediatamente después del diagnéstico y/o tratamiento
quirnirgico.

Se utiliza primeramente una inmunoterapia pasiva con anticuerpos monoclonales que
reconozcan a un receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina (i.e.EGF-R) y
que presenten la propiedad de inhibicion de dicho receptor y/o con AMC que
reconozcan Iigand.os de dicho receptor (i.e.EGF, TGFa) , con el objetivo de efectuar una
terapia de ataque que tenga como resultado remisién de tumores.

Posteriormente se aplica un tratamiento de inmunoterapia activa con Vacunas que
provoquen una respuesta de anticuerpos bloqueadores del receptor (i.e.EGF-R) y/o de
ligandos del receptor (i.e.EGF, TGFa), con el objetivo de efectuar un tratamiento de
mantenimiento para lograr mayores intervalos libres de enfermedad, asl como para
evitar aparicidon de nuevos focos metastasicos.

El procedimiento consiste en administrar, a pacientes con tumores de origen epitelial en
estadlios avanzados, entre 4 y 20 dosis de entre 100 y 400 mg de AMC que reconozcan
al EGF-R, que presents la propiedad de inhibicidén de dicho receptor, y/o de AMC que
reconozcan ligandos del mismo, con un tiempo entre dosis de entre 6 y 10 dias. Este
tratamiento puede durar entre 1 y 24 meses. Se continuard el tratamiento hasta
regresién tumoral completa o parcial 6 cualquier reaccién de toxicidad que requiera la
detencién del mismo.

Entre 1 y 4 semanas después de terminado el tratamiento con AMC se iniciardn
esquemas de inmunizacién con vacunas dirigidas al EFG-R ¢ a algin ligando del EGF-

R (i.e. EGF, TGFa), siguiendo igual esquema que el detallado en el procedimiento #1.

0y
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EJEMPLOS DE REALIZACION:

Ejemplo 1: Esquema de Inmunizacién con Vacuna EGF utilizando alGmina como
adyuvante en paclentes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF (US 5,894,018), usando P84 como proteina transportadora y alimina como
adyuvante, se realizé un ensayo clinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 1.1 (MMG) fue incluido en el ensayo con diagndstico de carcinoma
epidermoide metastasico de puimén, con enfermedad en progresién, considerdndose
no elegible para ningan otro tratamiento onco-especifico.

Se inmunizd con un esquema consistente en la administracion de 5 dosis iniciales de la
composicién vacunal conteniendo 50ug de EGF y 2 mg de almina, administradas en
los dias 1, 7, 14, 21 y 51.

Se realizaron extracciones de sangre para determinaciones de bioquimica sanguinea y
titulos de anticuerpos especilficos contra el EGF en los dias 0, 15, 30, 45, 60 y después
mensualmente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaluidndose como
resultado de titulo de anticuerpos el valor de méaxima dilucién de suero que da un
resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la media
de los blancos del ensayc )

Al detectarse una calda en los titulos de anticuerpos, se realizé un re-inmunizacién con
igual dosis de vacuna.

El paciente desarrollé una respuesta de anticuerpos anti-EGF con titulos méximos de

hasta 1:8000, con una cinética como se muestra en la Figura 1.
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Después del inicio de la Vacunacién el paciente mosird una estabilizacién clinica y
radiolégica de la enfermedad hasta el mes 15. El paciente fallece a los 23.2 meses
después de iniciada la vacunacién

Ejemplo 2: Esquema de inmunizacidn con Vacuna EGF utilizando Montanide
ISA51 como adyuvante en pacientes con céincer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P84 como proteina transportadora y Montanide ISA51 como adyuvante,
se realiz6é un ensayo clinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 2.1 (AMG) fue incluido en el ensayo con diagnéstico de carcinoma
epidermoide de pulmén, con enfermedad en progresién, considerdndose no elegible
para ningdn otro fratamiento onco-especifico.

Se inmunizé con un esquema consistente en la administracion de 5 dosis de la
composicién vacunal conteniendo 50 ug de EGF, en un volumen total de entre 0.6 mis,
mezclado hasta emulsificaciéon con igual volumen de Montanide ISA 51 inmediatamente
antes de su administracion, en los dias 1, 7, 14, 21 y 51.

Se realizaron extracciones de sangre para determinaciones de bioquimica sanguinea y
titulos de anticuerpos especlificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30, 45, 60 y después
mensualmente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaludndose como
resultado de titulo de anticuerpos el valor de méxima dilucién de suero que da un
resultado pasitivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la media
de los blancos del ensayo )

Al detectarse una caida en los titulos de anticuerpos, se realizé un re-inmunizacién con

igual dosis de vacuna.
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El paciente desarrolié una respuesta de anticuerpos anti-EGF con titulos méaximos de
hasta 1. 32000, con una cinética como se muestra en la Figura 2.

Después del inicio de la Vacunacién el paciente mostré6 una estabilizacién de la
enfermedad hasta el mes 12, en el que se diagnosticd una regresién tumoral por
criterios tanto clinicos como radiolégicos (Figura 3).

En el mes 14 aparece un 2% tumor primario. Fallece de una complicacién quirirgica al
mes 18 después de incluido en el ensayo.

Ejemplo 3: Eaquema de inmunizacién con Vacuna EGF utilizando AlGmina como
adyuvante y un tratamiento anterior a la vacunacién con baja dosis de
ciclofosfamida en paclentes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P84 como protelna transportadora y Alimina como adyuvante, después
de un pre-tratamiento con ciclofosfamida en baja dosis, se realizé un ensayo clinico en
el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 3.1, FNR, fue incluido en el ensayo con diagnéstico de carcinoma
epidermoide de pulmén, con enfermedad en progresion considerdndose no elegible
para ningdn otro tratamiento onco-especlfico.

Se trat6 con una dosis de 100 mg/m? de superficie corporal de Ciclofosfamida, 3 dias
antes de ser inmunizado con la Vacuna EGF, con un esquema consistente en la
administracion de 5 dosis de la composicién vacunal conteniendo 50 ug de EGF y 2 mg
de aldmina, administradas en los dlas 1, 7, 14, 21 y 51.

Se realizaron extracciones de sangre para determinaciones de bioquimica sanguinea y
titulos de anticuerpos especificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30, 45, 60 y después

mensualmente.
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Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA, evaludndose como
resultado de titulo de anticuerpos el valor de méxima dilucién de suero que da un
resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la media
de los blancos del ensayo)

Al detectarse una caida en los titulos de anticuerpos, se realizé un re-inmunizacién con
igual dosis de vacuna.

El paciente desarrollé una respuesta de anticuerpos anti-EGF, con titulos méximos de
hasta 1:8000, como se muestra on la Figura 4.

Después del inicio de la Vacunacion el paciente ha mostrado una estabilizacién de la
enfermedad hasta el mes 19.

Ejemplo 4: Esquema de inmunizacién con Vacuna EGF utilizando Montanide ISA
51 como adyuvante y un tratamiento anterior a la vacunacién con baja dosla de
ciclofoasfamida en pacientes con cincer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P84 como proteina transportadora y Alimina como adyuvante, después
de un pre-tratamiento con ciclofosfamida en baja dosis, se realizé un ensayo clinico en
el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 4.1, JPG, fuae incluido en el ensayo con diagnédstico de adenocarcinoma de
pulmén, células no pequefias, enfermedad en progresién considerdndose no elegible
para ningdn otro tratamiento onco-especifico.

Se tratd con una dosis de 100 mg/kg peso corporal de Ciclofosfamida, 3 dias antes de
ser inmunizado con la Vacuna EGF, con un esquema consistente en la administracion
de 5 dosis de la composicion vacunal conteniendo 50 ug de EGF en un volumen total de
0.6 mis, mezclado hasta emulsificacién con igual volumen de Montanide ISA 51

inmediatamente antes de su administracién, en los dias 1, 7, 14, 21 y 51,

Y9
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Se realizaron extracciones de sangre para detemmninaciones de bioquimica sanguinea y
titulos de anticuerpos especificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30, 45, 60 y después
mensuaimente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaluandose como
resultado de titulo de anticuerpos el valor de méxima dilucibn de suero que da un
resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la media
de los blancos del ensayo )

Al detectarse una calda en los titulos de anticuerpos, se realizé un re-inmunizacién con
igual dosis de vacuna.

El paciente desarrollé una respuesta de anticuerpos anti-EGF con titulos médimos de
hasta 1:400000, como se muestra en la Figura 5.

Después del inicio de la Vacunacion el paciente mostrd una estabilizacion de la
enfermedad hasta el mes 6

Ejemplo 5: Inmunogenicidad de la vacunaclén con EGF y relacién con
establlizacién de la enfermedad en pacientes con céncer.

En un ensayo Clinico Fase |, 10 pacientes de Cancer de pulm6n de células no
pequefias (NSCLC) en estadios Il y IV, fueron tratados con un esquema consistente en
la administracién de 5 dosis iniciales de la composicion vacunal conteniendo 50ug de
EGF y 2 mg de alimina, administradas en los dlas 1, 7, 14, 21 y 51.

En el mismo ensayo otros 10 pacientes de Céncer de puimén de células no pequefias
(NSCLC) en estadios |ll y IV, se inmunizaron con un esquema consistente en la
administracién de 5 dosis de la composiciéon vacunal conteniendo 50 ug de EGF , en un
volumen total de entre 0.6 mis, mezclado hasta emulsificacién con igual volumen de

Montanide
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Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA, evaluandose como
resultado de titulo de anticuerpos el valor de maxima dilucién de suero que da un
resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O. por encima del doble de la
media de los blancos del ensayo).

En el referido ensayo el 50% de los pacientes desamollaron una rqspuesta de
anticuerpos con titulos de 1:4000 o mayores (grupo GAR). En el otro 50% de los
pacientes los titulos alcanzados fueron menores de 1:4000 (grupo BAR).

Del grupo GAR, el 87.5% mostraron una estabilizacién clinica y radiolégica de la
enfermedad igual o mayor a 3 meses, después de iniciado el tratamiento.

Del grupo BAR solo e! 11.1% de los pacientes mostraron una estabilizacién clinica o y
radiolégica igual o mayor a 3 meses (Tabla 1).

Estos datos demuestran la relacién existente entre los niveles de respuesta de
anticuerpos anti-EGF y la estabilizacién tumoral.

Tabla 1: Relaciéon de respuesta de anticuerpos y estabilizacion clinica y radiolégica de la

enfermedad.
% de pacientes Estabilizacién de al menos
3 meses, % de pacientes
GAR 50% 87.5%
[BAR 50% 11.1%

Ejemplo 6: Inmunogenicidad de la vacunacién con EGF y relaclén con la
sobrevida de paclentes con cancer sometidos a dicho tratamiento.

Cuarenta pacientes de NSCLC, estadios Il y IV, fueron tratados en grupos de 10 con
los esquemas detallados en los ejemplos 1,2,3y 4.

Fueron caracterizados como GAR y BAR segun los criterios expuestos en el ejemplo 6.
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Del total de pacientes tratados en todos los esquemas, el 50% resulta ser GAR y el 50%
BAR.

Al hacer una comparacién de las sobrevidas alcanzadas por los pacientes GAR con las
alcanzadas por los pacientes BAR, resulté haber una diferencia estadisticamente
significativa, con una mediana de sobrevida (SV) para GAR de 9.1 meses, y una
mediana de SV para BAR de 4.5 meses (p<0.02). Este resultado puede observarse en
la Figura 6.

EJemplo 7: Efecto terapéutico de la combinacién de Radloterapia y del AMC IOR-
Ra:

El paciente RML, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de base de
lengua, etapa IV fue incluido en el ensayo clinico de uso combinado del AMC IOR-R3 y
radioterapia (RTP). Recibié 6 veces la dosis de 200 mg del AMC, con frecuencia
semanal. La dosis acumulada del AMC fue de 1200 mg y la dosis radiante fue de 60 Gy.
Al terminar la terapia combinada el paciente evidencié remisién completa del tumor
primario y sus metéstasis (Figura 7). Esta respuesta se mantuvo por més de 13 meses.
Ejemplo 8: Efecto tarapéutico de la combinacién de Radioterapia y del AMC IOR-
R3:

El paciente EPG, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de amigdala
con adenopatias cervicales, etapa lll, fue incluidlo en el ensayo de tratamiento
combinado del anticuerpo monoclonal humanizado hR3 (depositado con nimero de
acceso 951110101 en ECACC, Inglaterra) y RTP. Recibié 200 mg del AMC , con
frecuencia semanal, durante 6 semanas, y una dosis radiante de 64 Gy.

Al finalizar el tratamiento, este paciente mostré remisién completa de la lesién tumoral

(figura B) y la respuesta se mantuvo por méas de 13 meses.
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EJemplo 9: Efecto terapéutico de la combinacién de Radioterapia y del AMC IOR-
R3:

El paciente CHA, diagnosticado como poriador de tumor de amigdala, en etapa IV, con
adenopatias cervicales bilaterales fue incluido en el ensayo de tratamiento combinado
del hR3 y RTP. Recibié dosis de 400 mg con frecuencia semanal, durante 6 semanas,
para una dosis acumulada de 2400 mg. Concurrentemente recibié una dosis radiante de
84 Gy. Al finalizar el tratamiento este paciente se encontraba en remisién completa del
tumor primario y las metastasis loco-regionales (Figura 8). Esta respuesta se mantiene
por 12 meses.

Ejemplo 10: Evaluacién de combinacién de terapla pasiva con anticuerpo antl-
EGF-R (IOR-R3) y anticuerpo monoclonal anti-ligando del EGF-R (EGF-1) en
ratones atimicos.

Evaluacién de efecto anti-tumoral en relacidn con las dosis administradas. Este
experimento simula ademds el posible efecto de la administracion combinada del AMC
anti-EGF-R y la Vacuna EGF, ya que esta lltima provoca una respuesta de anticuerpos
anti-EGF que ejerce el mismo efecto que la administracién pasiva de anticuerpos
monoclonales con esa especificidad, con la ventaja adicional que la respuesta de
anticuerpos lograda por vacunacién puede ser mantenida en el tiempo, como se puede
observar en los ejemplos 1, 2, 3 y 4, en los que se demuestra la cinética de titulos de
anticuerpos en pacientes inmunizados con dicha vacuna.

Siete diferentes grupos de ratones atimicos de fondo genético NMRI (poblacién
abierta), fueron inmunizados con :

Grupo 1: 10 dosis de 0.5 mg del AMC EGF-1, por via intraperitoneal y con frecuencia
diaria.

Grupo 2: 10 dosis de 1 mg AMC EGF-1, por via intraperitoneal y con frecuencia diaria.



10

15

20

25

19

Grupo 3: 10 dosis de 0.5 mg del AMC IOR-R3, por via intraperitoneal y con frecuencia
diaria.

Grupo 4: 10 dosis de 1 mg del AMC I0R-R3, por via intraperitoneal y con frecuencia
diaria.

Grupo 5: 10 dosis de PBS, por via intraperitoneal y con frecuencia diaria (control
negativo).

Grupo 8: 10 dosis de la combinacion de 0.5m g de EGF-1 y 0.5 mg de IOR-R3, por via
intraperitoneal y con frecuencia diaria

Grupo 7: 10 dosis de la combinaciéon de 1m g de EGF-1 y 1 mg de IOR-R3, por via
intraperitoneal y con frecuencia diaria

El mismo dfa del inicio del tratamiento se les trasplanta 1 x 10° células de la linea
tumoral humana H125, que sobre-expresa el EGF-R.

Las Figuras 10 y 11 muestran los resultados obtenidos. Se produce una potenciacién
del efecto anti-tumoral al combinar ambos tratamientos, y el mismo se hace mayor al
aumentar las dosis aplicadas.

Ejempio 11: Esquema de fratamliento combinado AMC IOR-R3/ Vacuna EGF en
pacients con tumor en estadio avanzado:

El paciente ARP, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de cabeza y
cuello, recibié un tratamiento combinado secuencial de AMC IOR-R3 y Vacuna EGF.
Recibié 6 dosis de 200 mg del AMC, con frecuencia semanal, du.rante 6 semanas,
conjuntamente con 30 dosis de radioterapia, 5 dosis por semana por 8 semanas, para
una dosis radiante acumulada de 60 Gy.

Al finalizar el tratamiento estaba en remisién completa del tumor primario.

Un mes después de finalizado el tratamiento con el AMC, se inicid un esquema de

inmunizacién con la Vacuna EGF.
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Recibidé 5 dosis de 50 ug de EGF conjugado a P64, en un volumen total de 0.6 mis,
mezclado hasta emulsificacién con 0.6 ml de Montanide ISA 51 en el momento de la
inmunizacién. Las inmunizaciones se realizaron en los dias 1,7,14,21 y 51.

El paciente se mantiene en seguimiento.

Ejemplo 12: Esquema de tratamlento combinado AMC IOR-R3/ Vacuna EGF como
terapia adyuvante:

El paciente MRM, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de pulmén,
fue sometido a intervencién quirlrgica.

Un mes después del acto quinirgico, el paciente inici6 un tratamiento combinado
simultaneando la inmunoterapia pasiva con el AMC IOR-R3 y la vacuna EGF. En la
(Figura 12) se detalla el esquema de intervalos de dosificacién del tratamiento recibido.
El paciente se encuentra en seguimiento.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS:

Figura 1: Cinética de respuesta de anticuerpos anti-EGF en paciente MMG, inmunizado
segun se detalla en el ejemplo 1. Las flechas indican tiempos en que se realizaron re-
inmunizaciones.

Figura 2: Cinética de respuesta de anficuerpos del paciente AMC, inmunizado segin se
detalla en el ejemplo 2. Las flechas indican tiempos en que se realizaron re-
inmunizaciones.

Figura 3: Regresién tumoral observada en el paciente AMC. En la imagen de la
izquierda se observa masa tumoral existente al inicio del tratamiento. En la imagen de la
derecha se observa que a los 12 meses de iniciado dicho tratamiento la masa tumoral

habla desaparecido.
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Figura 4: Cinética de respuesta de anticuerpos anti-EGF en el paciente FNR,
inmunizado seg(in se detalla en el ejemplo 3. Las flechas indican tiempos en que se
realizaron re-inmunizaciones.

Figura 5. Cinética de respuesta de anticuerpos anti-EGF del paciente JPG, inmunizado
segun se detalla en el ejemplo 4. Las flachas indican tiempos en que se realizaron re-
inmunizaciones.

Figura 6: La figura muestra las curvas Kaplan Meyer de los grupos de pacientes con
altas respuestas anti-EGF (GAR) y con bajas respuestas anti-EGF (BAR), asl como la
de un grupo control historico.

Puede observarse que los GAR presentan un incremento de sobrevida significativo
comparados tanto con GAR como con los controles histéricos.

Figura 7: Demostracion grafica de remisién del fumor en paciente RML, tratado como se
detalla en ejemplo 7.

Figura 8: Demostracién gréfica de regresion tumoral en paciente EPG tratado segin se
detalla en el ejemplo 8.

Figura 9: Demostracién grafica del tumor en paciente CHA, tratado como se detalla en
el ejemplo 9.

Figura 10: Grupos de ratones inmunizados con0.5 mg de cada uno de los AMC IOR-R3
. EGF-1, y con la combinaciéon de 0.5 mg de IOR-R3 + 0.5 mg de EGF1, como se
detalla en el ejemplo 10. Se observa un efecto sinérgico de disminucién del crecimiento
tumoral en el grupo tratado con la combinacién de ambos AMC.

Figura 11; Grupos de ratones inmunizados con 1mg de cada uno de los AMC IOR-R3,
EGF-1, y con la combinacién de 1 mg de IOR-R3 + 1 mg de EGF1, como se detalla en
el ejemplo 10. Se observa un efecto sinérgico de disminucién del crecimiento tumoral

en el grupo tratado con la combinacién de ambos AMC.
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Figura 12: Tratamiento combinado conjunto del AMC IOR-R3 y la Vacuna EGF:
Las flechas por encima del eje de tiempo significan las fechas de administracién del
AMC (dias 1,7,14,21,28 y 35) y las flechas por debajo del eje de tiempo significan los

tiempos de las inmunizaciones con la Vacuna EGF (dias 2,8,15,22,y 52).



23

REIVINDICACIONES

1. Una combinacién inmunoterapéutica para el tralamiento de tumores, la cual tiene
efecto sobre células cuyo crecimiento es dependiente del sistema de receptores RTK,
5 caracterizada porque dicha combinacién comprende la administracion de forma
simultdnea o secuencialde A+B; 6 A+C; A+D;6B+C; 6B +D; 6 C + D, donde
A, B, CyDson:
A.- Un anticuerpo contra un receptor RTK;
B.- Un anticuerpo contra el(los) ligando(s) del receptor RTK;
10 C.- Una vacuna cuyo principio activo es un receptor de RTK, el cual induce
anticuerpos contra dicho receptor RTK;
D.- Una vacuna cuyo principio es el(los) ligando(s) de un receptor de RTK, el cual
induce anticuerpos contra dichos ligando(s) del receptor RTK;
2. Una combinacion segun la reivindicacién 1 donde el anticuerpo monoclonal contra el
15 receptor RTK es un anticuerpo contra el receptor del Factor de Crecimiento
Epidémico, R-EGF.
3. Una combinacién segtn la reivindicacién 2 donde el anticuerpo contra el receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico, R-EGF, es un anticuerpo humanizado.
4. Una combinacién segin la reivindicacién 3 donde el anticuerpo humanizado contra el
20 receptor de EGF es ol hR3, depositado con nimero de acceso 851110101 en
ECACC, Inglaterra.
5. Una combinacién segin la reivindicacién 1 donde el anticuerpo contra el ligando del
receptor RTK es un anticuerpo contra el EGF.
6. Una combinacién segun la reivindicacion 1 donde el anticuerpo contra el ligando del

25 receptor RTK es un anticuerpo contra el TGF alfa.
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7. Una combinacioén segin las reivindicaciones de la 1 a la 6 donde el principio activo
de la vacuna es el receptor del EGF.

8. Una combinacion segun las reivindicaciones de la 1 a la 6 donde el principio activo
de la vacuna es el EGF.

8. Una combinacién segin la reivindicacion 8 donde el principio activo de la vacuna
comprende un oor_tjugado entre la proteina p84K de Neisseria meningitis y el EGF.
10.Una combinacién segln las reivindicaciones de la 1 a la 6 donde el principio activo

de la vacuna es el TGF alfa.

11. Una combinacién segin la reivindicacién 10 donde la vacuna comprende como
principio activo un conjugado entre la proteina p84K de Neisseria meningitis y el TGF
alfa.

12.Un método para el control del crecimiento y/o proliferacién de células cuyo
crecimiento es dependiente del sistema de receptores RTK caracterizado porque
comprende el tratamiento con una de las combinaciones terapéuticas definidas en
cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11.

13.Un método segin reivindicacion 12 caracterizado porque las combinaciones pueden
ser aplicadas de forma simultédnea o secuencial.

14.Un método segin reivindicacién 13 caracterizado porque cuando se aplican las
combinaciones de forma secuencial, la aplicacion de los componentes de la

combinacion se realiza en cualquier orden.

59
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RESUMEN

La presente invencidn se relaciona con el campo de la Inmunologila y més
especificamente con la inmunoterapia del cancer, particularmente con combinaciones
inmunoterapéuticas y métodos de tratamiento para impedir el crecimiento de células
tumorales y/o eliminar dichas células.

Los métodos descritos en la presente invencién se basan en el bloqueo de receptores
con actividad de protelnas quinasas en residuos de tirosina (RTK) y de ligandos para
dichos receptores.

Se describen combinaciones inmunoterapéuticas que provocan el bloqueo de
receptores RTK y/o sus ligandos, mediante la combinacidn de inmunoterapia activa y/o
pasiva contra los mismos y los procedimientos referidos pueden ser aplicados a
pacientes en diferentes estadios clinicos de tumores de origen epitelial que sobre-
expresan estos receptores. La combinacién de inmunoterapia activa y pasiva puede ser
simultanea o secuencial en dependencia de si el procedimiento terapéutico va a ser

utilizado en pacientes con enfermedad avanzada o como terapia adyuvante.
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" INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT International application No. PCT/CU01/0001

. Basls of the report

1. With regard to the elements of the international application {Replacement sheets which have been fumished to
the receiving Office in response lo an invitalion under Arlicle 14 are referred to in this report as “originally filed”
and are not annexed lo this report since they do not conialn amendments (Rules 70.16 and 70.17)).
Description, pages:

1-12 as rocelved on 11/03/2003 with letter of 06/03/2003
Claims, No.:

1-11 as recelved on 1103/2003 with letter of 06/03/2003
Drawings, sheets:

1/8-8/8 ’ as recsived on 03/01/2002 with letter of 03/01/2002

2. With regard to the language, all the slements marked above were available or fumished to this Authority in the
language In which the international appllcation was filed, unless otherwlse indicated under this hem.

These elemants were avallable or furnished to this Authority In the following language: english , which is:

& the language of a transiation fumished for the purposes of the international search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the International application (under Rule 48.3(b)).

& the language of a transiation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under Rule
55.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed In the Intemational application, the
international preliminary examination waa carrded out on the basis of the sequence listing:

contalned in the international application in written form.

filad together with the international application in computer readable form,
furnlshad subsequently to this Authority in written form.

furnished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disciosure ir
the international application as filed has been furnished.

The statement that the informafion recorded in computer readable form is identical to the writien sequence
listing has been fumished.

0O OOoOooan

4. The amendments have resulied in the canceliation of:

O the description, pages:
O the claims, Nos.:
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O thedmwings, sheets:

5. 0 This report has been established as it {some of) the amendments had not been made, since they have been
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)):

(Any replacement sheet containing such amendments must be refarred {o under item 1 and annaxed {o this

report.)

8. Addittonal observations, H neceasary:

abe separatie sheet

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novalty, Inventive atep or industrial applicability;
citations and explanations supporting such atatement

1. Statement
Novulty (N) Yes:
No:
inventive step (I1S) Yes:
No:

industrial applicability (IA) ~ Yes:

2. Chations and explanations
see separate sheet

Claims
Claims

Claims
Claims

Clalma
Claims

1-11

1-11
1-11
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Internatlonal application No. PCT/CU01/00012
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET :

6.1

6.2

6.3

6.4

2.1

SECTION |
Additional observations:

The amendments filed with the letter dated 06.03.03 do not appear to contravene
Article 34(2)(b) PCT.

This preliminary examination report takes into account the content of the
Applicants’ letter of 06.03.03 in reply to the written opinion dated 07.02.03, as well
as the additional technical information provided therein.

Taking into account the amendments carried out in the description, the drawing
sheets 1/8-8/8 filed with letter of 03.01.02 should have also been amended and
renumerated. Thus it seems that present Figures 10 and 11 (on drawing sheet
7/8) should hava been deleted and present Figure 12 should have been
renumerated as Figure 10.

The following inconsistency between the newly filed translated version of the
description and the corresponding Spanish version as originally filed has been
noticed:

While present page 5, lines 3-5 reads "... an adequate adjuvant i.e alum (between
1 and 2 mg/doss) or Montanide ISA 51(betwean 0.6 and 1.2 ml/dose)" a direct
translation of the Spanish version should have refarred to an adjuvant "which
could be alum (between 1 and 2 mg/dose), Montanide ISA 51(between 0.6 and
1.2 ml/dose) or another one”.

) SECTION V
CITATIONS AND EXPLANATIONS

The following document has been considered for the purposes of this report:

D1: EP-A-0586002 (cited inthe application)
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Document D1 discloses a monoclonal antibody (MoAb) diracted against the
epidermal growth factor receptor (EGF-R), which MoAb possesses certain
properties that rander it useful for passive immunotherapy within the treatment of
malignant neoplasms or pre-neoplastic diseases. Therapeutic compositions
suitable for passive immtinotherapy (e.g. for the treatment or prevention of
malignant neoplasms or pre-neoplastic diseases, especially in central nervous
system tumors of the head and neck, and breast and lung adenocarcinomas)
comprising such an anti-EGF-R MoAb together with a MoAb directed against EGF
are described and claimed in D1 (cf page 8, lines 31-44 and Claim 18).

The present disclosura describes that an immunotherapeutic combination for the
treatment of cancer in patients with tumors of epithelial origin that over-express
EGF-R, in different clinical stages, which includes passive immunotherapy with
MoAbs directed against EGF-R and/or its ligands (e.g. EGF, TGF alpha) followed
by active immunotherapy with vaccines directed aguainst the EGF-R and/or its
ligands (according to the procedures 1, 2 and 3 described on pages 4-7), leads to
improved results in terms of disease stabilization or regression.

The desirable effect obtainable by using the aforementioned immunotherapeutic
combination appears to be neither disclosed not rendered obvious by the
available prior art.

The additional experimental information provided by the applicants with their letter
dated 06.03.03 substantiates that, by means of employing the therapeutical
approaches presently described in Examples 10 and 11 the expected results
which represent the technical solution to the problem posed are indeed achieved,
i.e. survival in the case of both head and neck cancer patients (cf Exampie 10)
and lung cancer patients (cf Example 11).

In line with the foregoing the presence of an inventive step associated with the
claimed solution according to present Claims 1-11, i.e. immunotherapeutic kits for
the treatment of tumors, can in principle be acknowledged insofar as the relevant
components of the kit A, B, C and D as defined in Claim 1 relate to the receptor
with tyrosine kinase activity EGF-R and its ligands (e.g. EGF and TGF aipha).
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2.3

Notwithstanding the above, the available experimental evidence is not sufficient to
ascertain that corresponding survival results providing an effective solution to the
problem posed could be similarly achieved employing therapeutic approaches
equivalent to those of Examples 10 and 11, but having as target any possible
receptor with tyrosine kinase activity (RTK) different from EGF-R. Thus, under its
present wording independent Claim 1 and dependent Claims 2-11 cannot be
acknowledged as inventive over their whole scope, contrary to Art. 33(3) PCT.

Eurther comments

The subject-matter presently claimed which does nor rely on the combination of
passive immunotherapy with MoAbs directed against EGF-R and/or its ligands
(e.g. EGF, TGF alpha) and active immunotherapy with vaccines directed against
the EGF-R and/or its ligands, for the purpose of treating cancer in patients with
tumors of epithelial origin that over-express EGF-R, is considered to iack support
in the description within the meaning of Art. 6 PCT and is not sufficiently disclosed
in the application as originally filed, contrary to the requirements of Art. 5 PCT.
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Sollcitud Intemacional Na.
PAGINA ANEXA PCTACUO1M00012
Seceldn:

68 Observacions adicionales:

6.1 Las modificaciones pressntadas con la carta de facha 08.03.03 no parecen infringir o articule 34 (2) (b) PCT.

6.2 Se tiene en cuemnta an aste Informe de examean preliminar el contenido de la carta del solicitants de 08-03-03 en
respuesta a la opinién escrita de fecha 07.02.03, tamblién como la Informacién téenica adiclonal suminietrada en
ella.

6.3 Teniendo en cuenia las comecciones llevadas a cabo en la descripclén, las hojas de los dibujos 1/8-8/8 presen-
tadas con Ia carta del 03.01.02 debarfan también ser comegidas y enumeradas. Parece entonces que las presen-
tes figuras 10 y 11 (en la pagina de dibujo 7/8 deberia cancelares y la presente Figura 12 deberia volverse a enu-
merar como la Figura 10.

6.4 La siguients inconsistencia ae ha notado enire la nueva version traducida pressntada de i descripcitn y la co -
mrespondlents veraldn an Espafiol que originaimente fue pressntada:

mientras que la presents pagina 5, lineas 3-5 sa lee “... Un coadyuvants adecuado . alumbre (entre 1 y 2
mg/dosls) o Montankie ISA 51 (entre 0.8 y 1.2 ml/dosis)” una traduccién directa de la varsidn de Espafiol
deberia referirea a un coadyuvants, "el cual pueds ser alumbre (entre 1 y 2 mg/dosis), Montanide ISA 51 (entre
0.8 y 1.2 ml/doasis) u oira.

Secclén V:

2 CITACIONES Y EXPLICACIONES

2.1 Se ha conskierado el sigulente documento para el propéaito de este Informe:
D.1: EP-A-0580002 (citado en la solicitud)

El documento D1 revela un anticuerpo monocional (MoAb) dirigido en contra de receptor del factor de crecimiento
(EGF-R), cuyo MoAb poses clertas propledades que proporcionan una utllidad para la inmuncterapla pasiva dentro
del tratamiento de neoplasmas malignoe o enfermedades pre-neoplésico. Composicionss terapéuticas disponibles
para la inmunoterapla pasiva (e.) para el tratamilento o la prevencién da neclasmas malignos o enfermedades pre-
neoplésico, espaciaiments an los tumores del slstema nervioso central de la cabaza y el cusllo, y el pacho y ade-
nocarcinomasdel puimén) comprendisndo un ani-EGF-R MoAb junto con un MoAb dirigide en contra del EGF se
describen &n lo reclamado por D1 (pégina 8, lineas 31-44 y relvindicacién 18),

2.2 La presents revelacién describe que una combinacion Inmunotsrapéutica pam el tratamiento de cdncer en pa -
clentes con tumorea de origen epitelial que sobreexpresan EGF-R, en diferentes atapas clinicas, que Incluye
inmunoterapla pasiva con MoAbs dirigido en contra de EGF-R y/o sus ligantes (e.]. EGF, TGF alfa) seguldo por
una Inmunoterapia activa con vacunae dirigidas en contra de EGF-R y/o sus ligantes (de acuerdo a sus proce -
dimientos 1,2 y 3 deactitos en las péginas 4.7), conlisva a resultados melorados sn términos de la regrealén o
estabilzacién de la enfermedad.

El sfecto deseable obtenido mediants el uso de la menclonada combinacién Inmuncterapla parece no haberes
rsveiado ni haberse proporcionado de manera obvia por el arte previo disponible.
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La informacién axperimental adicional proporcionads por los solicitantes con la carta de fecha 08.03,03 comprusba
que, mediante el empleo de los alcances terapéuticos descritos en los ejemplos 10 y 11 ios resultados saperadoa
que represantan la solucién técnica al problema expuesto son clartamente alcanzadoa, o). supervivencia en el
caso de ambas pacientas con céincer en la cabaza y el cuello (ejempio 10), y paclentes con céncer en los pulmo-
nes (sjemplo 11).

En continuacién con lo anterior e reconoce la presaencia de un nivel inventive asoclado con la solucién relvindica-
da de acuerdo con las relvindicaclonas 1-11, ls juego de inmunoterapéuticos para el tralamiento de tumores como
{os revelantes componentes del jusgo A,B,C y D definido en la reivindicacién 1 relacionade al recaptor con la acti-
viiad tirosina quinada EGF-R y sus ligantes (@.j EGF y TGF alifa).

No obstants a lo antarior, la evidencla experimental disponible no es suficdente para averiguar que los resultados
de supervivencia cormespondientes proporcionan uan salucidn efectiva el problema expuesto podria ser similar-
ments logrado empleando alcances terapéuticos equivalentes a los de los ejemploa 10 y 11, pero tenlendo como
objetivo algin posible recaptor con tirosine quinasa activo (RTK) diferents de EGF-R. Por lo tanto, en relacién a la
prosents redaccidn de la relvindicacién Indepandients 1 las relvindicaciones dependientss 2 a 11 no pueden ser
reconocidas como Inventivas en relacion a todo el alcance, comtrario al articulo 33 (3) del PCT.

2.3 Comentarica adicionales

La materia objeio aciuaimente reclamada la cual no depende de la combinacién de |la inmunoferapia pasiva con
MoAb dirigida en contra del EGF-R y/o sus ligandos (e.] EGF, TGF alfa) ¥ la Inmunoterapia activa con vacunas di-
rigidas en contra al EGF-R y/o sus ligandos, para el propdsito de tratar el cAncer en pacientss con tumones de o-
rigen apitellal que se sobre axprasan EGF-R, sa considera que carecen de soporte en la descripcién dentro del
significado del articulo 8 PCT y no estd sufidentemente revelado en la solicitud originaiments presentada, contrario
a los requefimientos del articulo 5 del PCT.




CAMR Microbiological Research Authonty

'lbmurm’! Health

Centre for Applied Microbiology and Research

This document certifies that ce11 cu)ture
(Deposit ref 951110101 ) has been accepted
as a patent deposit, in accordance with
The Budapest Treaty of 1977,
with the European Collection of Animal Ceil Cultures on

10th November 1995

e
Dr. AJan.Dnyle.
Head, Animal Cell Resources.




MODIFICACION DE LAS REIVINDICACIONES
DE CONFORMIDAD CON EL ARTICULO
39(1) DEL PCT



10

15

20

25

30

JUEGO DE REACTIVOS INMUNOTERAPEUTICO PARA EL TRATAMIENTO DE
TUMORES

Sector Técnico
La presenie Invencién se relaciona con el campo de la Inmunologla y mas
especificamente con la inmunoterapia del cancer, particularmente con
combinaciones inmunoterapduticas y méiodos de tratamiento para Impedir el
crecimiento de células tumorales y/o eliminar dichas células.
Técnica Anterlor
El sistema del receptor de EGF (EGF-R) y sus ligandos constituye un complejo
molecular cuya interaccién regula de forma especifica el crecimiento celular y ha
sido demostrado su impacto en el crecimiento descontrolado de tumores de origen
epitelial. En el proceso de tumorigénesis, la desregulacién de los procesos
paracrinos y autocrinos de activacldn del EGF-R, esta dada tanto por la
sobreproduccién de los factores de crecimiento como por la sintesis elevada y/o la
mutacién de sus receptores.
El receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF-R, siglas en Ingiés) es una
glicoprotelna transmembrana de 1186 aminoécidos y 170 kD de peso molecular que
se encuentra ampliamente expresada en los tejildos del organismo, y ha sido
Implicada en varias etapas del desarrollo embriogénico. La unién de sus ligandos
especlficos, EGF o TGF-a, induce la dimerizacién del receptor asl como también la
heterodimerizacién con otros miembros de la familia ErbB, entre ellos el HER-2
{Cohen BD et al. (1996) J Blol Chem 271:7620-7629). La uni6n de los ligandos al
receptor dispara una cascada de sefiales Intracelulares (Ullrich A and Schiessinger J
(1990) Cell 61:203-212) que conducen al crecimiento y diferenciacion de las células.
La sobreexpresion de este receptor en algunos tipos de neoplasias,
fundamentaimente de origen epitelial, ha sido blanco de atencidn en la
Inmunoterapia del cancer. Tal es el caso de tumores de mama, vejlga, ovario, vulva,
colon, pulmédn, cerebro, prdstata y tumores de cabeza y cuello. La presencia de
EGF-R ha proBado ser una indicaclén de mal prondstico en cancer de mama (Pérez
R et al. (1984) Breast Cancer and Treatment 4:189-193). AGn cuando no se conoce
todavia el papel que juega el sistema del EGF-R y sus ligandos en la regulacién del
crecimlento tumoral, se ha sugerido que la expresion del EGF-R en células
tumorales proporciona un mecariismo para |la estimulacién autocrina que conduce a
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la proliferacion descontrolada de dichas células (Schlessinger J et al. (1983) Crit Rev
Biochem 14 (2):93-111).

Los principales ligandos de esle sistema son el Factor de Crecimienlo Epidérmico
(EGF) y el Factor de Crecimiento Transformante de tipo alfa (TGFa). Ademas,
existen oftros ligandos que perienecen a la superfamilia del EGF, como son:
anfiregulina (AR), criptol (CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina,
betacelulina, epiregulina, entre ofros. E| EGF es un polipéptido de 53 aminodacidos
con un peso molecular de 6045 Da, el cual resulta mito jénico para células de origen
epltelial, ejerciendo su acciéon fundamentaimente parucrina a partir de su unién al
EGF-R. El TGFa es un polipéptido de 50 aminoacidus, capaz de competir con el
EGF por la unién al EGF-R. Anticuerpos antl-EGF no son capaces de reconocer al
TGFa (Todaro G J et al. (1976), Nature 264.28-31), por lo que ambos factores de
crecimiento son dos enlidades Inmunolégicamente dife:antes.

El sistema del EGF-R y sus ligandos ha sido utilizado como blanco de inmunoterapia
pasiva (IP), medlante la utllizacién de anticuerpos monocionales (AMC) contra el
EGF-R, en forma nativa, asociados a drogas, toxinas, v isétopos radiactivos (Vollmar
AM et al. (1987) J Cell Physiol 131:418-425) en la IP de tumores con aita expresion
de este receptor. Estos anticuerpos han sido selecclonados por su capacidad de
Inhibir la unién del EGF a su receptor (anticuerpos neutralizantes). Varios ensayos
clinicos con AMC se estéan llevando a cabo y algunos han mostrado resultados
promisorios como es el caso del ensayo clinico con el AMC C225 en céncer de
mama, de células pancreéticas y de células renales un fase Il y cabeza-cusllo en
fase Il (Mendelsohn J ef al. (1899) American Society of Clinical Oncology Meeting).
Otro ensayo clinico de Fase Il con buenos resultados es el ensayo efectuado con el
AMC IOR-R3 en tumores de pulmoén (Crombet T et al. (2000) Cancer Biotherapy and
Biopharmaceutical, manuscrito aceptado).

La inmunoterapia pasiva con el Anticuerpo Monoclonal IOR-R3 especifico contra el
EGF-R, referido en la patente europea EP 58600281, ha demostrado que la unién
especifica del IOR-R3 al receptor inhibe la unlén del EGF al mismo, e Inhibe la
autofosforilacion del Receptor, dependiente de EGF. A su vez, la inmunoterapia
pasiva con IOR-R3 inhibié el crecimlento de células tumorales humanas en ratones
desnudos, y ha disminuido la velocidad de creciniento del tumor de algunos
pacientes en ensayo clinico.
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Este sistama también ha sido blanco de Inmunoterapia activa especlfica de cancer.
Un ejemplo de elio lo constituye el uso de una vacuna que contiene uno de los
principales ligandos del EGF-R, el EGF, acoplado a una proteina transportadora (US
5,804,018). Esta vacuna es capaz de induclr una respuesta de anticuerpos
especifica contra el EGF autdlogo e inhibir la uniéi: del mismo a su receptor,
bloqueando los mecanismos de proliferacion desencadenados por esta union.
Estudios preciinicos han mostrado que la Inmunizaclén de ratones con EGF autélogo
acoplado a una proteina transportadora en adyuvanté incrementa la sobrevida de
ratones transplantados con el tumor ascitico de Ehdich (TAE) (Gonzalez G et al
(1996 ),Vaccine Research 5(4):233-243, Gonzélez G et al (1997) Vaccine Research
6(2):91-100).
Con una vacuna contenlendoe EGF humano recombinante se han reportado los
resultados de un ensayo clinico Fase |, que demuestian la Inmunogenicicidad y la
no-toxicidad provocada por la vacunacléon. (Gonzélez G et al/ (1988), Annais of
Oncoiogy 9:1-5).
Divuigacién de la invencién.
En ia presente invencion se propone la utilizaclén de .nmunoterapias combinadas,
dirigidas tanto contra el receptor con actividad quinasa an residuos de tirosina (RTK)
como contra sus ligandos, con el objetlvo de potenciar ¢l efecto observado al aplicar
de manera independiente las diferentes formas de inmunoterapia descritas en el
estado del arts, dirigidas solo contra alguno de los componentes del sistema
recaptor/ligando. Esta potenciacion se justifica por el bloqueo conjunto de ambos,
ligandos y receptor, en un método de tratamienio giuse incluya ambos princlpios
activos.
Mas particularmente [a invencién se reflere a un Juego de reactivos
Inmuncterapéutico para el tratamiento de tumores con efecto sobre células cuyo
crecimlento es dependiente del sistema de receptores RTK, el cual comprende la
administracién de forma simultdnea o secuencilalde A+ C; 6 A+D; 6B +C; 6B +
D; donde A, B, C y D son:

A.- Un anticuemo contra un receptor RTK;

B.- Un anticuerpo contra el{los) ligando(s) del receplir RTK;

C.- Una vacuna cuyo principlo activo es un receptor de RTK, el cual induce

anticuerpos conira dicho recapior RTK;
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D.- Una vacuna cuyo principlo es el(los) ligando(s) dc; un receptor de RTK, el cual

induce anticuerpos contra dichos ligando(s) del receptor RTK;
En una realizacién particular de la invencién, el anticuerpo monoclonal contra el
receptor RTK es un anticuerpo contra el receplor del Factor de Crecimiento
Epidérmico, R-EGF, y mas especificamente es el anticuerpo humanizado contra el
receptor de EGF, el hR3, depositado con nimero de acceso 9511 10101 en ECACC,
Inglaterra.
En otra materializacién de la invenclon el anticuerpo cuntra el ligando del receptor
RTK seleccionado puede ser un anticuerpo contra el EGF o contra el TGF alfa.
Asimismo la invencién refiere un juego de reactivos inmunoterapéutico donde el
principio activo de la vacuna puede ser el receptor del EGF, el propio EGF o el TGF
alfa, o un conjugado de estos principios activos con la proteina p64K de Neisseria
meningitis.
Igualmente la invencién se refiere a un método para el control del crecimiento y/o
proliferacién de células cuyo crecimiento es dependiente del sistema de receptores
RTK e! cual comprende el tratamiento con las combl.iaciones terapéuticas de la
invencién, las cuales pueden ser aplicadas de forma simultanea o secuencial, en
cuyo caso dicha aplicacion de los componentes de la combinacién se realiza en
cualquier orden.
El juego de reactivos inmunolerapéutico de la invencidén en las comblnaciones
propuestas impide el crecimienio de células tumorales ¢ eliminan dichas células,
mediante el bloqueo de receptores RTK y de sus ligandos. Este bloqueo puede
lograrse, entre ofras aproximaciones, con la combinacion, tanto simuitAnea como
secuencial de inmunoterapias activas (vacunas terapéuticas) y/o pasivas
{Anticuerpos Monoclonales) dirigidas a factores de creci:niento tales como el Factor
de Crecimiento Epidérmico, EGF siglas en Inglés, y el Factor de Crecimiento
Transformante de tipo aifa, TGFa y sus receptores (1.e.EGF-R).
El bloqueo de los factores de crecimiento o de sus reccotores provoca un efecto de
detencidn de la proliferacion celular. En esta invencién se muestra comao el bloqueo
simultaneo tanto de ligandos como de receptores potencia el efecto inhibitorio sobre
dicha proliferacién celular. Esle concepto terapéutico es de gran Importancia en el
tratamiento de tumores malignos, los cuales tienen con.o propiedad fundamental un
incremento en la velocidad de proliferacién celular.
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Se describen combinaciones inmunoterapéuticas de los reactivos que conforman
dicho juego, 1as cuales provocan el bloqueo de receptores RTK y/o sus ligandos,
mediante la combinaclén de inmunoterapia activa y pasiva contra los mismos.

Los procedimientos referidos pueden ser aplicados a pacientes en diferentes
estadlos dinicos de tumores de origen epitelial que sobie-expresan el EFG-R.

La combinacién de inmunoteraplia activa y pasiva puedc ser simultanea o secuencial
en dependencia de sl el procedimiento terapéutioo'va a ser utilizado en pacientes
con enfermedad avanzada o como terapla adyuvante.

En casos de enfermedad avanzada la combinacién terapéutica propuesta es la
inmunoterapia pasiva con Antlcuerpos Monoclonales (AMC) que reconozcan al
receptor RTK y/o AMC que reconozcan a ligandos de dicho receptor, en
combinacién con la terapia onco-especifica de eleccit.;, como terapia de ataque;
seguido por tratamlento de inmunoterapia activa con vacunas dirigidas a ligandos de
dicho receptor y/o al propio receptor, para lograr respuestas de mantenimiento del
efecto terapéutico.

En casos de terapla adyuvante las combinaciones terapéuticas propuestas son o el
tratamiento de inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monocionales (AMC) que
reconozcan al receptor RTK y/o AMC que reconozcan a ligandos de dicho receptor
conjuntamente con inmunoterapia activa con vacunas .Jirigidas a ligandos de dicho
receptor y/o al propio receptor, o la combinacién donde el tratamiento de
inmunoterapia pasiva con Anticuerpos Monocionales (AMC) que reconozcan al
receptor con aclividad quinasa en residuos de tirosina y/o AMC que reconozcan a
ligandos de dicho receptor, como terapla de ataque; ¢s seguido -por el tratamiento
simultaneo de inmunoterapia activa con vacunas diigidas a ligandos de dicho
receptlor y/o al propio receptor, para lograr respuestas de mantenimiento del efecto
terapéutico. : .

El modo de emplear el juego de reactivos de la invencién se describe més
detalladamente a través de los sigulentes procedimlentcs.

PROCEDIMIENTO 1: Combinacién Inmunotc/apéutica que Incluye
Inmunoterapla pasiva con anticuerpos monoclonales que reconozcan al
receptor con actlvidad quinasa en residuos de tirosina (l.e.EGF-R) y/o a
ligandos del receptor {l.e.EGF, TGFa), seguida por Inmunoterapla activa con
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vacunas dirigidas al receptor y/o ligandos del receptor, a ser aplicadas en
paclentes con tumores epitellales en estadlos avanzados.

Se administra a pacientes en estadios avanzados de la enfermedad, en los cuales
puede ser aplicable alguna otra forma de terapia onco-especifica.

Se utiliza primeramente una inmunoterapla pasiva con anticuerpos monocionales
que reconozcan a un receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina
(l.e.EGF-R) y que presenten la propledad de inhibicidon de dicho receptor y/o con
AMC que reconozcan ligandos de dicho receptor (i.e.EGF, TGFa) , con el abjelivo de
efectuar una terapia de ataque que tenga como resultado remision de tumores.
Dicha Inmunoterapia pasiva pueds administrarse con.binada al tratamiento onco-
especlfico de eleccion. .

Posteriormente se aplica un tratamiento de inmunolercpia activa con Vacunas que
provoquen una respuesta de anticuerpos bloqueadoras del receptor (i.e.EGF-R) y/o
de ligandos del receptor (i.e.EGF, TGFa), con el objetivo de efectuar un tratamiento
de mantenimiento para lograr mayores periodos de estabilizaclén de ia enfermedad,
asl como para evitar aparicién de nuevos focos metastasicos.

El procedimiento consiste en administrar, a pacientes con tumores de origen epitelial
en estadios avanzados, entre 4 y 20 dosls en un rango entre 100 y 400 mg de AMC
que reconazcan al EGF-R y que tengan la propledad de inhibir dicho receptor, y/o
de AMC que reconozcan ligandos del mismo, con un tlempo entre cada dosis que
oscilaréd entre 6 y 10 dlas. Este tratamiento puede durar de 1 a 24 meses, en

combinacién con la terapia onco-especilfica de eleccion. Se continuara el tratamiento

hasta regresién tumoral completa o parcial 6 cualquier reaccién de toxicidad que
requiera la detencién del mismo.

Entre 1 y 4 semanas después de terminado el tratan.iento con AMC se Iniciaran
esquemas de inmunizaclén con vacunas dirigidas al CGFG-R & a aigun ligando del
EGF-R (l.e. EGF, TGFa), unido a una protelna que funcione como transportadora

'(l.e. la proteina recombinante P64k de Nelsseria Meningitidis) y administrado en un

adyuvante , que pudiera ser alimina(entre 1 y 2 mg/ dosis), Montanide ISA 51 (entre
0.6 y 1.2 ml por dosis) u otro. Cada dosis contlene entre 50 y 800 ug del principlo
activo (receptor o ligando) unido a la proteina transportadora, en un volumen final de
entre 0.6 y 5 mis. El esquema de inmunizaclén a utilizar es de entre 5 y 8
inmunizaciones iniciales para Induccién de respuesta, con frecuencia que pudiera

)
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ser desde semanal hasta quincenal. Las inmunizaciones pueden estar precedidas de
dosis de ciclofosfamide que pueden encontrarse entre 100 y 500 mg/m? de masa

' corporal, suministrados entre 2 y 4 dias antes de la 1ra Inmunizacion.

Las vacunas pueden estar formuladas en algin otro vehiculo vacunal (i.e.liposomas,
vacunas ADN, vectores viralies)

Las vacunas pueden formularse como productos indopendientas o dentro de una
misma formulaclén vacunal.

En este periodo se realizarén extracciones de sangre para medicién de parametros
de bloquimica sanguinea y titulos de anticuerpos especlificos contra el ligando o
receptor al que esta dirigido la vacuna. Dichas exiracciones se realizaran con una
frecuencia que puede ser desde semanal a mensual.

Posteriormente, sa realizan reinmunizaciones a la calda de los titulos, con frecuencla
que pudiera ser desde mensual a timestral, por un per.odo de entre 1 y 2 afios.
PROCEDIMIENTO 2: Combinaclén Inmunoterapéutica que Incluye
Inmunoterapla pasiva con anticuerpos monoclonales que reconozcan al
receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina (l.e.egf-r} y/o a ligandos
del receptor (l.e.egf, tgfa), conjuntamente con Inmunoterapla activa con
vacunas dirigidas al receptor y/o ligandos del 1eceptor, como tratamlento
adyuvante

Se administra al paclente, inmedlatamente después dal diagnéstico y/o tratamiento
quirdrgico un tratamiento de inmunoterapia pasiva con AMC que reconozcan a un
receptor con actlvidad quinasa en residuos de tirosina (i.e. EGF-R) y que presente la
propledad de inhibicién de dicho receptor y/o a ligandus de dicho receptor (i.e.EGF,
TGFa), conjuntamente con un tratamiento activo con Vacunas que provoquen una
respuesta de anticuerpos bloqueadores del receptor (i.e.EGF-R) y/o de ligandos de
dicho receptor (.8.EGF, TGFa). '

Estos tratamientos, administrados de forma conjunta tendrén un efecto sinérgico,
logrando mayores % de regresiones y/o estabilizaciones clinicas de la enfermedad.
El procedimiento consiste en administrar, a pacientes cun tumores de origen epitelial
en estadios avanzados, entre 4 y 20 dosis en un ranyo de 100 y 400 mg de AMC
que reconozcan al EGF-R, que presente la propicdad de Inhibicién de dicho
receptor, y/o de AMC que reconozcan ligandos del inismo, con un tiempo entre
dosis de entre 6 y 10 dias. Este tratamlento puede durar de 1 a 24 meses. Se
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continia el tratamiento hasta regresién tumoral completa o parcial 6 cualquier
reaccién de toxicidad que requiera la detencion del misino.

Conjuntamente se aplican inmunizaciones con vacunas que reconozcan ligandos y/o
receptor, con igual esquema que el descritio en el procadimiento #1.
PROCEDIMIENTO 3: Combinacién Inmunoterapdutica Incluye Inmunoterapla
pasiva con anticuerpos monocionales que reconozcan al receptor con
actividad quinasa en residuos de tirosina (l.e.egf-r) y/o a ligandos del receptor
(l.e.efg, tgfa), seguida por Inmunoterapla actliv. con vacunas dirigidas al
receptor y/o ligandos del raceptor, a ser aplicadas en paclentes como terapla
adyuvante.

Se administra al paciente inmediatamente después dul dlagndstico y/o tratamiento
quirarglco.

Se utiliza primeramente una inmunoterapia pasiva ccn anticuerpos monoclonales
que reconozcan a un receptor con actividad quinasa en residuos de tirosina
(i.e.EGF-R) y que presenten la propiedad de inhibicdén de dicho receptor y/o con
AMC que reconozcan ligandos de dicho receptor {i.e.EGF, TGFa) , con el objetivo de
efectuar una terapia de ataque que tenga como resultado remisién de tumores.
Postariorments se aplica un tratamiento de Inmunoterapla activa con Vacunas que
provoquen una respuesia de anticuerpos bloqueadores del receptor (i.e.EGF-R) y/o
de ligandos del receptor (i.e.EGF, TGFa), con el objetivo de efectuar un tratamiento
de mantenimiento para lograr mayores intervalos librus de enfermedad, asi como
para evitar aparicion de nuevos focos metastésicos.

El procadimiento consiste en administrar, a pacientes con tumores de origen epitelial
en estadios avanzados, entre 4 y 20 dosis de entre 1bo y 400 mg de AMC que
reconozcan al EGF-R, que presente la propiedad de inhibicién de dicho receptor,
y/o de AMC que reconozcan ligandos del mismo, won un tiempo entre dosis de
entre 6 y 10 dlas. Este tratamiento puede durar entre 1 y 24 meses. Se continuara el
fratamienio hasta regresién tumoral completa o parcial 6 cualquier reaccién de
toxicidad que requlera la detencién del mismo.

Entre 1 y 4 semanas después de terminado el trata:ilento con AMC se iniciarén
esquaemas de Inmunizacién con vacunas dirigidas al EFG-R ¢ a algun ligando del
EGF-R (l.e. EGF, TGFa), siguiendo igual esqueria que el detallado en el
procadimiento #1. ' '
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EJEMPLOS DE REALIZACION:

EJemplo 1: Esquema de Inmunizacién con Vacuna EGF utllizando alumina
como adyuvante en paclentes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunaciéon con
EGF (US 5,894,018), usando P64 como proteina transporladora y alimina como
adyuvante, se realizé un ensayo clinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 1.1 (MMG) fue Incluido en el ensayo ccn diagndstico de carcinoma
epildermoide metastésico de pulmén, con enfermedad en progresion,
considerdandose no elegible para ningan otro tratamiento onco-especifico.

Se inmunizé con un esquema consistente en la administracion de 5 dosis iniciales de
la compasiclén vacunal conteniendo 50ug de EGF y 2 mg de alimina, administradas
enlosdias 1, 7, 14, 21 y 51.

Se realizaron exiracclones de sangre para determinaclones de bioguimica
sanguinea y titulos de anticuerpos especificos contra ul EGF en los dlas 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente. _

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaluandose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de maxima dilucion de suero que da
un resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima del doble de la
media de los blancos del ensayo )

Al detectarse una calda en los titulos de anticuerpos, se realizé un re-inmunizacién
con igual dosis de vacuna.

El paciente desarrollé una respuesta de anticuerpos unti-EGF con titulos méximos
de hasta 1:8000, con una cinética como se muestra en .a Figura 1.

Después del iniclo de la Vacunacion el paciente mostré una estabilizacion ciinica y
radioldgica de la enfermedad hasta el mes 15. El paclente fallece alos 23.2 meses
después de iniciada la vacunacién

EjJemplo 2: Esquema de Inmunizaclén con Vacuna EGF utllizando Montanide
ISA51 como adyuvante en paclentes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y-seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P64 como proteina transportadora y Montanide ISA51 como
adyuvante, se realizé un ensayo clinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.
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El paciente 2.1 (AMG) fue incluido en el ensayo con diagnbstico de carcinoma
epidermoide de pulmén, con enfermedad en progresién, considerandose no elegible
para ningin oftro tratamiento onco-especifico.

Se inmunizd con un esquema consistente en la administracion de 5 dosis de la
composicién vacunal conteniendo 50 ug de EGF, en Ln volumen total de entre 0.6
mis, mezclado hasta emulsificacion con igual voluien de Montanide ISA 51
Inmediatamente antes de su administracion, en los dlas 1, 7, 14, 21 y 51.

Se realizaron extracciones de sangre para dete:minaciones de bioquimica
sanguinea y titulos de anticuerpos especificos contra el EGF en los dias 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente,

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaludndose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de méxima dllucién de suero que da
un resuitado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima dei doble de la
media de los biancos del ensayo )

Al detectarse una calda en ios titulos de anticuerpos, se realizé un re-lnmunizacion
con igual dosis de vacuna.

El paciente desarrollé una respuesta de anticuerpos anti-EGF con titulos méaximos
de hasta 1. 32000, con una cinética como se muestra en |a Figura 2.

Después del inicio de la Vacunacion el paclente mostré una estabilizacion de la
enfermedad hasta el mes 12, en el que se diagnosticd una regresion tumoral por
criterios tanto clinicos como radioldglcos (Figura 3).

En el mes 14 aparece un 2% tumor primario. Fallece de una complicacién quirargica
al mes 18 después de incluido en el ensayo.

EjJemplo 3: Esquema de Inmunizacién con Vacuna EGF utllizando Aldmina
como adyuvante y un tratamiento anterlor a la vacunacién con baja dosis de
ciclofosfamida en paclentes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P64 como proteina transportadora y Alimina como adyuvante,
después de un pre-tratamiento con ciclofosfamida e.1 baja dosis, se realizd un
ensayo clinico en el que se Inmunizaron 10 pacientes.

El paciente 3.1, FNR, fue incluido en el ensayo con dlagndstico de carcinoma
epldermolde de pulmén, con enfermedad en progresién considerandose no elegible
para ningin otro fratamiento onco-especifico.
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Se tratd con una dosis de 100 mg/m? de superficie corporal de Ciclofosfamida, 3 dlas
antes de ser inmunizado con la Vacuna EGF, con un esquema consistente en la
administracion de 5 dosis de la composiciéon vacunal conteniendo 50 ug de EGF y 2
mg de alimina, adminlistradas en los dias 1, 7, 14, 21 y 51.

Se realizaron exitracciones de sangre para determinaciones de bioquimica
sanguinea y titulos de anticuerpos espacilficos contra el EGF en los dfas 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA, evaluadndose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de méxima dilucién de suero que da
un reaultado positivo en el ensayo ELISA (vaiores de D.O por encima del doble de la
medla de los blancos del ensayo)

Al detectarse una calda en Jos titulos de anticuerpos, se realizd un re-inmunizacién
con igual dosis de vacuna.

E) paciente desamolié una respuesta de anticuerpoa antl-EGF, con titulos méximos
de hasta 1:8000, como se muestra en la Figura 4.

Después del Inicio de la Vacunacion el paclente ha mostrado una estabilizacién de la
enfermedad hasta el mes 19.

EjJemplo 4: Esquema de Inmunizaclén con Vacuna EGF utllizando Montanide
ISA 51 como adyuvante y un tratamlento anterlor a la vacunaclén con baja
dosis de ciclofosfamida en paclentes con céncer.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad y seguridad de la Vacunacién con
EGF, usando P64 como proteina transportadora y Alimina como adyuvants,
despuéds de un pre-tratamiento con ciclofosfamida en baja dosis, se realizd un
ensayo dlinico en el que se inmunizaron 10 pacientes.

El paclente 4.1, JPG, fue incluido en el ensayo con diagndstico de adenocarcinoma
de pulmén, células no pequefias, enfermedad en progresion considerandose no
elegible para ningln otro tratamiento onco-espacifico. -

Se traté con una dosis de 100 mg/kg peso corporal de Ciclofosfamida, 3 dias antes
de ser Inmunizado con la Vacuna EGF, con un esquema consistente an la
administracién de 5 dosls de la composiclén vacunal conteniendo 50 ug de EGF en
un volumen total de 0.6 mis, mezclado hasta emulslficaciéon con Igual volumen de
Montanide ISA 51 inmediatamente antes de su administracién, en los dias 1, 7, 14,
21y 51. :
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Se realizaron extracciones de sangre para determinaciones de bioquimica
sanguinea y titulos de anticuerpos especlficos contra ¢l EGF en los dias 0, 15, 30,
45, 60 y después mensualmente.

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un ensayo ELISA , evaluandose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de méxima diluclién de suero que da
un resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O por encima dei doble de ia
media de los blancos del ensayo )

Al detectarse una calda en los titulos de anticuerpos, se realizdé un re-inmunizacion
con igual dosis de vacuna.

El paclente desamrollé una respuesta de anticuerpos anti-EGF con titulos méaximos
de hasta 1:400000, como se muestra en la Figura 5.

Después del inicio de la Vacunacién el paciente moustré una estabilizaciéon de la
enfermedad hasta el mes 6

EjJemplo 5: Inmunogenicidad de la vacunaclén con EGF y relacién con
establlizacién de la enfermedad en paclentes con céncer.

En un ensayo Clinico Fase |, 10 paclentes de Céncer de pulmén de céiulas no
pequeiias (NSCLC) en estadlos lll y IV, fueron tratados con un esquema consistente
en la administracién de 5 dosis iniclales de la composicién vacunal contenlendo
50ug de EGF y 2 mg de alimina, administradas en los dlas 1, 7, 14, 21 y 51.

En el mismo ensayo otros 10 paclentes de Cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC) en estadios Il y IV, se inmunizaron con un esquema
consistente en la administracién de 5 dosis de la composicién vacunal conteniendo
50 ug de EGF , en un volumen total de entre 0.6 mis, mezclado hasta emulsificacién
con Igual volumen de Montanide

Los titulos de anticuerpos se midieron mediante un cnsayo ELISA, evaluindose
como resultado de titulo de anticuerpos el valor de méa<ima dilucién de suero que da
un resultado positivo en el ensayo ELISA (valores de D.O. por encima del doble de la
media de los blancos del ensayo).

En el referido ensayo el 50% de los pacientes desarrollaron una respuesta de
anticuerpos con titulos de 1:4000 o mayores (grupo GARY). En sl otro 50% de los
pacientes los titulos alcanzados fueron menores de 1:4000 (grupo BAR).

Del grupo GAR, el 87.5% mostraron una estabilizaclon clinica y radiol6égica de la
enfermedad igual 0 mayor a 3 meses, después de Iniciado el tratamiento.

al
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Del grupo BAR solo el 11.1% de los pacientes mostraron una estabilizacion clinica o
y radioldgica igual o mayor a 3 meses (Tabla 1).

Estos datos demuestran la relacion existente entre los niveles de respuesta de
anticuerpos anti-EGF y la establlizaclén tumoral.

Tabla 1: Relacion de respuesta de anticuerpos y estabilizaclén clinica y radioldgica
de la enfermedad.

% de pacientes Establiizacién de al menos
3 meses, % de pacienies
GAR 0% 87.5%
BAR 50% 11.1%

Elemplo 6: Inmunogenicidad de la vacunacién con EGF y relacién con la
sobravida de paclentes con céncer sometidos a dicho tratamlento.

Cuarenta pacientes de NSCLC, estadios 1l y IV, fueron tratados en grupos de 10
con los esquemas detallados en los ejemplos 1,2,3 y 4.

Fueron caracterizados como GAR y BAR segtin los criterios expuestos en el ejemplo
6.

Del total de pacientes tratados en todos los esquemas, el 50% resulta ser GAR y el
50% BAR.

Al hacer una comparacién de las sobrevidas alcanzedas por los pacientes GAR con
las alcanzadas por los pacientes BAR, result haber una diferencia estadisticamente
significativa, con una mediana de sobrevida {(SV) para GAR de 9.1 meses, y una
mediana de SV para BAR de 4.5 meses (p<0.02). Este resultado puede observarse
en la Figura 6.

E]smplo 7: Efecto terapéutico de la combinacién de Radioterapla y del AMC
IOR-R3:

El paciente RML, dlagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de base
de lengua, etapa IV fue incluido en el ensayo clinico de uso combinado del AMC
IOR-R3 y radioterapia (RTP). Reclblé 8 veces la dosis de 200 mg del AMC, con
frecuencia semanal. La dosls acumulada del AMC fue de 1200 mg y la dosis radiante
fua de 60 Gy.

Al terminar la terapla combinada el paclente evidenci6é remisién completa del tumor
primario y sus metéstasls (Figura 7). Esta respuesta se mantuvo por més de 13
meses.
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Ejemplo 8: Efecto terapéutico de la combinacién de Radioterapia y del AMC
IOR-R3:

El paciente EPG, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de
amigdala con adenopatias cervicales, etapa Ili, fue incluldo en el ensayo de
tratamiento combinado del anticuerpo monoclonal humanizado hR3 (depositado con
nimero de acceso 951110101 en ECACC, Inglaterra) y RTP. Recibié 200 mg del
AMC , con frecuencia semanal, durante 6 semanas, y una dosis radiants de 64 Gy.
Al finalizar el tratamiento, este paciente mostré remision completa de la lesion
tumoral (figura 8) y la respuesta se mantuvo por mas de 13 meses.

Elemplo 9: Efecto terapéutico de la comhinacién de Radioterapla y del AMC
IOR-R3:

El paciente CHA, diagnosticado como portador de tun.or de amigdala, en etapa IV,
con adenopatias cervicales bllaterales fue incluldo en el ensayo de tratamiento
combinado del hR3 y RTP. Recibid dosis de 400 mg con frecuencia semanal,
durante 6 semanas, para una dosis acumulada de 2400 mg. Concurrentemente
reclblé una dosis radiante de 64 Gy. Al finalizar el tratamiento este paciente se
encontraba en remisién completa del tumor primario y las metéastasis loco-regionales
(Figura 8). Esta respuesta se mantiene por 12 meses.

Elemplo 10: Esquema de tratamlento combinado AMC IOR-R3/ Vacuna EGF en
paclente con tumor en estadio avanzado:

El paclente ARP, diagnosticado como portador de carcinoma epidermoide de cabeza
y cuello, reclblé un tratamiento combinado secuencial de AMC IOR-R3 y Vacuna
EGF.

Recibié 6 dosis de 200 mg del AMC, con frecuencia semanal, durante 6 semanas,
conjuntamente con 30 dosis de radioterapia, 5 dosis por semana por 6 semanas,
para una dosls radiante acumulada de 60 Gy.

Al finallzar el tratamiento estaba en remisién completa ciel tumor primario.

Un mes después de finalizado el tfratamiento con el AMC, se inicié un esquema de
inmunizacién con la Vacuna EGF.

Reclblé 5 dosis de 50 ug de EGF conjugado a P84, en un volumen total de 0.6 mis,
mezclado hasta emulslificacién con 0.6 ml de Montanide ISA 51 en el momento de la
Inmunizacién. Las inmunizaciones se realizaron en los dlas 1,7,14,21 y 51.

El paciente se mantiene en seguimiento.
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Ejemplo 12: Esquema de tratamlento combinado AMC 10R-RY Vacuna EGF
como terapia adyuvante:

El paciente MRM, diagnosticado como poriador de carcinoma epidermoide de
pulmén, fue sometido a intervencion quirargica.

Un mes después del acto quirtirgico, el paciente Inicié un tratamiento combinado
simultaneando la inmunoterapla pasiva con el AMC IOR-R3 y la vacuna EGF. En la
(Figura 12) se detalla el esquema de intervalos de dosificacién del tratamiento
recibido.

El paciente se eancuentra en seguimiento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS:

Figura 1: Cinética de respuesta de anticuerpos anti-EGF en paclente MMG,
inmunizado segln se detalla en el ejemplo 1. Las flechas indican iempos en que se
realizaron re-inmunizaciones.

Figura 2: Cinética de respuesta de anticuerpos del paciente AMC, inmunizado segin
so detalla en el ejemplo 2. Las flechas indican tiempos en que se realizaron re-
inmunizaciones.

Figura 3: Regresion tumoral observada en el paciente AMC. En la imagen de la
Izquierda se observa masa tumoral existente al inicio del tratamiento. En la imagen
de la derecha se obeerva que a los 12 meses de iniciado dicho tratamiento la masa
tumoral habla desaparecido.

Figura 4: Cinética de respuesta de anticuerpos anti-EGF en el paciente FNR,
Inmunizado segun se detalla en el ejemplo 3. Las flachas indican tiempos en que se
realizaron re-inmunizaciones.

Figura 5: Cinélica de respuesta de anticuerpos anti-EGF del paciente JPG,
Inmunizado segin se detalla en el ejemplo 4. Las flechas indican tlempos en que se
realizaron re-inmunizaciones.

Figura 6: La figura muestra las curvas Kaplan Meyer de los grupos de pacientes con
altas respuestas anti-EGF (GAR) y con bajas respuestas anti-EGF (BAR), asl como
la de un grupo control histérico.

Puede observarse que los GAR prasentan un incremonto de sobrevida significativo
comparados tanto con GAR como con los controlas histéricos.

Figura 7: Demostracién graflca de remision del tumor en paciente RML, tratado como
se detalla en ejemplo 7.
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Figura 8: Demostracién grafica de regresién tumoral en paciente EPG tratado segun
9@ detalla en el ejemplo 8.

Figura 9; Demostracién gréfica del tumor en paclente CHA, tratado como se detalla
en el ejemplo 9.

Figura 10: Grupos de ratones Inmunizados con0.5 mg de cada uno de los AMC IOR-
R3, EGF-1, y con la combinaclén de 0.5 mg de IOR-R3 + 0.5 mg de EGF1, como se
detalla en ¢l ajemplo 10. Se observa un efecto sinérgico de disminucién del
crecimiento tumoral en el grupo tratado con la combinacién de ambos AMC.

Figura 11: Grupos de ratones inmunizados con 1mg de cada uno de los AMC IOR-
R3, EGF-1, y con la combinacién de 1 mg de IOR-R3 + 1 mg de EGF1, como se
detalla en el ejemplo 10. Se observa un efecto sinérgico de disminucién del
crecimiento tumoral en el grupo tratado con la combinacién de ambos AMC.

Figura 12: Tratamiento combinado conjunto del AMC IOR-R3 y la Vacuna EGF:

Las flechas por encima del eje de tlempo significan las fechas de administracién del
AMC (dlas 1,7,14,21,28 y 35) y las flechas por debajo del eje de tiempo significan los
tismpos de las inmunizaclones con la Vacuna EGF (dlas 2,8,15,22,y 52).
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REIVINDICACIONES

1. Un juego de reactivos Inmunoterapéutico para el tratamiento de tumores donde la
combinacién de dichos reactivos tiene efecto sobre células cuyo crecimiento es
dependiente del sistema de receptores RTK, caracterizado porque éste comprende
los componentes A, B, C y D, los cuales son usados simultdnea o secuencialmente
en las combinacionesde A+ C; 6A+D; 0B+ C; 6B+ D, donde A, B, CyD son:
A.- Un anticuerpo contra un receptor RTK;
B.- Un anticuerpo contra el(los) ligando(s) del receptor RTK;
C.- Una vacuna cuyo principio activo es un raceptor de RTK, el cual induce
anticuerpos contra dicho receptor RTK;
D.- Una vacuna cuyo principio es el{los) ligando(s) de un receptor de RTK, el cual
induce anticuerpos contra dichos ligando(s) del receptor RTK;

2. Un Juego de reaclivos segun la reivindicaclén 1 donde el anticuerpo monoclonal

contra el receptor RTK as un anticuerpo contra el receptor del Factor de
Crecimiento Epldérmico, R-EGF.

3. Un juego de reactivos seglin la relvindicacion 2 donde el anticuerpo contra el

receptor del Factor de Crecimiento Epidémico, R-EGF, es un anticuerpo
humanizado.

4. Un juego de reactivos seg(n la relvindicaclén 3 donde el anticuerpo humanizado

contra el recepior de EGF es el hR3, depositado con nimero de acceso
951110101 en ECACGG, Inglaterra,

5. Un juego de reactivas segiin la reivindicacion 1 donde el anticuerpo contra el

ligando del receptor RTK es un anticuerpo contra el EGF.

6. Un juego de reactivos segun la reivindicaclon 1 donde el anticuerpo contra el

ligando del receptor RTK es un anticuerpo contra el TGF alfa.

7. Un Juego de reactivos segin la relvindicacién 1 donde el principio activo de ia

vacuna es el raceptor del EGF.

8. Un juego de reactivos segun la relvindicacion 1 donde el principio activo de la

vacuna es el EGF.,

8. Un juego de reactivos segin la relvindicacléon 8 donde el principio activo de la

vacuna comprende un conjugado entre la proteina p64K de Neisseria meningitis y
el EGF. y

96
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10.Un juego de reactivos segun la reivindicacion 1 donde el principio activo de la
vacuna es el TGF alfa.

11. Un juego de reactivos segin la reivindicaclén 10 donde la vacuna comprende
como principio activo un conjugado entre ia proteina p64K de Neisseria meningitis
y el TGF alfa.

Q1
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RESUMEN

La presente invencidbn se relaciona con el campo de la Inmunologla y méas
especificamente con la inmunoterapia del céncer, particularmente con un juego de
reactivos inmunoterapéutico y el empleo de combinaciones de dichos reactivos para
Impedir el crecimiento de células tumorales y/o eliminar dichas células. '
Los métodos descritos en la presente Invencidn se basan en el bloqueo de
raceptores con actividad de proteinas quinasas en residuos de tirosina (RTK) y de
ligandos para dichos receptores.

Se describen combinaciones inmuncterapéuticas que provocan el bloqueo de
receptores RTK y/o sus ligandos, medlante la combinacién de inmunoterapia activa
ylo pasiva contra jos mismos y los procedimientos referidos pueden ser aplicados a
pacientes en diferentes estadios clinicos de tumores de origen epitelial que sobre-
expresan estos receptores. La combinaclon de inmunoterapla activa y pasiva puede
ser simultanea o secuenclal en dependencia de sl el procedimiento terapéutico va a
ser uliiizado en pacientes con enfermedad avanzada o como terapia adyuvante.

@
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IMMUN THERAPEUTIC KIT FOR THE TREATMENT OF TUMORS.

Technlcal Fleld:
This invention refates to immunology, and especially to cancer immunotherapy; and

particularly provides an iImmunotherapeutic kit for Inducing a low growth rate and/or removing

tumoral cells.

Prior Art:
The system of the EGF receplor (EGF-R) and its ligands constitutes a molecular complex

whose Interaction regulates in a specific way celiular growth and its impact has been
demonstrated in the uncontrolled growth of tumors of epithelial cell origin. During
tumorigenesis the paracrine and autocrine control of EGF-R activation Is deregulated , due to
growth factor over-production, because of the high rate of synthesis and/or receptor
mutations. ' -

The EGF-R is a transmembrane glycoprotein with 1188 amino aclds and 170 kD molecular
weight thét it Is broadly expressed in normal tissues. It has been implicated in several stages
of embryogenic development.

The binding of its specific ligands, EGF or TGF-alpha, induces receptor dimerization, as well
as heterodimerization with other members of the ErbB family, like HER-2 (Cohen BD et al.
{1998) J Biol Chem 271:7620-7629). The binding of ligand to receptors releases a cascade
of intracellular signals (Uliich TO and Schiessinger J (1990) Cell 61:203-212) that drives
celiular growth and differentiation. Overexpression of the receplor occurs in some types of
cancers, malinly of epithelial origin, which has been a target for cancer immunotherapy. Such
is the case for breast, biadder, ovary, uterine, colon, lung, brain, prostate and head and neck
tumors. EGF-R expression has proven to be an indication of bad prognosis in breast, cancer
(Pérez R et al. {(1984) Breast Cancer and Treatment 4:180-193). Whils the role of EGFR and
Its ligands in tumor growth is not yet known, there are sugyestions that EGF-R expression in
tumor cells induces a mechanism for autocrine stimulation that leads to uncontrolled
profiferation of thosa cells (Schlessinger J et al. (1983) Crit Rev Biochem 14 (2):93-111).

The main ligands of this system are the Epidermal Growth Factor (EGF) and the
Transforming Growth Factor aipha type (TGFalpha). There are other ligands belonging fo the
EGF suparfamily, like: amphireguline (AR), crypto {CR1), Heparin Growth Factor,
betacellulin, epiregulin, and others.

EGF Is a 53 amino acid polypeptide with a molecular weight of 6045Da, which is mitogenic
for celis of epithefial origin. Its action is mainly paracrine through its binding to EGF-R.

TGF alpha Is a 50 amino acid polypeptide able to compete with EGF for binding to EGF-R.
Anti-EGF antibodies are not able 1o recognize TGF alpha (Todaro G J et al. (1976), Nature
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264:26-31), meaning that both growth faclors are hivo"lmmunologlcally different entlties.
The EGFR - ligand system has been the target of passive immunotherapy (Pl) using
monocional antibodies(Mab) against EGF-R, in native form, assoclated with drugs, toxins, or
radioactive isotopes (Volimar AM et al. (1887) J Cell Physiol 131:418-425) in tumors with
5 high expression of this receptor. These antibodies have been selected by their capacity to
Inhibit the binding of EGF to it receptor (neutralizing antibodies). Several clinical trials with
Mabs are being carried 'cnut and some have shown promising resulls as It is the case of
Phase |l clinical trials with the Mab C225 in breast, par.creatic and renal cancer, in addition to
Phase il ials In head and neck cancer (Mendelsoh., J ef al. (1999) American Soclety of

10 Clinical Oncology \Meeting). Other Phase Ii ciinical t:als showing good results have been
carried out with the Mab [OR-R3 in lung tumors (Cromb>et T et al . (2000) Cancer Biotherapy
and Blopharmacautical, manuscript-accepted for publication).

Passive immunotherapy with the IOR-R3 Mab (EP586002B1), specific against the EGF-R,
has demonstrated that the specific binding of the IOR-R3 to the receptor Inhibits EGF/EGF-R

15 binding, with subsequent Inhibition of EGFR autophosphorylation. In tum, passive
immunctherapy with IOR-R3 inhiblted the growth of human tumor cells in nude mice, and It
has reduced the rate of tumor growth in some patients in dinical trials. This system has also
been target of specific active cancer immunotherapy. One example is the use of a vaccine
composed one of the main ligands of EGF-R, EGF, coupled to a carrier protein (US

20 5,894,018). This vaccine Is able lo induce a specific antlbody response agalnst autologus
EGF, to inhibit EGF/EGF-R binding, thus blocking pmiiferation mechanisms Induced by this
binding. Pre-clinical studies have shown that mice iInmunized with autologus EGF coupled to
a carrier protein and administered with a useful adjuvant, increases survival of mice
fransplanted with Ehrlich Ascitic Tumor (EAT) cells (Gonzdlez G et al. (1998), Vaccine

25 Research 5(4):233-243; Gonzélez G et al (1997) Vaccire Research 6(2):91-100).

Results from a Phase | clinical trlial have been repoiied for a vaccine containing human

recombinant EGF, demonstrating the immunogenicity 1.wd safety of vaccination (Gonzalez G
. et al (1968), Annals of Oncology 9:1-5).

Disclosure of the Invention:

30 The present invention intends the use of combined in'munctherapies, directed against the
recepfors with tyrosine kinase activity (RTK) and agalnst their ligands, in order to potentiate
the effect observed when applying in an independen! way the different immunotherapies
forms described in the state of the ant, direcled against only one of the components of the
receptorfigand system. This polentiation is justified for the combined blockade of both,

35 ligands and receptor, In a treatment method that indudes both active principles.

Particularly the Invention refers an immunotherapeutic kit for the treatment of tumors
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whose effect is on cells whose growth Is dependent of the system of receptors with
tyrosine kinase activity, characterized In that it comprizes the components A, B, and
D, which are used simultaneous or sequentially in the comblnationsof A+C; rA +D;
or B + C; or B + D; wherein A, B, C and D are:

5 A, - An antibody against a receplor RTK;
B. - An antibody against the ligand(s) of the receptor RTK;
C. - A vaccine comprising a receptor RTK, which Induces antibodies against said receptor

RTK;
D. - A vaccine comprising the ligand(s) of a receptor RTK, which induces antibodies against

10 sald llgand(s);
in a prefeired embodiment of the invention, the monocio..al antibody against the receptor
RTK Is an antlbody against the receptor of the Epidermal Growth Factor, R-EGF, and more
specifically It I$ the antibody humanized agalnst the EGF-R, the hR3, deposited with access
number 851110101 in ECACC, England.

15 In another embodiment of the invention the antibody against the ligand of the receptor RTK
can be an antlbody against the EGF or against the TGF alpha.

Also the Invention refers to an immunotherapeutic hit which comprises a vaccine
containing as active pirinciple the EGF-R, EGF, TGF alpha, or a conjugated of these
molecules with the protein p84K of Neisseria meningitis.

20 The Immunotherapeutic kit of the Instant invention In the combinations proposed
inhibit growth of tumor cells 1o eliminate those cells, based on the blockade of RTK receptors
and Hts ligands. This blockade can be achieved, among other approaches, using
combination, simultaneous or sequential, of aclive immunciherapies (therapeutic vaccines)
and passive immunotheraples (Mab) directed to growth factors (i.e.EGF, TGFa) and its

25 receptors (.e.EGF-R). )

The blockade of growth factors or of their receptors causas inhibitlon of cellular proliferation.
in this invention we show that simultaneous blockade of ligunds and/or receptors potentiate
the inhibition effect on cellular proliferation. This therapeutic concept is of great importance
for treatment of malignant tumors, which are fundamentally caused by an increase in the rate

30 of cellular proliferation.
immunotherapeutic combinations of the components of the kit described cause the
blockade of RTK receptors and/or their ligands, by means of active and passive
immunotherapeutical combinations.

The referred procedures can be appiied 1o patients with tumors of epithelial origin that over-

35 express EGF-R, in different dinical stages.

The combination of active and passive inmunotherapy can be simultaneous or sequential,
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independent of the therapeutic procedure used In patients with advanced disease, or as

adjuvant therapy.

in cases of advanced disease, the proposed therapeutic combination is passlve

immunotherapy with Mab that recognizes the RTK receptor and/or Mab that recognizes
5 ligands of this receptor, in combination with an onco-specific therapy of choice, as first line

therapy, followed by active iImnmunotherapy using vaccines directed against the ligands of the

receplor and/or to the receptor, to maintain the therapeutic effect.

In cases of adjuvant therapy the proposed therapeutical combinations are; passive

immunotherapy with Mab that recognize either, the RTK receptor and/or its ligands with

10 active immunotherapy using vaccines directed to the receptor's ligands or to the receptor
itself. Or passive immunotherapy with Mab that recognize elther, the RTK receptor or its
ligands as attack therapy, followed by active immunotherapy with vactines directed to the
receptor’s ligands or to the receptor ltseif, as maintenar.ce treatment.

The way to use the kit of the invention s explained I the procedures presented below.

15 PROCEDURE 1: Therapeutic combination including passive Immunotherapy with Mab
that recognize the RTK receptor (l.e. EGF-R) and/or the receptor’s ligands {l.e. EGF,
TGF alpha), followed by active therapy with vaccii.os directed to the receptor and/or
its ligands, to be applied In patients with advanced stage epithelial tumors.

This Is administered to patlents with advanced cancer who are not eligible for any other

20 onco-specific therapy.

The first treatment step will be passive immunotherapy with Mab thal recognizes the RTK
. receptor (l.e. EGF-R), with the property of inhibiting this receptor and/or Mab that recognize
the receptors ligands (l.e. EGF, TGF alpha). This will be an acute therapy aimed at the goal
of tumor remission, and can be used togsther with the established onco-specific treatment

25 for this stage of disease.

This will be followed by active immunotherapy using vaccines that induce receptor blocking
antibodies (..e. ant-EGF-R) and/or ligand blocking antibodies (l.e. ant-EGF, anti-TGF alpha),
with the objective of maintaining disease stabiiization for longer periods, to avoid new
metastases.

30 The procedure consists of administration to patients in advanced stages of tumors of
epithefial origin, of between 4 and 20 doses, ranging batween 100 and 400 mg of a Mab that
recognizes and Inhibits EGF-R, and/or MAD that recognizes the receptor’s ligands. The time
between doses will ba between 6 to 10 days. The complete treatment can last between 1 to
24 months, concomitant with the estabiished onco-especific therapy. The treatment will

35 continue up to partial or complete tumor regression or up to the point where an adverse
reaction occurs that requires treatment cessation. .
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Between 1 and 4 weeks after this treatment, immunization schedules will be ‘inftiated ‘with
vaccines directed again§t EGF-R or lis ligands (l.e. EGF, TGF-alpha) coupled to a carrier
protein (L.e. PB4K Neisseria meningitides recombinant protein) and administered in an
adequate adjuvant L.e alum (between 1 and 2 mg/dose) or Montanide ISA 51 (between 0.6
and, 1.2 ml/dose). Each dose contains between 50 and 800 ug of acll\fa ingredient (receptor
or ligand) coupled to the carrier protein, in a final volume of between 0.6 and 5 mL. The

. Immunization schedule Is 5 to 8 initial immunizations for response induction, given every 7 to

15 days. Immunizations can be preceded by administration of cyclophosphamide , between
100 and 500 mg/m? of body weight, administered 2 to 4 d.ys before the 1™ Immunization.
Vaccines can be formulated in any other vaccine vehicle (l.c. liposomes, DNA vaccinas, viral
vectors). .

Vaccines can be formulated as independent products or as <. unique vaccine formulation.

In this period, blood will be extracted from patients in order to measure blochemical blood
markers and specific antibody tlers against the ligand or 1eceptor to which the vaccine is
directed. Extractions will be done weekly or monthly.

Subsequently, re-immunizations will be done If antibody liters decrease, every 1 to 3
m nths for a period of 1 o 2 years.

PROCEDURE 2: Immunotherapeutic combination InciLding passive Immunotherapy
with Mab that recognizes a RTK receptor (l.e. EGF-R) a.d/or it ligands (i.e. EGF, TGF
alpha) together with active Immunotherapy with vaccines directed against the receptor
and/or Its ligands, as adjuvant treatment.

Passive treatment with Mab recognizing a RTK receptor (i.e. EGF-R) inhibiting its activity
and/or Mab recognkzing receptor's ligands (Le. EGF, TGF alpha), together with an active
treatment with vaccines that induces an antibody response that blocks the receptor and/or its
ligands, will be administered to patients immediately after diagnosis and/or surgical
treatment. .

Those treatments, administered together, will have a synergistic effect, enabling a higher
percentage of regrassion and/or dlinical disease stabilization.

Patients with tumors of epithellal -origin are amenable to this treatment, that consists of
between 4 to 20 doses, ranging between 100 and 400 mg, of Mab recognizing and inhibiting
RTK receptors and/or It ligands. The time between doses wiil be between 6 to10 days and
the treatment can last between 1 to 24 months. The treatment will continue until partial or
compiete tumor regression or up o the point where an adven.a reaction ocoﬁrs that requires

treatment cessation. _
Concomitant immunizations will be administered with vacciiies according to the schedule

described in procedure #1.
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PR CEDURE 3: ..
immunotherapeutic combination Including pa'sslve immunotherapy with - Mab

recognizing RTK receptors (Le. EGF-R) and/or its ligands (le. EGF, TGF alpha),

followed by active Inmunotherapy with vaccines directed against the receptor and/or
5 It ligands, to be applied as adjuvant therapy.

This will be applied to patients Iinmediately after diagnosis and/or surgical treatment.

The goal of this treatment Is to use acute therapy lo obtain tumor remission, via initial

passive immunotherapy with Mab recognizing and Inhibiting RTK receptors (l.e. EGF-R)

and/or Mab recognizing its ligands (ie. EGF, TGF alpha). Subsequenily, active

10  iImmunotherapy will be initiated using vaccines inducing blocking antibodies against the
receptor (l.e. EGF-R) or it ligands (i.e. EGF, TGF alpha). The aim of the 2™ treatment is to
obtain a ionger period of freedom from disease, to avoi.. the appearance of new metastases.
The procedure consists of administration to patients at advanced stages of cancer of
eplithelial origin, from 4 to 20 doses of between 100 anJ 400 mg of Mab that recognizes and

15 Inhibits the EGF-R and/or its ligands. The time between doses will be between 8 to 10 days
and the treatment duration can be betweer; 1 to 24 months. The treaiment will continue until
partial or complete tumor regression, or untii any adverse reaction occurs that requires
treatment cessation. ' )

Between 1 to 4 weeks afler the end of treatment, immunization schedules will begin with

20 vaccines directed against the EGF-R or some EGF-R ligand (l.e. EGF, TGF alpha),
according to the schedule described In procedure #1.

EXAMPLES: .
Example 1: Inmunization schedule with EGF vaccine in cancer patients, using alum as
adjuvant. .

25 With the main goal of demonstrating immunogenicity and safety of EGF, a dinical frial was
performed In which 10 patients were immunized with an EGF Vaccine (US 5,894,018), using
P84K as carrier protein and alum as adjuvant. f
Patient 1.1 (MMG) was included in the trial with a diagnosis of melastasic epidermold
carcinoma of the lung, with progressive disease, and rot eligible for any other onco-specific

30 treatment )

The patient was immunized following a schedule of 5 Initlal dose of the vaccine, containing
50ug of EGF and 2 mg alum, administered on days 1, 7, 14, 21 and 51.

Blood extraction was performed on days 0, 15, 30, 45, 60 and monthly thereafter for blood
biochemical measurements and for EGF- specific antibodies.

35 Antibody titers were measured by means of an ELISA lest, antibody titers being determined
as the maximal sera dilution that gives a positive result in the ELISA test. {O.D values equal

——
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or higher 2 times the blank).
Re-immunization was performed using the same vacdno dose when a decrease in antibody
titers was detected.

Patient MMG developed an ant-EGF antibody responso with maximum titers up fo 1:8000.
5 The kinstics of the antibody response Is shown in figure 1.

After the beginning of the vaccination schedule the patient showed clinical and radiological -

stabliization of disease for 15 months. The patient died 23.2 months after the firat

vaccination. S

Example 2: Immunizstion schedule with EOGF vuclno in cancer patients, using

10 Montanide ISA 31 as sdjuvant.

" With the main goal of demonstraling immunogenicity axd safety of EGF using P84K as a
carrier protsin and Montanide ISA 51 as an adjuvant, a ciinical trial was performed In which
10 patients were iImmunized.

Patient 2.1 (AMG) was included in the trial with a diagnosls of apidermold carcinoma of the

15 lung, with progressive disease, being ineligible for any other onco-spedific treatment.

The patlent was immunized according to a schedule of 5 initial doses of the vaccine
containing 50ug of EGF in 0.8 mL total volume, emulsified with 0.6 mL of Montanide ISA 51
immediately before use, and administered on days 1, 7, 14, 21 and 51: ° '

Blood extractions were performad on days 0, 15, 30, 45, 60 and monthly thereafter for blood

20 biochemical measurements and measurement of spacific ant-EGF antibodles.

The entibody fiters were measured by means of an ELISA test, antibody titers being
determined as the maximal sera diiution that gives a positive result in the ELISA test. (0.D
values equal or higher 2 imes the blank). .

Re-immunization was performed using the same vaccine dose when a decrease In antibody

25 fiters was detected.

Pstlent AMG dewlopodananﬂ-EGanllbodympom_pwlhnwﬂmmﬂmofupto
1: 32000, with kinetics of response shown in figure 2.

Aher the beginning of the vaccdination scheduls, the patiant showed stabilization of disease
for 12months, at which point clinical and radiological tumor regression was diagnosed.

30 On the 14™ month after the beginning of vaccination, a 2™ primary tumor appeared. The .
" patient died 18 months after inclusion from a surgical complication of this 2™ tumor.
Example 3: Immunization schedule In cancer patients, with EGF vaccine, using alum
as adjuvant and low doss cyclophosphamide pre-treaiment.

A diinical trial was carried out in which 10 patients were immunized with the main goal of

35 demonstrating Immunogenicity and safety of the EGF Vaccine using P84K as carier protein

and alum ag adjuvant afier cyciophosphamide pre-treatmunt.

AMENDED SHEET
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Patient 3.1, FNR,. was Included in the trial with a diagnosis of epidermoid carcinoma of the

lung, with progressive disaase, baing ineligible for any other onco-specific treatment.

The patient was treatad with cyclophosphamide (100 mg/m* of body surface), 3 days before

the first immunization of the EGF Vaccine. The vaccination scheduls was 5 doses of the
5 vaccine composition, contalning 50 ug of EGF and 2 ing of alum, administered on days 1, 7,

14, 21 and 51.

Blood extractions were performed on days 0, 16, 30, 45, 60 and then monthiy for blood

chemistry and specific anti-EGF antibody determinations.

AnﬂbodyﬂbnmmredbymmomeU&Ahleﬂbodymuhgdohmlmd
10 as the meximal sera dilution that gives a positive result in the ELISA test. (O.D values equal

or higher 2 times the blank).

Re-immunization was performed using the same vaccine dese, when a decrease in antibody

titers was detectad.

The patient developed an ant-EGF antibody response with maximum tters up to 1:8000, as

15 showninfigure 4,
After the beginning of the vaccination schedule, the patient showed disease stabllization for

19 months.
Exampie 4: immunization schedule with EGF vaccine In cancer patients, using

: Montanide ISA 51 as adjuvant and cyclophosphamiide pre-treatment.

20 A clinical trlal was carried out in which 10 patients were immunized with the main goal of
demonstraling Immunogenicity and safety of the EGF Vaccine, using P84K as carrier protsin
and and Montanide ISA 51 as adjuvant afler low-duss cyciophoaphamide pre-treatment.
Patient 4.1, JPG, was included in the tial with a diagnosls of non-small cell lung
adenocarcinoma, with progressive disease, being ineligible for eny other onco-specific

25 treatment
The patient was treated with cyciophosphamide (100 n:g/kg of body weight), 3 days before
the first immunization of the EGF Vaccine. The vaccination schedule was 5 doses of the
vaccine composition, contalning 50 ug of EGF in 0.8 m.. total volume, emulsified with 0.6 mL
of Montanide ISA 51 Immediately before use, adminisiered on days 1, 7, 14, 21 and 51.

30 Bilood exiractions were performed on days 0, 15, 3C, 45, 60 and then monthly for blood

- chemistry and specific anti-EGF antibody determinations.
Antibody titers were measured by means of an ELISA tast, antibody titers being determined
as the maximal sera dilution that gives a positive result In the ELISA test. (O.D values equal
or higher 2 times the blank).

35 Re-immunization was performed, using the same vaccine dose, when a decrease in antibody

AMENDED SHEET
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Patient JPG developed an anti-EGF antibody response with maximum titers up to 1:400000,

as shown In figure 5.
After the beginning of the vaccination schedule the patient showed disease stabilization for 6

months.
5 Example 5: Inmunogenicity of EGF vaccination and Its relationship to disease

stabliization In patients with cancer.

In a Phase | trial, 10 patients.at stages Ill or IV of Non Small Cell Lung cancer (NSCLC),
were treated with 5 Initial doses of vaccine composition conlalning S0ug of EGF and 2 mg of
alum, administered on days 1, 7, 14, 21 and 51.

10 The other 10 patients (NSCLC, stages il or IV), were immunized with 5 doses of the vaccine
composition containing 50 ug of EGF, in a total volume of 0.6 mis, emulsified with the same
volume (0.6 mL) of Montanide ISA 51.

Antibody titers were measured by means of an ELISA test, with antibody titers determined as
the maximal sera dllution that gives a positive result in the ELISA test. (O.D values equal or

15 higher 2 times the blank).

In this trial, 50% of patienis developed an anti-EGF antibody. response with antibody titers of
1:4000 or higher (, Good Antibody Responders, GAR group) and 50% antibody titers below
1:4000 (Bad Antibody Responders, BAR group).

In the GAR group, 87.5% of patients showed clinical and radiological disease stabilization for

20 alleast3 months after the beginning of treatment. _

In the BAR group, only 11,1% of patients showed this stabilization profile (Table 1).

These data demonstraie the relationship between ant-EGF antibody levels and tumor
stabilization.

Chart 1: Relationship of antibody responses and clinical and radiological disease

25 stabllization.

% of patients ‘Disease stabilization for at
least 3 months after
. beginning treatment.
[GAR 50% 87.5%
'BAR 50% 11.1%

Example 6: Immunagenicity of EGF vaccination and relatlonship to survival of cancer
30 patient subjected to this treatment.
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Forty stage Il /IV NSCLC patients were treated, Inlgroups of 10, with the schedules detailed ‘
In examples 1,2,3 and 4.
They were characterized as GAR and BAR according to criteria exposed In example 6.
Of the tolal of patients trealed with the previously described schedules, 50% tummed out to be
5 GAR and 50% BAR.
When survival patiems were compared between GAR and BAR patients, a statistically
significant difference was observed, with a mean survival of 9.1 months for GAR and a mean
. survival of 4.5 months for BAR (p <0.02). This result is showed in figure 6.
Example 7: Therapeutic oﬂe&t of the combination of Radiotherapy and Mab IOR-R3:
10 Patlent RML, diagnosed with stage IV tongue base epidemioid carcinoma, was included in

- the clinical trial using the combination of radiotherapy (RTP) and IOR-R3. The patient
recelved 200 mg of Mab once a week for 6 weeks. The accumulated dose of Mab was
1200mg and the total radiation dose was 60 Gy.
When the combination therapy was complete the patient showed complete remission of the

15 primary tumor and its melastases (figure 7). This response was maintained for more than 13
months.

Example 8: Therapeutic effect of the combination of Radiotherapy and Mab IOR-R3:
Patient EPG, diagnosed with stage Illl ionsil epidermoid carcinoma with cervicai
adenopathies, was included in the clinical trial using the combination of radiotherapy (RTP)

20 and IOR-R3. The patient raceived 200mg of Mab once a week for 6 weeks and a total
radiation dose of 64 Gy.

After treatment, this patient showed complete remission of the tumor lesion (figure 8). Tha
response was maintained for more than 13 months.
Example 9: Therapeutic effect of the combination of Radiotherapy and Mab IOR-R3:

25 Pallent CHA, diagnosed with a stage IV tonsll tumor, with bilateral cervical adenopathies,
was included in the clinical trial using a combination of radiotherapy (RTP) and 1I0R- R3. The
patient received 400 mg of Mab once a week for 6 weeks, for an accumulated dose of 2400
mg. Concomitantly, the patient recsived a total radiation dose of 64Gy.

When concluding the treatment this patient was in complete remission of the primary tumor

30 and the loco-regional metastasis (figure 9). The response was maintained for 12 months.
Example 10: Schedule of combined Mab IOR-R3 / EGF vaccine treatments In patients
with advanced stage tumors:

Patient ARP, diagnosed with epidermoid carcinoma of the head and neck, received
sequential treatment of Mab IOR-R3 and EGF Vaccine.

35 The patient received 200 mg of Mab once a week for 6 weeks, in combination with a total of
30 doses of radiotherapy, 5 doses per week for 6 weeks, for an accumulated radiation dose
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of 60 Gy.
When concluding the treatment, the patient was In complets remission of the primary tumor.

An immunization schedule with the EGF Vaccine began one month after conclusion of the
treatment with the Mab. The palient received 5 doses of 50 ug of EGF conjugated o protein
PG4k, in a total volume of 0.8 mis, emulsified with 0.6 ml of Montanide ISA 51 immadiately
before use. The immunizations were carried out on days 1,7,14,21 and 51.

The patient remains in the follow-up period.

Example 11: Schedule of combined Mab IOR-R3 / EGF vaccine treatments in patients
with advanced stages tumors:

Patient MRM, diaghosed with epidermold carcinoma of the jung, was subjected to surgical
intervention. One mor;th after the surgery the patient began a combined treatment of passive
Immunotherapy with Mab IOR-R3 concomitantly with the EGF vaccine.

Figure 10 details the schedule of dose intervals. The patient is in follow up.

BRIEF DESCRIPTION OF FIGURES:

Figure 1: Kinetics of ant-EGF antibody response in patient MMG, immunized as detailed in
example 1. Arrows indicate times of re-immunizations.

Figure 2: Kinetics of anti-EGF antibody response in patient AMC, immunized as detailed in
example 2. Arrows indicale times of re-immunizations.

Figure 3. Tumor regression observed in patient AMC. The tumor mass is seen on the left at

the start of treatment. On the right of the figure it can be seen that 12 months after the start

of treatment the tumor mass disappeared.
Figure 4. Kinetics of anti-EGF anlibody response in patient FNR, immunized as detailed in

axample 3. Arrows Indicale times of re-immunizations.

Figure 5: Kinetics of anti-EGF antibody response in patient JPG, immunized as detailed in
example 4. Arrows Indicate times of re-immunizations.

Figure 6: Kaplan-Maler survival curves of groups of patients with high anti-EGF antibody
response (GAR) and with low anti-EGF antibody responses (BAR), as well as that of a

historical control group.
As can be seen, GAR is associated with a significant increase in survival compared with

either BAR or with historical controls.
Figure 7: Graphic demonstration of tumor remission in patient RML, treated as detailed in

example 7.
Figure 8: Graphic damongiration of tumor regression in patient EPG, treated as detailed in

example 8. )
Figure 9: Graphic demonstration of the tumor in patient CHA, trealed as detailed in example

9.
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Figure 10: Combined treatment of Mab IOR-R3 and the EGF Vaccine:
Armows above the time axis indicate the day of Mab administration (days 1,7,14,21,.28 and
35) and arrows below the time axis indicate the day of immunization with the EGF Vaccine

(days 2,8,15,22, and 52).
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CLAIMS:

1. An immunotherapeulic kit for the treatment of tumors whose effect is on cells whose
growth is dependent of the system of recaptors with tyrosine kinase activity, characterized in
S that it comprises the components A, B, C and D, which are used simultaneous or
sequentially in the combinations of A+ C; or A+ D; or B + C; or B + D; wherein A, B, C and
D are:
A. - An antibody against a receplor with tyrosine kinase activity;
B. - An antibody against the ligand(s) of the a receptor with tyrosine kinase activity;
10 C. - A vaccine comprising a receptor with tyrosine kinase activity, which induces antibodies
against said recsptor;
D. - A vaccine comprising the ligand(s) of a receptor with tyrosine kinase activity, which
induces antibodies against sald ligand(s).
2. Immunotherapeutic kit according to claim 1 wherein the antibody against the receptor with
I5 tyrosine kinase activity an antibody against the EGF receptor.
3. Immunotherapeutic kit according to claim 2 wherein antibody against the EGF receptar is
a humanized antibody.
4. Immunotherapeutic kit according to claim 3 wherein the humanized antibody against the
EGF receptor is IOR R3, deposited with accession number 851110101 en ECACC,
20 inglaterra.
5. Immunotherapeutic kil according to claim 1 wherein the antibody against the Ilgand(s) of
the receptor with tyrosine kinase aclivity is an antibody against EGF.
6. Immunotherapeutic kit according to claim 1 wherein the antibody against the ligand(s) of
the recaptor with tyrosine kinase activity is an antibody against TGF alpha.
25 7. Immunotherapeutic kit according to claim 1 whereln the vaccine comprises the EGF
receplor as active principle. '
8. Immunotherapeutic kit according to claim 1 wherein the vaccine comprises EGF as active
principle.
9. Immunotherapeutic kit according to claim 8 wherein the vaccine comprises as immunogen
30 conjugated proteins EGF and P84K from Neisseria meningitidis.
10. Iimmunotherapeutic kit according to claim 1 whereln the vaccine comprises the TGF
alpha as active principle.
11. immunotherapeutic kit according lo clam 10 wherein the vaccine comprises as
immunogen conjugated proteins TGF alpha and P64K from Nelsseria meningitidis.

35
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