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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa cle presentacidn de la sollcltud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, si fuere el ¢aso. -

Documento de cesion del inventor al seolicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacionai. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internacional e_nl castellano. {Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Copla del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el case, documento que acredite [a licencia o autorizacién de uso de conoclmientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico,
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros. Bidsqueda Internacional

Solicito la concesidn de !a patente, m W
NOMBRE:_]. JAN RAISBECK FIRMA: . ( 4
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FOLIO 85.- PRIMERA/ COPIA.- ESCRITURA NUMEROQ: VEINTICUATRO.-
. ) : .

4
0= §
2 <§ I==—= ¢ 5|Argenting, el dia NUEVE de MARZO del afio DOS MIL SIETE, ante mi Maria )
oM g‘% b )
53 N === 2 6 Silvina Lasarte, Escribana Autorizante, titular del Registro Notarial ntimero 1788, f‘ﬁ—:
Rl — N ' 14
IN v ===_ 7|[COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968, ““;
=L X NE——} }&'
1 d —
(@ — == 8 [hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, sollera, titular del Documento Na- %’
i ——N
5'! =——— § 9 [cional dc Identidad Nurnero 20.383.892, Clave Unica de Tdentificacién Tributaria 27- q\
10 20383892-7, con domicilio especial en la Avenida Lcancho N. Alem 1.134, Piso 10°, (((3
™ _ 11 de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es mayor de edad.- INTERVIE- &
== i (]
F: ==== & 12 NE: por su propio derecho.- Y la comparecnenle EXPRESA: PRIMERO: Que la &f
I — [ ]
== °
e aa— 4 “ ' » ” &'h
3 ! 8 ——— 13 Pocicdad “BAYER SCHERING PHARMA AG”, con domicilio en Miillerstrasse %
- —_——
iy 2 N == 2 14 [178,13353, Berlin, Alemania, le confirié con fecha 22 de enero de 2007 en dicho pa- %‘] .
' —
o ﬁ —— ————
A (e f—— e 15 fs, un Poder, el cual mediante escritura nimero 14 de fecha 16 de febrero de 2007, d. l
"H == §
=——— 8 15 olorg’tda ante la Escribana Mariela Vanina Scardaccione, al folio 44, prolocolo\co—
' s 17 priente de este Registro Notarial interinamente a su cargo, fue incorporado y tr'msonp- é&rl
A

2 pendido ni limitado 2n ninguna de sus partes.- TERCERO: En consecuencia, DI- !
%: Que en uso de la facultad conferida SUSTITUYE l’ARCIALMENTE el podcx ;E
23 imencionado a lavor de Carlos Reinaldo OLARTE y/o James Tan RAISBECK, al ?gj
24 solo y unico objeto de que en nombre y representacion de la Sociedad “BAYER é}
25 SCHERING PHARMA AG”, y acluandojen forma individual, indistinta y/o alterna- E

9
lo al mismpb, cuya primera copm tengo para esle acto a la vista, doy fe y en lo-perti- k}l




N007422051

amente, se presenie exclusivamenie ante las autoridades de COLOMBIA que co-

Yrrespondan y realicen los actos enumerados en el citado poder y con las facullades que

surgen del mismo, el que transcripto en lo pertinente dice: “FOLIO 44.- PRIMERA

-]

AR SN R A A R RS

=

.

2 SR

COPIA.- ESCRITURA NUMERO: CAT(_)RCE.— ...~ En la Ciudad Auténoma de

Buenos Aires, Capital de la Repiiblica Argentina, el dia DIECISEIS de FEBRERO del

[) -
WMESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968, hija de Walter Messerer y

) Elsa Onetia Romanelli, soltera, titular dcl Documento Nacional de Identidad Namero
-‘|20.383.892, Clave Unica de Identificacién Tributaria 27-20383892-7, domiciliada

\7
)
:;é;‘ilegalmeme en la Avenida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10° de esta Ciudad de Buenos

lAire:s.— La compareciente es mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.-

L kfji‘ a compareciente EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de mi, la
’ Y e

oM

Autizanle, LA INCORPORACION y TRANSCRIPCION en este protocolo del
Ty

' && ODER que le fuera conferido en Berlin, Alemania, el 22 de enero de 2007, por la
ooy

Sociedad “BAYER SCHERING PHARMA AG”, con domicilio en Miillerstrasse 178,

0

i 13353, Berlin, Alemania, sobre cuya plena vigencia responde la requirente bajo jura-
\amento.- Yo, la Autorizante, hago constar: a) Que el instrumento de podencuya iricor-

poracion y transcripcion a este protocolo solicita la compareciente, se encuentra ex-

ST

. s - - L e ,
yplendido en idioma castellano, certificadas las firmas por notario en idioma alemin,
QY

s debidamente legalizado en idioma aleman (Sello de Apostilla de la Convencién de La

YWHaya del 5 de octubre de 1961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por la
¥ Traductora Publica Laura Thieberger.- b) Que la compareciente en virtud de lo mani-
festado tiene interés legitimo en su requerimiento.- En consecuencia, me hace entrega

Wen este acto del original del instrumento de poder relacionado con su respectiva tra-

26
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37
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N 007422052

—_—

LLER & CO. (Sigue aclaraJ()n en idioma inglés) - PODER Los abajo firmante/s
BAYER SCHERING PHARMA AG domiciliados en Miillerstrasse 178 13353 Berlin
- Alemania declaran por el presente otorgar a Dagmar MESSERER poder general am-

plio y suficiente para recabar de las autoridades ..., sud y centroamericanas ... que co-

tlecto los faculta/n para llevar a cabo ante dichas autoridades todas las gestiones nece-

sarias al objeto indicado, presentar solicitudes, formular descripciones, oposiciones,

‘Q.eslos, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar impuestos, justificar explota-

siones, solicitar testimonios, aceptar transferencias, recibir documentos y valores, per-

pibir y hacer cuanto fuere necesario ante las autoridades administrativas de cualquier

 prden. Por otra parte, les confieren mandato para que en su nombre y represéntacion

pucdan iniciar y proseguir cualquier juicio quz actualmente los que suscriben tengan o
en el futuro tuvieran ..., en Sudamérica, Centroamérica ..., con motivo de su nombre,
narcas de fibrica o de comercio, patentes de invencién y modelos y/o de sus derechos

le propiedad intelectual que actualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promover

17_.cios de cualquier jurisdiccion, criminales, correccionales, civiles o comerciales,

contra los [alsificadores, usurpadores o imitadores y conira los tenedores de ariiculos
que infrinjan su nombre, marcas o patentes de invencién, seguir los juicios por oposi-
£ion u otros en que fueran parte como actores o demandados, defender el nombre, las

narcas, patentes y modelos y/o de derechos de propiedad intelectual y/o nombres de

 lominio, haciendo las protestas del caso o diciendo de nulidad. Al efecto, podrén pre-

sentarse con escritos, querellas, pedidos, y lo que fuere necesario ante cualquier auto-

iidad judicial, presentar testigos, documentos 'y demads justificativos, rendir pruebas de

sualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver posiciones, asistir

respondan, la obtencién de patentes de invencién, el registro y la renovacién de mar- |

cas y modelos y/o derechos de propiedad intelectual y/o nombres de dominio, a cuyo
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Va juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiccién, tachar, recusar, apelar, transar,

Lsomeler a.arbitraje o mediacion, hacer renuncias, exigir y dar caucioncs, pedir embar-

Wgos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levantamiento, pedir la venta de los

[ blencs de los deudores, sclicitar y obtener el cumplimiento de senlencias, prestar ju-

framentos, decir de nu]ildad, desistir, percibir, otorgar rccibos y en general practicar

o :

: % todos los actos y diligencias que sean precisos al desempeiio de este mandato. Podrin
4

;E asimismo substituir el presente poder en todo o-en parte.- Dado y firmado en Berlin

i%gg(Su,uc. fecha en idioma inglés). Bayer Schering Pharma AG (Sigue texto en idioma
)

.,mgles). ppa. Sigue una firma ilegible. (Aclarado:) Dr. Noeske-Jungblut. ppa. Sigue

olra firma ilegible. (Aclarado:) Dr. Klose”. ES COPIA FIEL, doy fe.- En hoja adjunta
I s

A m jcRnsta la certificacién notarial de las firmas obrantes en el poder en idioma aleman,
A

Tl

Pl

.-J—

C e
UP s
7;5 efeo lada cl 22 de enero de 2007 por el Escribano Dmmu Rempen, de Berlin, Alema-

\\ " . . ., -
‘. ‘;}u & conlinuacion consta la respectiva legalizacion de la firma y setlo del nombra-

;ko y N'olano (Scllo de Apostilla de la Convencién de La Haya del 5 de octubre de

190 c==¥ama alemén, efectuada por el Presidente del Tribunal Regional de Berlm

8
s,

p@@:?»

Alcmama En hojas adjuntas sigue la refcrida traduccion al idioma nacional la que
trdnscripla textualmente, dice: “TRADUCCION PUBLICA — (Sobre papel con mem-
%' brete de “MOELLER y CO"’ América Latina - Agentes de la Propicdad Intelectual -
‘l 1gura un Poder otorgado por la Sociedad “BAYER SCHI"RING PHARMA AG”, con
)

W

:
0
}snguicnlcs textos, que traducidos dicen:) “BAYER SCHERING PHARMA AG” -
0
l‘alcnles y licencias — (Firmado y Aclarado:) pp Dr. Noeske-Jungblut — pp (Firmado y
b .

: Aclamdo:) Dr. Klose.-'La version en inglés es para su informacién tnicamente.- Re-
”

[,ISIIO de Actas N° R 17/2007.- Me he referido a Ia prohibicion de intervencién segun
m}

sede cn Berlin, Alemania, redactado en idioma nacional, luc;,o del que aparecen los

.:. articulo 3, parrafo 1, N° 7, de la Ley de Certificaciones. Mi pregunta de si ha existi-

N007422052
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do una intervencidn previa en el sentido de la norma me fue conlestab! por |

2 [va.~ Las [irmas trazadas ante mi por el Dr. Walter Klose, que naci6 el 26 de diciembre )

ade 1952, y de la Dra. Chistianc Noeske-Jungblut de soltera Noeske, que nacié el 26 de

ird

4 [junio de 1957 — Ambos de mi personal conocimiento — Ambos con domicilio comer-

T

[+

cial en 13353 Berlin, Miillerstrasse 178 sor auténticas, de lo que doy fe.- Al mismo

R

6 tiempo certifico en base a que tuve a la vista en el dia de hoy las actas del Registro de

R

oy e G G iy e G

7 [Comercio del Tribunal de Primera Instancia de Charlotienburg, N° de Registro HR B

S

o 283, que la Sociedad “Bayer Schering Pharna Aktiengesellschafl”, con sede en Ber-

e

REREN

9., estd inscripta con el nimero mencionado arriba en el Registro de Comercio y que

10 Ja arriba mencionada Dra. Noeske-Jungblut y el arriba mencionado Dr. Walter Klose 2 5

(a Tl
11 pstdn facultados en su caracler de mandatarios a representar en forma conjunta a la ot

.y = 8

a

12 Sociedad “Bayer Schering Pharma Aktiengesellschaft” de Berlin. Berlin, 22 de enero ";“‘i o
13 fle 2007.- EI escribano (firma ilegible) y liquidacién de derechos. (Hay un sello er \“&

14 pblea sobre precinto:) Dimitri Rempen, Escribano de Berlin.- 91012 E-F.- APOSII i 4 '

N : 1018 B
15 L.LA — (Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961) - Pais: Repiiblica Feder f“% )
.\\( bR ] _j 2
16 fle Alemania - Este instrumento piblico fue firmado por Dimitri Rempen, actuando en 2\("
ve

1M caricter de escribano c.le Berlin, estando pfovislo del sello del escribano.- Certifica- 0|~
16 flo en Berlin, el 24 de enero de 2007, por el Presidente del Tribunal Regional de Ber-
19 lin, con el N° 9101 a E-F 536/07 - Sello' (hay un sello:) el Presidente del Tribunal Re-
20 pional de Berlin — Firma el Funcionario autorizado (firmado y aclarado:) Holldorf — {§

21 Juez Principal del Tribunal Regional.- ES TRADUCCION FIEL de las partes perti-

22 nentes en los idiomas aleman e inglés del documento que se acompaiia, que he vertido

23 al idioma nacional, en Buenos Aires, a 6 de (ebrfzro de 2007.- Hay una firma ilegible. (f

24 [Hay un sello que dice: “LAURA THIEBERGEI. — MATRICULA DE TRADUCTO-

—

25 RES ALEMAN — FRANCES - Tomo I Folio 234 (Cap.) Tomo H1 — 98 — (La Plata) —

o e RV
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¢ (g . ———
(dr (8 -
{ t WINGLES - Tomo III: Folio 14 (Cap.) ~ Tomo il Folio 329 (La Plata) — COLEGIQ o4
§

g DE TRADUCTORES I’UBLICOS N“ 173”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- A continua o7

-

E=0

I'cién hay un sello que dice: “COLEGIO DE'TRADUCTORES PUBLICOS DE LA 2

= TG

W CIUDAD DE BUENOS AIRES Corresponde a la Legalizacién N° T4-3278/07. Sigug 29

A T i
o Ny = o
o=

@una firma ilegible; Esteban Santiago Allegretti”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- Al dorsd 3q

.
‘:: 8)811 el margen superior hay un sello timbrador .. %= A continuacién sigue la legalizad a1
' ‘cxén de la firma de la nombrada traductora, ...”.- ES COPIA F IEL,--doy fe.- En este] 50
?E ‘%ﬁ) estado la compareciente DICE: 'que en la forma expresada deja INCORPORADO y| 33
(: "IRANSCR]PTO en este Protocolo el Poder que agrego a la presente, solicitando del| 34
g i

pmi, la Escribana Autorizante, expida przmera copia de la plesentc para la hombrada| a5

N

b e ™ e el ™ 5 Sy R R TR T e e
N e

8/ apoﬁclelada Dagmar MESSERER.- Constancias Notariales: Identidad de la compare-| 36

e

Al
\\.ﬁ v E‘ cienle (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica 1a misma por conocnmlenlo dela| 37
” : ~, (:!/ }, H\T' ;
AN W\ b . - . . ; ,
o 7Pl AlNorizante.- ...- LEO esta escritura a la compareciente, quien asi la otorga y en prue- | 38

onformidad, la firma ante mi, doy fe.- Dagmar MESSERER. Ante mi: MA- | 39

‘? 3 VANINA SCARDACCIONE. Escribana. Esté mij sello. CONCUERDA con |40
'!': o %Sll escritura matriz que pas6-ante mi, al folio 44 del Registro Notarial nimero 1788, |4

_' ‘ (‘f %;mteunamenlc a mi cargo.- PARA LA APODERADA expido la presente PRIMERA |42
. : ; gcopm en tres (3) sellos de actuacién notarial numerados cotrelativamente desde ¢ 43

Uniimero N 0073761 53 al presente inclusive, que sello y firmo en la fecha y lugar de su |44

A
¥ )
() %
A9 m‘{ott:)rgdmlenlo doy fe.- Sigue una firma ilegible y un sello que dice: Mariela V. Scar- U5

((%_ %

}g iy daccione — Escribana — Mat. 4527.”.- S COPIA FIEL, de las partes pertinentes de la fs

g iWescritura de referencia, do¥ fe.- CUARTO: Finalmente Ia compareciente expresa: a) 47

] x'Que el presente otorgamiento no éignif' ica renunciar al ejercicio de las faculiades sus- 10
J

: \ lllllldds ¥ b) Que los nombrados apoderados sustitutos no podran sustituir el presenle 49

-

tdpoder en ninguna de sus partes.- Constancias Notariales: 1dentidad de la Compau- 30

¢
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12 fa fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-

[\

&

N 007422054

) {8
1| ciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma por conocimiento de (Ij‘l-
(i

EEGHEEG

. . . . . . (i
la Autorizante.-Yo, la Escribana Autorizante impongo y advierto a la compareciente, a b3

s

lenor de lo dispucsto cn el articulo 77 inciso h) de la Ley Organica Notarial Noumero as

404, respecto de los alcances y consecuencias de las clausulas contenidas en |a presen- ¥

=

=

>

ﬁe-:csie} :f_,.-j:

e

le escritura y del derecho de leer por si es(e instrumento.- LEO esta escritura a la 7

i

=

R
2=

R

comparecicnte, quien asi la otorga y en prueba de conformidad la firma ante mi, doy #
1

=
=

[e.- Dagmar MESSERER. Ante mi: MQ‘R}IA SILVINA LASARTE. Escribana. Est4 .
' TN
mi sello. CONCUERDA con su escritura mégariz que pasé ante mi, al folio 85 del Re-

¢ .‘0 Notarial niimero 1788, a mj cargc{ PARA .EA PODERDANTE expido la pre- f

0 3ente PRIMERA COPIA en cuatro (:l) sellos de actuacién notarial numerados corre- ¢

t fativamente desde el niimero N 007422051 al presente inclusive, que sello y firmo en {
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Argenting, en virtud de las fuculiades que le confiere la ley vigente, LEGALIZA la firma (
y scllo del escribane MARIJA SILVINA LASARTE - 3% - -t7 8- & 0077 L8 )
ohrantes en ¢l documentn anexo, prescniado en el dia de la fecha bajo

od N 070312117346/0 : "La presente legalizaciéon no juzga sobre

el contenido y Torma del documento.

Buenos Aires, Lunes 12 de Marzo de 2007
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IRPUDLIGA -
\HGENTIMA

|. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA .. —-

i) presente documento pUblicO . oo e
do firmado por EDDA._ENRIQUETA _SINELLI
CONSEJERA=~=========""="="="777 777"

3. Quien aclda en calidadde =~ _"_ .- .-
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.... Recombinant Newcastle Disease Virus ___

Introduction

5The invention refers to & recombinant RNA-virus, preferably a
paramyxovirus, preferatly Newcastle Disease Virus (NDV) for treatment of
diseases, especially for ancolytic tumor treatment.. Recombinant viruses are
produced that encode binding proteins (antibodies, ankyrin repeat molecules,

‘peptides etc.), prodrug-converting enzymes and/or proteases ahd lead to th

10selective expression of these molecules in virus-infected tumor cells. The

activity of these binding proteins, prodrug-converting enzymes and/or
proteases increases the anti-tumor effect of the virus. Further the invention
describes manufacture and the use of such modified viruses for freatment of

cancer.
15
Description of the State of the Art

Newcastle Disease Virus

Oncolytic viruses in general for the treatment of tumors are reviewed in
20Chiocca (2002). Newcastle Disease Virus has been used as an experimental
therapeutic agent for more than 40 years and is reviewed by Sinkovics and
Horvath (2000). The Newcastle Disease Virus in general is described in the

book by Alexander (1988). NDV strain PV701 is being developed as an

anticancer treatment for glioblastoma (Lorence et al., 2003). The NDV strain
25MTH68 has been used as an experimental cancer treatment and has been

administered to humans for more than 30 years (Csatary et al., 2004).

In the paper by Stojdl et al. (2003) it is described that in the range of 80% of
all tested tumor cell lines, there is a defect in the interferon response
3ofollowing infection with Vesicular Stomatitis Virus (VSV). It may be assumed
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that a similar percentage of tumor cell lines will be susceptible to infection

with NDV because both VSV and NDV are members of the order
mononegavirales. It has also been shown that the mechanism of selective
replication of NDV in tumor cells is based on a defect in the cellular interferon

sresponse against the virus (see e.g. US: 20030044384).

Recombinant paramyxoviruses

EP-A-0702085 relates to genetically manipulated infectious replicating non-
segmented negative-stranded RNA virus mutants, comprising an insertion
s0and/or deletion in an open reading frame, a pseudogen region or an

intergenic region of the virus genome.

WO 99/66045 relates to genetlcally modifled NDV viruses obtained from fuli-

length cDNA molecules of the virus genome.

15
WO 00/62735 relates to a method of tumor treatment comprising
administering an interferon-sensitive, replication-competent clonal RNA virus,

e.g. NDV.

20ln WO 01/20989 (PCT/US00/26116) a method for treating patients having
tumor with recombinant oncolytic paramyxoviruses is described. The tumor is
reduced by administering a replication—competent Paramyxoviridae virus.

Various methods are described that can be used to engineer the virus

genome in order to improve the oncolytic properties,

25
WO 03/005964 relates to recombinant VSV comprising a nucleic acid

encoding a cytokine.
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US 6,699,479 describes NDV mutants expressing the V-protein.at a_...r@éi.ut?ed_
level and comprising nucleotide substitutions in an editing locus.

US 2004/0170607 relates to the treatment of melanoma by administering a
svirus which is not a common human pathogen.

Genetic manipulation of NDV

NDV can be genetibally manipulated using the reverse genetics technology
as described e.g. in EP-A-0702 085. For example, it is known to make
1orecombinant NDV constructs comprising additional nucleic acids coding for
secretéd alkaline phosphatase (Zhao and Peeters, 2003), green ﬂuoresc‘:ent
protein (Engel-Herbert et al., 2003), VP2 protein of infectious bursal disease
virus (Huang et al., 2004), influenza virus hemagglutinin (Nakaya et al., 2001)
and chloramphenicol acetyl transferase (Huang et al., 2001) (Krishnamurthy
15et al., 2000). None of these recombinant NDV has been constructed for use
in the treatment of human disease. The recombinant NDVs were made to
study either basic virology of NDV or to develop vaccine strains for poultry,
As parental virus strains served lentogenic strains of NDV. These strains do

not have significant oncolytic properties.

20
Summary of the Invention

This present invention relates to an RNA virus, e.g. an NDV having increased
- oncolytic activity. More particularly, the invention relates to an RNA virus,
particularly a Newcastle disease virus comprising a recombinant nucleic acid
25having the therapeutical relevance in treatment of cancer, wherein the
nucleic acid ches for a binding protein, a prodrug-converting enzyme and/or
a protease that have a therapeutic activity when expressed by the virus-

infected tumor cell.
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More preferred are recombinant-oncolytic viruses, e.g. NDVs comprising one-
ore more fransgenes, wherein the transgene(s) is / are coding for a binding
protein, a prodrug-converting enzyme and/or a protease. Combinations of

different specificities are possible.

5
Further, the invention relates to the nucleocapsid of the ;ecombinant virus as
indicated above, comprising viral RNA complexed with capsid proteins-or to
the viral RNA and/or an RNA complementary to the viral RNA in its isolated

form.

10
Furthermore, the invention relates to a DNA, e.g. a cDNA encoding the viral
RNA and/or an DNA complementary to the viral RNA. Furthermore, the
invention relates to the prevention or treatment of tumor diseases.

15Detailed description of Preferred Embodiments:

Viruses

The invention generally relates to RNA viruses, preferably negative strand

RNA viruses, more preferably such viruses that have both oncoiytic
soproperties and can be gensetically engineered. Such viruses are:

- paramyxoviruses, preferably Newcastle Disease Virus (NDV), measles
virus, mumps virus, Sendai virus;
- orthomyxoviruses, preferably influenza virus; .

- rhabdoviruses, preferably veslcular stomatitis virus,

25
Therefore, the subject of the presenf invention is a recombinant oncolytic
RNA virus comprising a nucleic acid with at least one transgene, wherein the
nucleic acid of this transgene(s) codes for a binding protein that has a
therapeutic activity when expressed by the virus-infected tumor ceil.
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Another subject of the present invention is a recombinant oncolytic RNA virus

comprising a nucleic acid with at least one transgene, wherein the nucleic

acid of this transgene(s) codes for a prodrug-converting enzyme that has a

therapeutic activity when expressed by the virus-infected tumor cell,
spreferably in combination with the corresponding prodrug.

Yet another subject of the present invention is a recombinant oncolytic RNA

virus comprising a nucleic acid with at least one transgene, wherein the .

nucleic acid of this fransgene(s) codes for a proteése that has a therapeutic
10activity when expressed by the virus-infected tumor cell.

Preferably the virus of the present invention exhibits a tumor-selective
infection that leads to a tumor-selective expression of the encoded

transgene.

15
The recombinant oncolytiz virus of the present invention may carry af least
one transgene gene independently selected from transgenes coding for
binding proteins, prodrug-converting enzymes, and/or proteases.

20lt is preferred that the virus of the present invention is a negative strand RNA

virus, more preferably a paramyxovirus.

In the context of the present invention, a nucleic acid with at least one
transgene is a nucleic acid comprising a gene which is hetefologous to the
250ncolytic RNA virus on which the recombinant RNA virus of the present
invention is based. The term “heterologous” refers to the complefe gene or a
part thereof, which may be: the coding region of the gene or a part thereof.

The heterologous gene may be an artificial sequence or may be obtained
sofrom natural sources or by recombination of at least two sequences sélected

\§
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from sequences obtained from natural sources and/or artificial sequences.
" Natural sources” include animals such as mammals, plénts, fungi, and

microorganisms such as bacteria, protozoa and viruses, which may be

different from other oncolytic RNA viruses of the present invention. The
stransgene may also encode for a fusion protein. Mammals include humans

and mice.

In an especially preferred embodiment, the virus of the present invention is a
Newcastle Disease Virus, (NDV), most preferred is NDV strain MTHE8. The

10NDV may be a lentogenic, mesogenic or velogenic strain. Especially
preferred are mesogenic or velogenic NDV strains. The virus is preferably

replication competent.

Genetic manipulation of viruses

15
Methods for genetically manipulating RNA viruses are well known as stated
above. Further, genetic manipulation of oncolytic viruses is reviewed e.g. in
Bell et al. (2002). RNA viruses as virotherapy agents are reviewed in Russ |
(2002). The content of any of these documents Is herein incorporated by

20reference.

Binding proteins

In the oncolytic recombinant RNA virus of the present invention, at least one

2stransgene may code for a binding protein.

Binding proteins are proteins, which, when expressed in a target cell, are
capable of binding to a component of said cell and/or a nelghbouring cell.
Preferably, binding proteins are proteins which bind to intraceliular

3ocomponents.
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In a preferred embadiment, binding proteins belong to the following group: a
natural ligand or a genetically modified ligand, a recombinant soluble domain

of a natural receptor or a modified version of it, e.g. a peptide- or polypeptide-
sligand, an antibody molecule and fragments and derivatives thereof or an

antibody-like molecule and derivatives thereof.

An incomplete review of high-affinity binding frameworks is given by Ladner
and Ley (2001). '

10

The binding proteins as d2scribed above might be of human, murine or '
closely related origin or a chimeric version, i.e. a protein which may be a
fusion protein comprising sequences from different species, e.g. human and

mouse.

15

The recombinant binding molecules based on the description above can.be
monometic, dimeric, trimeric, tetrameric or multimeric and bispecific or '

multispecific.

20The preferred binding protains are selected from binding proteins having a

therapeutic activity.

A natural ligand as described above canbe a grfwvth factor or a peptide. A
genetically modified ligand may be an analogue of a naturally occurring

25growth factor or peptide.-

Recombinant soluble domains of a natural receptor or modified versions of it
as described above are recombinantly expressed soluble extracellular
domains of a cell-surface receptor and/or fragments of it, a recombinantly
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expressed soluble extracellular domain of a cell adhesion molecule and/or

fragments thereof.

Antibody molecules as mentioned above may be monoclonal immunoglobulin
santibodies of any known specificity and isotype, fragments thereof and/or
fragments thereof fused to effector proteins. The antibody molecules may be
chimeric, humanized or human antibodies. Antibody fragments contain at
least one antigen-binding domain of an antibody. Antibody fragments have
been described extensively in the literature (reviewed eg. in Allen (2002),
10herein incorporated by reference). Preferred examples are single-chain Fv
fragments, Fab fragments, F(ab2’), domain-deleted versions called
minibodies, and other immunoactive portions, fragments, segments and other
smaller or larger partial antibody structures wherein the latter possess
sufficient targeting properties or Iimmunological stimulatory or inhibitory
15activity so as to be therapeutically useful within the methods of the present

invention.

Such antibodies may be derived from hybridoma cloning experiments by use
of transgenic mice or from phage display selections, ribosome display
20selections, or colony filter screening of antibody libraries containing human

antibody sequences or related methodologies.

Binding proteins with antibody like properties as described above may be
genetically modified proteins or domains of it in which one or more peptide
25loops are randomized on the level of amino acids in such a way that high
affinity binding molecules with high specificity can be enriched against any
antigen from libraries of such molecules by phage display, ribosome display,
colony filter screen or related methodologies. The selected proteins usually
have high thermal and thermodynamic stability and are well expressed in
sorecombinant expression systems such as E.coli, yeast, insect and
mammalian expression system. Examples for such binding proteins with

©)

O
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antibody like properties are ankyrin repeat proteins as described in Binz et al.
(2004), the lipocalins as described in Skerra (2000), the gamma-crystallins as
described in DE199 32 88.8, the modified protein A scaffold (affibodies) as
described in Hogbom et al. (2003), or Nord et al. (2000) or the fibronectin

sframework and others. Antibody-like molecules can be monomeric or
repetitive molecules either constructed as single-chain molecules or as
multichain molecules wherein the antibody-like molecule possesses sufficient
targeting properties or immunological stimulatory or inhibitory activity soas to
be therapeutically useful within the methods of the present invention.

iC

Binding molecules with additional function

The binding protein may be a fusion protein comprising at least one binding
domain, e.g. from an antibody, and a heterologous domain. “Heterologous”
15has the meaning as discussed above in the context of heterologous genes.

The binding proteins described above are able fo deliver a payload to a
disease specific site (e.g. a tumor) as a so called intrabody or as extracellular
available binding protein. The delivered payload can be a heterologous -
20domain, e.g. a toxin such as human RNAse (De Lorenzo et al., 2004) (Zewe
etal., 1997) Pseudomonas exotoxin (Chaudhary et al., 1989) (Kreitman and
Pastan, 1995) (Batra et al., 1992) , Diphtheria toxin (Kreitman et al., 1993)
(Chaudhary et al., 1990) (Batra et al., 1991), or an enzyme such as beta-
galactosidase, beta-glucuronidase (Roffler et al., 1991) (Wang et al., 1992)
25(Bosslet et al., 1992), beta-glucosidase (Rowlinson-Busza, 1992),
carboxypeptidase, (Antoniw et al., 1990), (Bagshaws et al., 1988), beta-
lactamase with therapeutic efficacy, or an immune-stimulatory protein with
cytokine activity such as IL-2, [L-12, TNF-alpha, IFN-beta or GM-CSF (see

eg. review by Allen (2002).
30

\b
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In another example the binding proteins described above have themselves
antagonistic or agonistic efficacy which is therapeutically useful.
Examples for antagonisticlblocking binding molecules are the VEGF
inhibitory antibody Avastin (Ferrara et al., 2004), the HER2/neu receptor
sblocking antibody Herceptin (Noonberg and Benz, 2000) or the EGF-receptor
blocking antibody Erbitux (Herbst and Langer, 2002). Agonistic binding
proteins can be binding proteins which induce for example apoptosis
(Georgakis et al., 2005) or have regulatory aétiv'rty on DNA, RNA or proteir;s
(e.g. induce transcription, stabilize proteins). The review by (Adams and
10Weiner, 2005) describes various therapeutic antibodies that could also be

incorporated into an oncolytic virus

Prodrug-converting enzymes

O

15In the oncolytic recombinant RNA virus of the present invention, at least one

transgene may code for a prodrug-converting enzyme.

A pradrug is a derivative or a precursor of a therapeutically active compound,
which can be enzymatically converted into the active compound. Prodrug-
20converting enzymes are enzymes capable of converting a prodrug into the

therapeutically active drug.

Therefore subject of the present invention is a pharmaceutical composition
comprising a recombinant oncolytic virus of the present invention, a virus
asgenome of the present invention, a virus antigenome of the present invention,
and/or a DNA molecule of the present invention as an active ingredient
optionally together with pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or
adjuvants, which virus, virus genome, antigenome and/or DNA molecule
comprises at least one fransgene encoding for a prodrug-converting enzyme.

30
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The pharmaceutical composition may further comnprise a prodrug _\_M['l_ich can
‘be converted into a therapeutically active compound by the prodrug-

converting enzyme encoded by the virus, virus genome, antigenome and/or

DNA molecule. The pharmaceutical composition may be suitable for
streatment and/or alleviaiion of a proliferative disorder.

The prodrug may be fornmulated in a single composition with the recombinant
oncolytic virus of the present invention, a virus genome of the present
invention, a virus éntigenome of the present invention, and/or a DNA
jomolecule of the present invention as an active ingredient, or may be
formulated in a composition distinct from the oncolytic virus formulation.

If the oncolytic recombinant RNA virus of the present invention encodes for a
prodrug-converting enzyme, the oncolytic virus of the present invention
16causes selective expression of the prodrug-converting enzyme in‘a virus-
infected target cell (in particular a tumor ceil) which is usually not or not
sufficiently expressing tha prodrug converting enzyme. Thus, during
treatment of a subject in need thereof, the prodrug is specifically converted
into the pharmaceutical active compound in a target cell, in particular in a
sotumor cell, but may essentially not be converted into the therapeutically-
active compound in a non-target cell, in particular in a healthy cell of the -
subject to be treated. Thus, undesired side-effect of the therapeutically active
compound are reduced compared with treatment of the therapeutically active

compound alone.

25
In the context of the present invention, the prodrug may be a derivative or a
precursor of a therapeutically active compound suitable for treatment and/or
alleviation of a proliferative disorder, which prodrug can be converted by a
prodrug converting enzyme. The prodrug may be a compound known by a

soperson skilled in the art. Derivatives and/or precursors are known by a

person skilled in the art.
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It is preferred that the prodrug is essentially pharmaceutically inactiv-e andlor

nontoxic.

sExamples of prodrug-converting enzymes of the present invention are beta-
glucuronidase, beta-galactosidase, beta-glucosidase, carboxypeptidase,
beta-lactamase, D-amino acic oxidase. Further examples are known by a

person skilled in the art.

101t is preferred that the prodrug-converting enzyme is essentially not

expressed in non-tumor cells.

O

The prodrug-converting enzyme may be obtained from an organism selected
from mammals, plants, fungi, and microorganisms such as bacteria, protozoa

15and viruses.

A most preferred combination of the prodrug-converting enzyme and a
prodrug is E. coli beta-glucuronidase and a prodrug which can be converted

by beta-glucuronidase into an active cytotoxic compound. An examle is
20HMR 1826 (doxorubicin-giucuronide) which can be converted into doxorubicin

which Is a known compound for treatment of cancer.

Another subject of the present invention is a method for treatment of a

proliferative disease, in particular a hyperproliferative disease, such a cancer,
25comprising adminlistering in a pharmaceutically effective amount to a subject

in need thereof |

(a) a recombinant oncolytic virus of the present invention, a virus genome of

the present invention, a virus antigenome of the present invention, and/or a

DNA molecule of the present invention comprising at least one transgene
3oencoding for a prodrug-converting enzyme, and
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(b) a prodrug suitable for treatment of the proliferative disease, which hrodrug
can be converted into a pharmaceutically active compound by the prodrug-

WO 2006/050984

converting enzyme of (a).

5The method may comprise the administration of a single pharmaceufical
composition comprising both components (a) and (b), or may cohprise the
administration of two distinct pharmapéutical cdihposition's, one of which
comprises component () and the other comprises (b).

10

Proteases

In the oncolytic recombinant RNA virus of the present invention, at least one

transgene may code for a protease.

15

Therefore subjeét_of the present invention is a pharmaceutical composition
comprising a recombinarit oncolytic virus of the present invention, a virus
genome of the present invention, a virus antigenome of the present invention,
and/or a DNA molecule cf the present invention as an active ingredient
20optionally together with pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or
adjuvants, which virus, virus genome, antigenome and/or DNA molecule
comprises at least one fransgene encoding for a protease. The
pharmaceutical composition may be suitable for treatment and/or alleviation

of a proliferative disorder.

25

If the oncolytic recombinant RNA virus of the present invention encodes for a
protease, the oncolytic virus of the present invention causes selective
expression of the protease in a virus-infected target cell (in particular a tumor
cell) which is usually not or not sufficiently expressing the protease. Thus,
30during trea_tﬁ'lent of a subj ct in need thereof, the protease may irreversibly
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cleave a target polypeptide in a target cell, thereby inhibiting proliferation
and/or growth of the target cell or killing the target cell, but may essentially
not cleave the target molecule in a non-target cell, in particular in a healthy
cell of the subject to be treated. By this strategy, undesired side-effects of

sprotease treatment are reduced.

It is preferred that the protease is a sequence-specific protease, More
preferred is a protease specifically cleaving a target polypeptide. The
protease may either be of natural origin and may be derived from any
10species or it may be engineered. Amino acid sequences suitable for a
specific cleavage of a predetermined target polypeptide can be determined
by a person skilled in the art, e.g. on the basis of publicly available sequence

databases. US 2005-0175581 and US 2004-0072276 describe the
generation of protein-engineered proteases with a predetermined substrate O

15specifity. These two documents are herein included by reference.

The target molecule of the protease may be any target molecule as
described below for targets of binding proteins.

20Another subject of the present invention is a method for treatment of a
proliferative disease, in particular a hyperproliferative disease, such a cancer,
comprising administering in a pharmaceutically effective amount to a subject
in need thereof a recombinant oncolytic virus of the present invention, a virus
genome of the present invention, a virus antigenome of the present invention, @
25andfor a DNA molecule of the present invention comprising at least one

transgene encoding for a proteaée.

The transgene of the present invention may encode a fusion protein of a
prodrug-converting enzyme as defined above, a binding molecule as defined
aoabove and/or a protease as defined above. Especially preferred is a fusion
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_protein of a prodrug-converting enzyme and a binding molecule or a ft_J'_sion
protein of a protease and a binding molecule.

Therapeutic Applications
5

The present invention shows for the first time-that a transgene coding for a
binding protein, a prodrug-converting enzyme and/or a protease may bé
functionally expressed in oncolytic virus-infected tumor cells. Thus, the -
present invention relates to a phammaceutical composition which comprisés

10as an active ingredient a virus as indicated above, a nucleocapsid of the
virus, a genome of the virus or a DNA molecule encoding the genome ahdfor
the antigenome of the virus, optionally together with pharmaceutically
acceptable carriers, diluents and/or adjuvants.

15The pharmaceutical composition may be provided as a solution, suspenéion,
a lyophilisate or in any other suitable form. In addition to the active ingrédient,
the composition fnay comprise carriers, buffers, surfactants and/or adjuvants
as known in the art. The composition may be administered e.g. orally,
topically, nasally, pulmonally or by injection locally or intravenously. The

20pharmaceutical composition is administered in a pharmaceutically effective
amount depending on the type of disorder, the patient's condition and weight,
the route of administration etc. Preferably 10° to 10'2 virus particles, 10°to
10", 107 to 10"°, or 10° to 10° virus particles are administered per
application. The oncolytic therapy may be optionally combined with other

2stumor therapies such as surgery, radiation and/or chemotherapy such as
cyclophosphamide treatment and/or hyperthermia treatment.

According to the present invention, a recombinant oncolytic paramyxovirus

can express a soluble binding protein, a prodrug-cohverting enzyme and/or a
30protease that may remain either in the infected cell or may be secreted, such

as an antil_:o'd'y, an antibody fragment, an ankyrin repeat protein or another

\
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binding molecule as specified below. It has especially not been described

that such a protein can be expressed by an oncolytic strain of an RNA virus,

e.g. of a Newcastle disease virus.

sAs an example NDV, the strain MTHE8 was chosen in the present application
because it has an inherent oncolytic property with promising data from
experimental clinical treatments of patients (Sirikovics and Horvath, 2000). In
principle, however, most NDV strains with multibasic fusion protein cleavage
sites may be used as oncolytic agents for the treatment of tumors. The

1oreverse genetics technology is applicable to all strains.

Binding proteins as described above have been demonstrated to be of high

therapeutic potential.

15The combination of ancolytic NDV with therapeutic binding proteins, prodrug-
converting enzymes and/or proteases of the above described properties will
have additional or even synergistic efficacy of two therapeutical principles.-
The oncolytic self-replicating virus targets the binding protein drug, the
prodrug-converting enzyme and/or the protease to the preferred site of action

2owhere it is expressed In situ in high local concentrations. Such protein
expression is expected to be very selective and the binding protein, the
prodrug-converting enzyme and/or the protease with its respective mode of
action will add to the intrinsic therapeutic oncolytic activity of the NDV. Based
on the replication competent nature of the used virus and the selective

25replication in tumor cells the amount of expressed transgene [binding protein,
the prodrug-converting enzyme and/or protease] is expected to be roughly

proportional to the mass of the tumor.

Antibody molecules or antibody like molecules or derivatives thereof are
soideal binding proteins to be used with the NDV-system. Antibody molecuies
have been the subject of intensive research and technologies are now

O

O
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available to generate antibody molecules. which are non-immunogenic,. very.
selective and of high affinity. The local expression of antibody molecules at
high concentrations lead to very significant agonistic or antagonistic efficacy
or efficient targeting of effector molecules with reduced toxicity profile

scompared to standard therapy.

The use of antibody-like molecules in the NDV éystem is expected to be even
superior. These molecules are designed for selective high affinity binding
with very high thermal stability and yield compared to normal antibodies. .In

1othe case of the ankyrin-based antibody-like molecules the repetitive nature
of the molecule can be finetuned according to the respective target for -
optimized targeting, binding, inhibition or activation. Also different binding
specificities can be combined within one ankyrin molecule, exploiting the
possibility of joining in one ankyrin-repeat molecule several units with |

15different binding specificities. This modular structure allows the multivalent
binding of greater protein surfaces than it is possible for antibodies, which
can be extremely importent in blocking protein-protein interactions. The
modular structuré can also be exploited to block several effectors with only
one single blocking ankyrin-repeat-protein.

20Since the ankyrin-repeat-molecules are extremely stable even under
reducing condition these molecules can be designed to target proteins inside

the celt (“Intrabody”).

Also possible is the use of libraries of binding protein-coding sequences with

25NDV for in vivo target identification.

Possible targets for binding molecules or/and proteases can be all structures

of a target cell or of the extracellular matrix surrounding the target cell which

can be recognized by the described binding proteins or/and proteases and
sowhich are relevant to a certain type of pathological phenotype. These can be
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s?_ructural proteins, enzymes, growth factors, growth factor receptors,

intégrins, transcription factors efc.

Even targets that are not drugable by small molecules (protein-protein
sinteractions, DNA-binding etc.) can be addressed by this invention.

The combination of the oncolytic NDV and therapeutic binding proteins,
prodrug-converting enzymes and/or proteases as described above are
envisaged for the treatment of inflammatory disease e.g. rheumatoid arthritis

10and of cancer.

For the treatment of cancer all pathways which contribute to the
development of cancer can be targeted. These pathways are: self-sufficiency O

in growth signals, insensitivity fo growth-Inhibitory (antigrowth) signals,

15evasion of apoptosis, limitless replicative potential, sustained angiogenesis,
and tissue invasion and metastasis. A summary of these pathways is given in
(Hanahan and Weinberg, 2000). Signaling pathways that are involved In the
tumorigenesis process and can be targeted by the described approach are
the receptor tyrosine kinase pathway (RTK) pathway, RB and p53 pathway,

20apoptosis pathway, APC pathway, HIF1 pathway, GLI pathway, PI3K
pathway and the SMAD pathway. A detailed description of these signaling
pathways are given in Vogelstein and Kinzler (2004).

Other signaling pathways where described binding proteins could interfere
with are the ras, Wnt and Hedgehog pathway, where for example protein

25protein interactlons can be blocked.

Examples of binding proteins intervening beneficially in the above described
pathways in cancer cells are:

- blocking proteins of autonomous active growth factor receptors (eg. EGFR,

30 Met)
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- competitive binders for growth factors (antagonists) ' '1)\ '

- blocking proteins for Rb-phosphorylation

- blocking proteins for E2F-dependent transcription

- stabilizers for p53 .
5- antagonistic binders for antiapoptotic proteins (e.g. Bcl-2)
- antagonistic binders for cyclins .
- antagonistic binders for Ras effectors (eg. GEFs)
- antagonistic binders for hypoxia induced proteins (e.g. HIF 1a)

- inhibitors of transcripticn factors that interfere with dimerization or DNA-
10 binding or cofactor binding (eg. Myc/Max) )

- inducers of differentiation
- inhibitors of smad signalling/translocation
- inhibitors of cellular adhesion interactions (cadherins, integrins, eg. a5p1,

avB3)
15- inhibitors of enzymes that degrade the extracellular matrix (eg. MMPs)

- antagonisti'c binders for proangiogenic ligands (eg. soluble VEGF-R)
- inhibitors of mitotic kinases (eg. Plk-1)

- antagonistic binders to proangiogenic receptors

- inhibitors of scaffold complex formation (eg. KSR/Ras)

20- inhibitors of translation initiation (elF4E, EIF2a)

The protease of the present invention, the prodrug-converting enzyme and/or

the therapeutically active corhpounds derived from prodrugs of the present

invention' by the prodrug-converting enzyme may also beneficially intervene
25in the above described pathways of cancer cells.

Definitions
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Newcastle Disease Virus:
Paramyxoviruses contain single-stranded RNA genomes of negative polarity
having genomes of 15-19 kb in length (wild-type) and the genomes contain 6-
510 genes. The viral envelope is formed by the surface glycoproteins and a
membrane part derived from the host cell. The surface glycoproteins (F and
HN or H or G) mediate entry and exit of the virus from the host cell. The
nucleocapsid is inside the envelope and contains the RNA genome and the
nucleocapsid protein (NP), phospho- (P) and large (L) proteins responsible
1ofor intercellular virus transcription and replication. The matrix (M) protein
connects the viral envelope and the nucleocapsid. In addition to these genes
encoding structural proteins, Paramyxoviridae may contain "accessory”
genes which may be additional transcriptional units interspersed with the
genes mentioned above. The accessory genes are mostly ORFs that overlap O
15with the P gene transcriptional unit. A comprehensive description of
" paramyxoviridae can be found in (Lamb, 2001).

NDV is the prototypic member of the genus Avulavirus in the family
Paramyxoviridae belonging to the order Mononegavirales. The viral genome
is a single-stranded negative-sense RNA coding for six major proteins: the
20nucleocapsid protein (NP), phosphoprotein (P), matrix protein (M), fusion
protein (F), hemagglutinin protein (HN), and the polymerase protein (L). By
editing of the P protein mRNA, one or two additional proteins, V (and W), are

translated.

O

25NDV strains are classified on their pathogeniciiy for chicken as velogenic
strains (highly virulent) leading to acute lethal infection of chicken of all ages,

mesogenic isolates (intermediate virulence) that are only lethal in young
chicks, and lentogenic strains (nonvirulent) manifested in a mild or
unapparent form of the disease. Classification of NDV isolates in velo-,
3omeso- or ientogen is determined by the mean death tims (MDT) of the
chicken embryo in 9 day-old embryonated eggs after inoculation with the
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minimum lethal dose to kill the embryo. One-of the determinants of NDV
virulence seems to be the cleavage site of the precursor F protein. T

WO 2006/050984
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NDV is in detail characterized in Alexander (1988) and Lamb (2001).

5

Recombinant virus

Recombinant virus means a virus that has an engineered defined alteration
in its genomic RNA sequence. This alteration may be one or more insertions,
10deletions, point mutations or combinations thereof.

A recombinant RNA virus: of the present invention may comprise the full -
genomic sequence of a natural (unmodified) RNA virus or a sequence
derived thereof and may additionally comprise at least one recombinant

1stranscriptional cassette. The at least one transcriptional cassette may be
located in between two genes (transcriptional units) of the viral genome. in
this case, the at least one transcriptional cassette is flanked by transcriptional
start and stop sequences. The at least one transcriptional cassette may also
be located within a transcriptional unit of the viral genome. In this case, no

20additional transcriptional start and stop sequences are required.

The at least one transcriptional cassette may comprise restriction sites, such
as Pac! or/and Ascl, which may be unique. If two transcriptional cassettes
are present, they may comprise different restriction sites. |

25
It is preferred that the RNA virus of the present invention comprises one or
two recombinant transcriptional cassettes.
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ln the at least one transcriptional cassette of the present invention, there is a
transgene located, which may encode for a binding protein,a prodrug-
converting enzyme and/or a protease as described above.

sAny intergenlc region between each of two genes (transcriptional units) of the
viral genome is suitable for introducing the at least one recombinant .
transcriptional cassette. Iif more than one recombinant transcriptional
casseite is present, they may be located in the same ar different intergenic
regions. Figure 1 describes an example of two recombinant transcriptional
10casseties within one intergenic region. It is preferred that at least one
recombinant transcriptional cassette is located between the viral F and HN
genes, in particular if the RNA virus of the present invention is a recombinant

Newcastle Disease Virus.

@

15There is no known upper limit for the size of the genome of Paramyxoviridae.
Therefore, there is no upper limit for the number and size of transgenés
introduced into the recombinant RNA virus of the present invention. It is
preferred that the transgene has a size of up to about 10 kb, more preferred
up to about 5 kb, most preferred up to about 2 kb.

20

The recombinant RNA virus of the present invention preferably carries up to

five transgenes, more preferably up to four transgenes, even more preferably

up to three transgenes, most preferably one or two transgenes. If the

recombinant virus of the present invention carries at least two transgenes, @
25they may be identical or different. The recombinant RNA virus of the present

invention may carry more than one copy of a particular transgene, in

particular two, three, four of five copies.

In the expression (including transcription of the viral RNA into mRNA and

3otranslation of the mRNA) of the transgene, expression control sequences
such as transcriptional start and stop sequences and sequences controlling
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_ the translation are usec. The expression control sequences of an RNA virus
may be used which may be the RNA virus on which the recombinant RNA
virus of the present invention is based. In particular, transcriptional start and
stop sequences may be: obtained from an RNA virus. Expression control

ssequences may also be obtained from a target cell, in particular sequences
controlling the translaticn and/or protein transport.

Due to the replication mechanism of Paramyxoviridae, the genomic or

antigenomic RNAs usuzlly do not appear as naked RNAs. The genomic and
joantigenomic RNAs are assembled with the nuclecprotein. Therefore, a

further subject of the present invention is a nucleocapsid of a recombinant

oncolytic RNA virus of the present invention. The nucleocapsid comprisés the

RNA molecule encoding the genome or/and the antigenome of the RNA virus

and the nucleocapsid protein. The nucleocapsid may also comprise the '
15polymerase protein L or/and the phosphoprotein P.

Also subject of the present invention is the anti-genome of the genome of the

present invention as described above.

20A further aspect of the present invention is a DNA molecule encoding the
genome and/or the anti-genome of a recombinant oncolytic RNA virus of the
present invention. The DNA molecule may be a plasmid. The DNA molecule
of the present invention can be used for genetically engineering the RNA
virus of the present invention. Further, the DNA molecule may be used for

25producing the RNA virus of the present invention. Therefore, the DNA
molecule may be operatively linked to a transcriptional control sequence e.g.
a prakaryotic or eukaryotic transcription control sequence. '

An example of DNA molecules of the present invention is pfIMTHES murine

30lgG EDB (Fig. 2).
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The genome, antigenome, nucleocapsid and/or DNA molecule of the present
invention may comprise at least one transgene which may be located within
the transcriptional cassette as described above. As discussed above, the
transgene may encode for a binding protein, a prodrug-converting enzyme

sand/or a protease.

Another aspect of the present invention is a method for producing a
recombinant oncolytic RNA virus comprising expressing a DNA molecule
encoding the genome and/or the anti-genome of a recombinant oncolytic

1ovirus of the present invention.

A further aspect of the present invention is a cell comprising the recombinant
oncolytic virus of the present invention, a virus genome of the present
invention, a virus anti-genome of the present invention and/or a DNA O
1s5molecule of the present invention. The cell may be a prokaryotic cell or a
eukaryotic cell. The cell may be a cell line, in particular a mammalian cell
line, more particutarly a human or murine cell line. The cell may be used in
the method of the present invention for producing the RNA virus of the
present invention. Suitable systems for transcribing a DNA molecule are
20known by a person skilled in the art, e.g. in prokaryotic systems such as E.
coli or eukaryotic systems such as HelLa or CHO.

Yet another aspect is an oncolytic RNA virus, a genome or anti-genome

thereof or a DNA molecule comprising the full set of genes of O
25Paramyxoviridae or a set of genes of Paramyxoviridae in which at least one

gene or intergenic region is genetically modified, and further comprising at

least one recombinant transcriptional cassette as described above. Such a

virus, genome or antigenome or DNA molecule may be used for the

manufacture of a medicament and/or freatment of cancer. Such RNA virus,
3ogenome, anti-genome or DNA molecule is suitable for constructing a

recombinant Paramyxoviridae virus, in particular a recombinant Newcastle
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Disease Virus by genetic engineering techniques in order to introduce a
recombinant sequence into 'ihe'_t;é{ngcribtion cassette. For this purpose, the at
least one transcription cassette may comprise a restriction site. if more than
one transcription casseftes are present, the unique restriction sites of the
stranscriptional cassettes may be different. An example is plasmid

pfIMTHGE8_Asc_Pac of Fig. 1.

Therapeutical relevance:

10Treatment of Cancer means inhibition of tumor growth, preferably the kiliing
of the tumor cells or the blocking of proliferation in a time gap by infection.

NDV replicates selectively in tumor cells.

The virus of the present invention can be used to treat proliferative
1sdisorders, In particular hyperproliferative disorders. Preferabtly '

neoplasms can be treatad with the described virus, preferably cancers from
. the group consisiti_ng of lung, colon, prostate, breast and brain cancer can be

treated.

20More preferably a solid tumor can be treated.

More preferably a tumor with low proliferation rate can be treated.
Examples of tumors with low proliferation rate are prostate cancer or breast
cancer.

25

More preferably a brain tumor can be treated.

More preferably a glioblastoma can be treated.
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Manufacture of the recombinant RNA virus

5

The recombinant RNA virus of the present invention, in particular the
recombinant NDV, can be constructed as described in Romer-Oberdorfer et

al. (1999). The construction of the new nucleic acid sequences is on the level
of the cDNA which then is translated into RNA within a eucaryotic cell using

iothe following starting plasmids:
pCITE P, pCITE N, pCITE L, pX85T fINDV

NDV can be any strain of Newcastle Disease Virus, more preferred a strain
that is oncolytic in its wildtype form.

15
The plasmid pX85T is described in EP0702085 (Conzelmann KK).

The recombinant RNA virus of the present invention, in particular the

recombinant NDV, can be recovered initially from T7 polymerase expressing
20cells, eg. BHK T7 cells or transiently with T7 polymerase transfected CHO

cells. It can be amplified in cells like 203, CEC32, HT29 or A431. It can also

be amplified in the allantoic fluid of embryonated chicken eggs. o

The recombinant RNA virus, in particular the recombinant NDV, is stored
ssunder the following conditions. The recombinant RNA-virus, in particular NDV
is stable in 5% D-mannitol / 1% (w/v) L-lysine / pH 8,0 or standard cell culture

medium.

At —20°C for up to one month.
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. At —-80°C for up to 10 years. . .

Use of the recombinant NDV as a Medicament

5
The recombinant RNA virus of the present invention, in particular the pijriﬁed
recombinant NDV according to the invention can be used as a medicament,

because it shows pharmacological effects.

10The recombinant RNA virus of the present invention, in particular the NBV of
the invention is a medicament especially for prevention and/or treatment of
cancer, especially for prevention and/or treatment of lung cancer, proétate
cancer, brain cancer, colon cancer, breast cancer.

15The invention comprises the recombinant RNA virus of the present invention,
in particular the NDV of the invention as a medicament combined with
pharmaceutically acceptable carrier and diluents. Such carrier and diluents
are described in Remington's Pharmaceutical Science, 15th ed. Mack
Publishing Company, Easton Pennsylvania (1980). The used virus titers may

20be in the range of 10°to 102 pfu per dose, in a range of 10°to 10" pfu,ina
range of 107 to 10'® pfu or in a range of 10° to 10° pfu dependent on the

indication of treatment.

Therefore, another subject of the present invention is a pharmaceutical
25composition comprising a recombinant oncolytic virus of the present
invention, a virus genome of the present invention, or a DNA molecule of the
present invention together with pharmaceutically acceptable carriers, diluents
and/or adjuvants. The pharmaceutical composition' of the present invention
may be used for the prevention orfand treatment of a proliferative disorder,

3osuch as cancer.
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The pharmaceutical composition of the present invention may co}ri;;ris:é-ér{

emulsion of the recombinant oncolytic RNA virus of the present invention, in

particular the NDV of the invention and may be administered by inhalation,
sintravenous infusion, subcutaneous injection, intraperitoneal injection or

intratumoral injection.

Yet another subject of the present invention is a method for the prevention
or/and treatment of a proilferative disorder, in particular cancer, comprising
10administration to a subject in need thereof a pharmaceutically effective
amount of the pharmaceutical composition of the present invention. A
phamaceutically effective amount is a itre of the oncolytic RNA virus of the
present invention, in particular the NDV of the present invention, the virus
genome of the present invention, or the DNA molecule of the present

4sinvention which cures or suppresses the disease.

For the therapeutic effect the acceptable dosis is different and depends for
example from the construct, the patiént, the ways of administration and the

type of cancer.

20
it is preferred that the subject (the patient) is a mammal, more preferably a

human patient.

Yet another aspect of the present invention is the use of the recombinant
25RNA virus of the present invention, in particular the NDV of the invention, the
virus genome of the present invention, or the DNA molecule of the present

invention for manufacture of a medicament for treatment of cancer.

The present invention is further illustrated by the following Figures and

30Examples.
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Figure legends

Figure 1 describes plasmid pfIMTHB8_Asc_Pac comprising the full genome
of NDV and fwo transcriptional cassettes comprising the unique restriction

ssite Ascl or Pacl, respectively. The nucleotide sequence describes the
intergenic region between F and HN comprising two recombinant
transcriptional cassettes: (SEQ. ID. NO: 5).

Figure 2 describes plasrnid pIMTHGE8 murine IgG ED-B, which is based on
10pfIMTH68_Asc_Pac and comprises sequences encoding the light chain and
the heavy chain of anti-E2D-B IgG antibody MOR03257 (see claim 42 of -
German Patent Application DE10 2004 05 0101.7-43; Seq ID No. 77). The
light chain and the heavy chain are each inserted in one of the transcriptional

cassettes.

15
Figure 3 describes that infection of CHO or HT29 ceils with NDV MTH146
containing the genes for the anti-ED-B IgG antibody MOR03257 leads to
expression of the antibody into the cell supematant. 24 hours post infection,
a level of about 20% of the maximal expression level is reached. After about

2072 hours post infection, maximal expression of the antibody is reached. As a
control, cells were infectad with MTH115 (containing the gene for beta-
glucuronidase). In these cells, no IgG was detected.

Figure 4 demonstrates by immunofluorescence that cells infected with
25MTH146 exhibit a stainirg pattern indistinguishable from the staining with the

recombinant antibody MOR03257.

Figure 5 demonstrates by immunohistochemistry that the supernatant from
MTH146 infected cells yields an undistinguishable staining pattern compared



WO 2006/050984 PCT/EP2005/012186

30

with purified aED-B antibody MOR03257 expressed from stably transfected
239 cell in tumor vasculature where ED-B is present.

Figure 6 demonstrates that intravenous injection of MTH87 leads to
sexpression of GFP in the tumor in a mouse xenograft model.

Figure 7 describes expression of B-glucuronidase in MTH115 infected Hela

cells.

10Figure 8 describes expression levels of p-glucuronidase in MTH1 15-infected

cell lines.

Figure 9 and Figure 10 describe synergistic effect of HMR1828 and MTH115 O

in selectively killing tumor cells.

15

Examples

Example 1:

s0Generation of a recombinant NDV with transgenes that lead to the

expression of an antibody

The oncolytic strain MTH68 of NDV was used to obtain viral RNA. Using RT- @

PCR several fragments of cDNA were obtained and in a multi-step cloning
2sprocedure they were assembled into a full-genome cDNA that was cloned

into the vector pX83T (Schnell et al., 1994) yielding the plasmid pfIMTHG8.

This vector can be used for transfection in order to rescue recombinant virus

from a T7-polymerase expressing cell line.
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Two additlonal transcripiional cassettes were cloned into the full-length

- genom:c plasmld of NDV MTH68 (pfIMTH68) between the genes encoding
the F-protein and the HN- proteln into the unique Sfil restriction site. The two

DNA-oligonucleotides
5Sfi fw (5'-aggccttaattaaccgacaacttaagaaaaaatacgggtagaacggectgag-3', SEQ.

ID. NO: 1) and
Sfi back (5‘-aggccgttctacccgtatlttttcttaagttgtcggttaattaaggcctctc-3' SEQ. ID.

NO: 2)
were annealed and subsequently ligated into the Sfil-site of pfIMTHGS.
10The resulting plasmid pfIMTHE8Pac was cut with Pacl and another dsDNA-
oligonucleotide consisting of
Asc fw (6'-
cgggcgcgccccgacaacttaclgaaaaaatacgggtagaacagcagtcttcagtcttaat—S‘ SEQ
ID. NO: 3) and Asc back (5'-
15taagactgaagactgctgttctaccegtattititcttaagtigtcggggegegceccgat-3', SEQ. ID.
NO: 4) '
was inserted into the Pacl-restriction site thereby destroying one of the :
flanking Pacl-rec;ognition sites and inserting a unique Ascl-site. The resulting
plasmid was designated pfIMTHE8 Asc Pac. This plasmid has fwo additional -
ootranscriptional cassettes inserted between the genes for the viral F and HN-
genes. Both transcriptionat cassettes were flanked by identical viral
transcriptional start and stop sequences (Fig. 1). Cassette 1 contains a
unique Pacl restriction site, cassette 2 contains a unique Ascl restriction site
for the insertion of a transgene cDNA.

25
The heavy and light chains of a recombinant function blocking therapeutic

antibody against the extra-domain B (ED-B) of fibronectin (MORO03257) were
cloned into the two additional unique restriction sites Ascl and Pacl
respectively. The murine Iglambda light chain for the anti-ED-B antibody was
apinserted into the Ascl site. The murine IgG heavy chain for the anti-ED-B
antibody was inserted into the Pacl site. The length of the inserts together
with the adaptor sequences was adjusted fo a base number which was a
multiple of six in order to follow the rule of six for the length of the complete
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genome of the recombinant virus. The resulting plasmid was designated

pfIMTHE8 murine IgG ED-B (Fig. 2).

Using standard techniques for the rescue of recombinant NDV (transfection
sof T7-expressing BHK cells), a virus was produced that contained two
additional genes coding for the two chains of the anti-ED-B IgG antibody.

That virus was called MTH148.

Example 2:

10
Expression of an antibody by recombinant Newcastle Disease Virus.

Celis infected with MTH146 produce an antibody that recognizes Its
antigen ED-B fibronectin (ELISA).

O

1s5Materlials and Methods:

HT29 (human colon carcinoma) and CHO (chinese hamster ovary) cells were

seeded in 6well plates at 4x10° cellsiwell. The day after, cells were infected in

triplicate with a MOI of 0,01 either with virus MTH146 (containing the genes
20for an anti-ED-B antibody) or with virus MTH115 (containing the gene for an

irrelevant secreted transgene [beta-glucuronidase]).

At the time points Oh, 20h, 30h, 2d, 3d, 6d post infectionem an aliquot of the
cell supernatant was taken and subjected to an antibody titer determination.

25
The antibody titer was determined by ELISA. Plastic wells were coated with O
the recombinant antigen ED-B. The tissue culture supernatant containing the
antibody or as a standard known amounts of recombinant antibody was
added to the wells. After washing, bound antibody was detected with a HRP-

aocoupled secondary antibody raised against murine igG. Using purified
recombinant antibody (expressed by plasmid-transfected cells) as a standard
the concentration of the virally produced antibody could be determined.
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Results:

Infection with MTH146 l«aadé to the expression of an antibody into the cell
supernatant that specifically binds to its target ED-B (Fig. 3). Infection of the
ssame cells with a virus expressing an irrelevant secreted transgene
(MTH115) does not lead to a signal in the ED-B ELISA with the cell
supernatant. In HT29 tumor cells the concentration of the antibody in the
supernatant reaches titers of ca. 8 ug / mi (binding IgG), which is a sufficient
concentration for biologizal activity. In CHO cells the antibody titer reaches

10even > 20 ug / mi in the supernatant.

Example 3:

Virally expressed antibody binds to its target: Immunofluorescence

15
Materials and Methods:

Murine F9 terato_c:arcinorna qells were seeded in 6well plates. The cells were
infected either with MTH146 (anti-ED-B antibody) or MTH115 (irrelevant

20transgene B-glucuronidase) or mock infected.
Two days after the infection the cells were fixed with 4% formaldehyde. The

cells were washed and bound antibody was visualized by staining with a
Cy3-coupled secondary antibody directed against mouse 1gG. As a positive
control mock-infected cells were incubated prior to fixation for 1 hour with §

25ug/ml recombinant a-ED-B 1gG.

Results:

The negative controls do not show a significant staining of the F9 cells, Cells
3oinfected with MTH146 show a staining pattern that is indistinguishable from
the staining with the reccmbinant antibody (Fig. 4). Therefore it can be
concluded that the viral infection leads to the production of the correct
antibody that binds to its antigen like the recombinant antibody. The virally
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produced antibody concentration is also sufficient to give a staining similar to
an antibady concentration of 5 pg/mi. That is consistent with the estimated
concentration of the virally expressed antibody, which is in the range of 5

yg/ml.
5
Example 4:

Virally expressed antibody binds to Its farget: Inmunohistochemistry

10Materials and Methods:

Cryopreserved tissue sections (10 um) of the SK-MEL melanoma grown as
xenograft subcutansously in mice were fixed in cold acetone for 10 min,
washed in PBS and stained with antibody. As control served a purified a-ED-

15B IgG antibody MOR03257 (conc. § pg/ml for staining) that was expressed
from stable transfected 293 cells. The negative control was incubated with
buffer only and no primary antibody. The supernatants of 283 cells infected
with recombinant viruses were used for staining as undiluted supernatants.
Prior to staining, virus was inactivated by treatment with UV-light. MTH146-

20infected cells produce the a-ED-B IgG antibody, control infected cells were
infected with a recombinant virus that did not produce an antibody as a
transgene. The bound antibody was visualized by detection with protein-A-
peroxidase and staining with diaminobenzidine as a substrate. The sections
were counterstained with hematoxilin QS. Photodocumentation was

25performed with a Zeiss Axiophot imaging system.

Results:

No unspecific staining of the cryosections can be observed when incubated
sowithout antibody or with a tissue culture supernatant from control-virus-

infected 293 cells.

O
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_Staining with the purified a-ED-B antibody expressed from stable transfected
203 cells shows a characteristic signal for tumor vasculature where ED-é ié
present. The incubation with the supernatant from MTH146-infected cells
yields an undistinguishable staining pattern (Fig. 5). This demonstrates that

sthe virally expressed antibody is able to specifically bind its target ED-B also
in tumor tissue sections and that the concentration in the supernatant of
infected cells is sufficient to give a signal comparable to 5 pg/ml puriﬁed

WO 2006/050984

antibody.

10Example 5:

Tumor-selective replication of recombinant NDV in vivo
This example demonstrates that intravenous injection of the GFP expressing
oncolytic virus MTH87 leads to the expression of GFP in the tumorin a

15mouse xenograft model.
MiaPaCa pancreas carcinoma xenografts were grown subcutaneously in

nude mice. The mice were treated repeatedly (6x) with 1x10° pfu of MTH87
(NDV with GFP as transgene) every other day.

20At day 21 and day 34 after the last treatment individual animals were
sacrificed and sectioned. Sections of the organs (ca. 2 mm) were directly
analysed under a fluorescence microscope to detect GFP-expression (Fig.
B). '
Photographs of tumor sections show GFP-expression. No such GFP-
25expression could be found in any of the following organs: spleen, liver, lung,

heart, kidney, intestine, adrenal.
Reisolation of NDV (MTH87) from organs:

30in order to prove that replicating virus was present in the tumor but not in the
other organs, slices of the organs (ca. 2 mm thickness) were incubated on
top of a monolayer of virus-sensifive HT29 cells in tissue-culture medium.
The day after, the HT29 cells were scored for the expression of GFP .which
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indicated infection by MTH87 that originated from the organ/tumor.
Reisolation of MTH87 was only possible from tumor pieces but riot from any
of the organs tested. Out of 6 tumor pieces from each tumor at least 4 were
positive for the virus-reisolation. Negative organs were: spleen, liver, lung,
sheart, kidney, intestine, adrenal (no other organs were included in the test).

These results document that the recombinant virus MTH87 seléctively‘
replicates in tumor tissue and not in other organs. The virus replication is
detectable many days after the last intravenous administration of the virus.

10
Example 6:

Generatlon of an oncolytic NDV that expresses an antibody-effector

fusion protein L19-IL2:

15
The fusion protein L19-IL.2 is a antibody targeted cytokine. The antibo&y
fragment L19 is directed against the extradomain B of fibronectin (ED-B)
which is expressed mainly surrounding tumor blood vessels but also in the ’

tumor stroma.
20The cytokine Interleukin-2 induces proliferation of T-cells and activates NK-
cells. Free, non-targeted interleukin-2 (Proleukin) is currently used in low
dose application for treatment of Renal cell carcinoma (RCC). The clinical
use of Proleukin is limited due to its high systemic toxicity. it has been shown
that the targeted delivery of IL-2 by an antibody such as L19 can be used fo .
25deliver therapeutic efficacious doses to tumors while maintaining non-toxic
systemic levels of IL-2. The tumor specific delivery and expression of L19-1L2
combines the tumorselectivity of the oncolytic virus with the additional
tumorselectivity of the L19 antibody fragment and the strong effector activity

of IL-2.
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Material and Methods:

Generation of recombinant NDV expressing the fusion protein L19-1L2

5

The plasmid pfIMTHE8 Fac contains the full genomic sequence of NDV
MTHB8 plus one additional transcriptional cassette with a unique Pacl
restriction site. A DNA-transgene coding for the fusion protein L19-IL.2 is
cloned into the Pacl site. This transgene is composed of a Kozak sequence
10CCACC, a signal peptide for the extracellular secretion and the cDNA for th
fusion protein L19-IL2 (Carnemolla et al., 2002). The total length of the *
genome is adjusted to be a multiple of 6 to follow the “rule of six” for the
length of the viral genome. Recombinant virus is rescued from T7-expressing
cells transfected with the full-length viral genomic plasmid containing the
15gene for L19-11L.2 by a standard virus rescue technique. The resulting virus is
designated MTH201. The virus is cultivated either in tissue culture or in the

allantoic fluid of chicken 2ggs to produce high titres.

Murine F9-teratocarcinoma Xenograft experiment

20
Therapeutic studies are performed in the syngeneic F9 murine
teratocarcinoma model. The murine F9-teratocarcinoma model is a rapid-
growing syngenic tumor characterized by a high ED-B — fibronectin
expression mainly in surrounding tumor blood vessels but also in the tumor

25stroma.

2 x10° F9 tumor cells in 50% matrigel are implanted s.c. into nude mice strain
129 (clone SvHsd). When tumors reach a size of approximately 20 mm? mice
are infected with recombinant NDV MTH201 (encoding the L18-IL2 fusion

aoprotein) or control virus MTH87 (encoding GFP as a transgene) at 1x10® pfu
at days 1, 3,5 and 7 intravenously. L1 9-1L.2 (CHO-derived, dimer) and IL2
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(PROLEUKINE) are administered as a daily i.v. bolus injection in sterile
saline solution over a period of 5 days. All concentrations that are used in

animal studies are in the range of 1.8 ~ 2.16 Mio. 1U/kg/day.

sAfter 12 days the mice are sacrificed and the tumor weight is assessed by
measurernent of the tumor area (product of the longest diameter and its

perpendicular) or tumor volume using a caliper.

Result:

10
Dimeric L19-1L2 shows a 54.7% tumor weight reduction even at the lowest

dose of 1430 IU/g/day corresponding to a low dose regimen used in humans

whereas 3- and 8-fold higher doses only slightly improve the therapeutic
efficacy of targeted IL2. PROLEUKINE reduces the tumor weight by 50.5% at O

1sits highest dose. No therapeutic efficacy is observed at 1430- and 4290
|U/g/day. Best results are obtained in the group of mice treated with NDV
MTH201. Tumor weight reduction is above 55%. This can be explained by a
combined action of the virus-expressed L.18-IL.2 and the oncolytic effect of -
the NDV. Another advantage is that the achieved results are obtained with

apless administrations of the NDV MTH201 compared to fusion protein alone.

Example 7:

Generation of an oncolytic NDV that expresses an ankyrin repeat
o5proteln that binds VEGF and Is biologically active. @

it has been demonstre_zted that VEGF and its receptor are essential for the
growth of colorectal cancers and the formation and growth of colon cancer
metastases in the liver in experimental models (Warren et al., 1995) and this
aoprinciple has now been clinically validated by the systemic use of the VEGF-
neutralizing human antibody avastin in patients with metastatic colorectal

cancer (Salgaller, 2003).
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" "VEGF (of VPF) is a homodimeric glycdpfbtéiﬁ E&n‘giét'ihb of four isoforms
(containing either 121, 165,' 189, 206 amino acid residues in the mature
monomer) which are generated by alternative splicing of mRNA derived from

5a single gene. While all forms of VEGF possess a signal sequence only the
smaller two species are secrefed. In contrast the larger forms are associated
with heparin-bound-proteoglycans in the extracellular matrix. VEGF is
mitogenic for a variety of large and small vessel endothelial cells, induces th -
production of tissue factor, collagenase, p!asminogen activators, and their
10inhibitors and stimulates hexose transport in these cells as well. Most
important receptors for VEGF are fms-like tyrosine kinase flt1 and KDR
(Waltenberger et al., 1934). The Expression of VEGF has been
demonstrated in several human cancer lines in vitro and in surgically
resected tumors of the human gasfrointestinal tract, ovary, brain, kidney,
15lung, and others. In mary experimental tumor modsls the neutralization of
VEGF leads to an efficient and significant growth inhibition (Gerber and = -

Ferrara, 2005).

Here we demonéf,rate that the tumor targeted delivery of the anti-VEGF
20ankyrin repeat protein by the recombinant NDV is advantageous for the
treatment of this disease. This is shown in an experimental athymic mouse
model of colorectal cancer. Typically the liver is the first and most frequent
site of metastasis in colarectal cancer. Therefore the potency of the new
reagent is also demonstrated in an orthotopic experimental model of liver

25metastasis.

Material and Methods:

Generation of recombinant NDV expressing an ankyrin repeat protein
3othat neutralizes VEGF '

An anti-VEGF an_kyrin' repeat molecule of the type NiC is selected with

standard procedures (Binz et al., 2004). The sequence of the selected

ankyrin repeat protein is known. An expression cassette coding for a
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designed ankyrin repeat protein (dARPIN) with inhibitory activity against
VEGF is cloned into the full-length genomic NDV-MTH68 plasmid.

The plasmid pfIMTH68 Pac contains the full genomic sequence of NDV
sMTHS8 plus one additional transcriptional cassette with a unique Pacl
restriction site. A DNA-transgene coding for the dARPIN agains VEGF is
cloned into the Pacl site. This transgene is composed of a Kozak sequence
CCACC, a signal peptide for the extracellular secretion and the cDNA for the
ankyrin repeat molecule. The total length of the genome is adjusted to be a
1omultiple of 6 to follow the "rule of six” for the length of the viral genome.
Recombinant virus is rescued from T7-expressing cells transfected with the
full-length viral genomic plasmid containing the gene for the dARPIN 'agains
VEGF by a standard virus rescue technique. The resulting virus is designated
MTH268. The virus is cultivated either in tissue culture or in the allantoic fluid @

150f chicken eggs to produce high titres.

Subcutaneous tumors:

Confluent cultures of LS LiM6 cells are grown in 10 cm? Petri dishes and are
osoharvested by brief trypsinization, (0.05% trypsin/0.02% EDTA in Ca2+/Mg2+

free HBSS) washed several times in Ca2+/Mg2* -free 'PBS and are

resuspended at a final concentration of 5 x 107 cells in serum free DMEM.

The presence of single cells is confirmed by phase contrast microscopy, and
cell viability is determined by trypan biue exclusion. Pathogen-free Baib/c
25NCR-NU athymic mice (3 - 4 week-old females obtained from Simonson O
laboratories, Gilroy, Ca) are housed in sterilized cages and injected
subcutaneously with 5 x 10° viable tumor cells. Animals are observed daily
for tumor growth, and subcutaneous tumors are measured using a caliper
every 3d. On day 1, 3, 5 and 7 after the tumor inoculation groups of five
soanimals are injected intraperitoneally with varying amounts of either anti
VEGF mAB 4.8.1 (0 - 200ug per mouse), a control mAb of the same isotype
(200 yg/ mouse), with ant-VEGF ankyrin repeat protein (0 - 200 pg/ per
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mouse), 1x1 0® pfu NDV MTH268 or 1x10° control NDV MTH87. Prior to hlgh-

dose virus treatment the anlmals are desensitized with the increasing virus™ ~~
doses 1x10° pfu, 1x107 pfu, 1x10° pfu, 5x10° pfu every other day. Tumor

volumes are calculated as previously described (Kuan et al., 1 987).

5
Liver metastases:

H7 cells are grown to confluence and are harvested as described above for
subcutaneous injection and resuspended in serum free DMEM at a

10concentration of 20 x 10° ceil/ ml. Athymic mice are anesthetized with
methoxyfluorance by inhalation prepared in a sterile fashion, and the spleen
is exteriorized through a left flank Incision. 2 x 10° cells in 100 mi are slowly
injected into the splenix pulp through a 27-gauge needle over 1 min, followed
by splenectomy 1 min later. Experimental animais receive VEGF antibody

154.6.1, control antibody (100 pg/ mouse), anti-VEGF ankyrin repeat protein
(100 pg/ ml) by intraperitoneal injection beginning 1 d after splenic-portal -
injection and every 3 to 4 days thereafter. Alternatively mice are treated
intraperitoneally with 1x%0° pfu NDV MTH268 or 1x10° control NDV MTH87
at days 1, 3, 5 and 7. All animals are killed when the first mouse appears

.20lethargic and an enlarged liver is palpated (day 28). The livers are excised
and weighed, and the metastases are enumerated using a dissecting -

microscope.

To estimate tumor voluime, the diameter of each liver metastases is

»5measured to the nearest millimeter, and the volume of each tumor is
calculated by assuming it to be a sphere. The sum of the volumes of all
tumors in each liver is determined. The livers of two control animals is nearly
replaced by tumor and individual nodules can not be distinguished. Tumor
volume is estimated in these two livers as follows: the total liver volume mass

30is measured by displacement of water in a 20-ml graduated cylinder and the
tumor volume is estimated to represent 85% of the liver.

Result:
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Subcutaneous tumors:The tumor size of treated animals is monitored and
dose-dependent tumor growth inhibition is found for all tested reagents. The
tumor size in the animals which received the control mAb is approximately
5100 mm® on day 8, 400 mm® on day 16 and 800 mm® on day 22. For the mAb
4.8.1 the measured tumor size at day 22 is 500 mm® when 10 ug of mAb are
injected each time of administration, and 200 mm3 (100 pg), 150 mm? (50
pg), 100 mm? (200 pg) respectively. Similar dose dependency is found for
the anti-VEGF ankyrin repeat protein when up to 200 pg are injected, with
10the best result of a tumor size of 100 — 500 mm® when 200 g of the reagent
are applied. By treatment of athymic mice with the control NDV MTH87 the
tumor size at day 22 is above 200 mm?. This antitumor effect is due to the
antiproliferative effect caused oncolytic NDV. Best effects are found v'Jhen
athymic mice are infected with NDV MTH268 (expressing the anti-VEGF
15Ankyrin repeat protein). Measured tumor size Is below 100 mm?. This effect @
is due to the advantageous combination of tumorselective expression of the
VEGF-neutralizing ankyrin repeat binding protein and its antiangiogenic
effect and the independent antiproliferative effect of the tumorselective NDV
on the tumor cells. The tumorselective delivery and expression of the anti-
20VEGF ankyrin binding protein ensures a steady and high level site-specific
expression of the neutralizing protein which overcomes pharmacological
limitations of the systemic administered ankyrin repeat protein e.g. such as
rapid clearance and non-specific tissue distribution and ensures efficient

VEGF neutralisation. This effect is obtained at a reduced number of
2sadministrations and therefore a higher convenience for the patient population

is expected.

Liver metastases:

30All animals show evidence of hepatic tumors but differ in number, size and
weight of liver metastases. A dramatic reduction in comparison to the control
mAb treated mice Is seen after antu-VEGF treatment. The average number of
tumors per liver and the mean estimated tumor volume per liver is 10- and
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18-fold lower in the anti-VEGF mAb 4.6.1-treated animals compared to the
" gontrol antibody treated animals. Similar resuits are found for the anti-VEGF
ankyrin repeat protein treatéd-rnice.The most dramatic reduction is observed
in the animals treated with NDV MTH268. Though administered less times
sthe numbers of tumors in the liver is reduced and the tumor volume is smaller
when compared to A4.6.1 treated mice. _
As for the primary tumor the beneficial effect of NDV MTH268 on the
inhibition of formation and gmv&h of liver metastases is due the
advantageous combination of tumorselective expréssion of the VEGF-
1oneutralizing ankyrin repeat binding protein and its antiangiogenic effect and
the independent antiproliferative effect of the tumorselective NDV on the -
tumor cells. The NDV selectively proliferates in these remaining tumor buds

and exerts its antiproliferative effect on these tumor cells further decreasing
the number of surviving tumor cells and number of detectable metastases.

16
An even increased therapeutic efficacy on the growth of the primary tumor

and the number, size and weight of colorectal liver metastases is seen when
a muiti-specific ankyrin repeat binding protein is used which contains
specificities for VEGF-A, VEGF-C and PDGF.

20

Example 8:

Generation of recombinant NDV expressing an intracellular ankyrin
repeat protein that inhibits polo-like kinase activity and inhibits tumor

25growth

Plk-1 has been shown to be a target for cancer therapy. Expression of Plk-1
is elevated in neoplastic tissues and has a prognostic potential in a broad
range of human tumors (see eg. W02005042505 and references therein).

30 '
An anti-human Plk-1 ankyrin repeat molecule of the type N3C is selected with
standard procedures (Binz et al., 2004, Amstutz et al., 2005). Binding to Plk-1
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is measured in an ELISA with recombinant GST-Plk-1 on glutathion-plates as
a substrate. Positive binders are selected and the corresponding genes are
cloned into the eukaryotic CMV expression plasmid pcDNA3.1. The plasmids
are transfected into Hela and MaTu cells and the cells are subjected to a
sproliferation assay as described e.g. in W02005042505. This method is
preferred to an in vitro kinase assay in order to be able to also identify
binding dJARPINS that block function without directly blocking the kinase
activity. The dARPIN with the best inhibitory activity of cell proliferation is
selected for insertion into the genome of the oncolytic recombinant NDV. The
1osequence of the selected ankyrin repeat protein comprises 161 amino acids
corresponding to 483 bp. An expression cassette coding for the designed
ankyrin repeat protein (dARPIN) with inhibitory activity against human Pik-1
is cloned into the full-length genomic NDV-MTHB8 plasmid.

O

156The plasmid pfIMTHE8 Pac contains the full genomic sequence of NDV
MTHS68 plus one additional transcriptional cassette with a unique Pacl
restriction site. A DNA-transgene coding for the dARPIN against Plk-1 is
cloned into the Pac! site. This transgene is composed of a Kozak sequence
CCACC and the cDNA for the anky'rin repeat molecule. The total length of

20the genome is adjusted to be a multiple of 6 to follow the "rule of six” for the
length of the viral genome. Recombinant virus is rescued from T7-expressing
cells transfected with the fuil-length viral genomic plasmid containing the
gene for the dARPIN against Plk-1 by a standard virus rescue technique. The
resulting virus is d_esignated MTH261. The virus is cultivated either in tissue

osculture or in the allantoic fluid of chicken eggs to produce high titres. The
virus Is purified and concentrated using tangehﬂal flow filtration and eluted in

buffer with 5% mannitol/1% L-lysine.

In vivo tumor growth inhiblition.

30
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Femalel.NMRl_ nude mica are injected subcutaneously with 1,5x1 OEMaTu
cells diluted.1:1 (mediurn : matrigel). When tumors have reached a size of— o
20-25 mm? (appr. 3 days later) the animals are treated with the recombinant
virus. The animals are injected with 200 ul virus suspension (in 5%
smannitol/1% L-lysine buffer) intravenously every other day with the following
consecutive doses: 1x10° pfu, 1x107 pfu, 1x10® pfu, 5x10° pfu, 1x10° pfu,
1x10° pfu, 1x10° pfu, 1x10° pfu, 1x10° pfu. The increasing doses at the
beginning allow for a desensitisation of the mice against the virus. One group
receives only buffer (5% mannitol/1% L-lysine), one group receives
1orecombinant virus MTHA87 that expresses a nor_l-therapeutic transgene (GFP)
and one group the recombinant oncolytic virus MTH261 expressing the
dARPIN that has inhibitory activity against Plk-1. Tumor growth is monitored
for three weeks and the iumors are weighed at the end (day 21). Control
tumors are in the range of 1,0 g: Tumors treated with MTH87 show a
1ssignificant weight reduction. Tumors treated with MTH261 are even smaller
and show a significant wzight reduction in comparison with MTH87. This '
demonstrates a benefit of the dARPIN expression by the virus compared to-
the virus treatment alone. The result also proves that an intracellularly active
transgene can improve the oncolytic properties of a recombinant oncolyﬁc '

WO 2006/050984

20virus.

Example 9:

Generation of an oncolytic NDV that expresses an ankyrin repeat
25protein that binds HIF1a and is biologically active

Hypoxia in tumors is developed if the tumor cells grow faster than the
endothelial cells that form the blood vessel system, leading to a-deprivation

of oxygen and nutrients in the tumor .

30
The establishment of hypoxic areas in solid tumors promotes the progression

of the tumor development. Oxygen deficiency in tumor cells leads to genetic
instability, followed by a selection process, ending up in tumor cells with
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reduced apoptotic potential and increased. resistance against conventional
therapies, like chemotherapy and radiation. As a consequence hypoxia in
tumors contributes to a mdre malignant phenotype.

The hypoxia-inducible transcription factor HIF-1a is mainly responsible for
sthe activation of most genes in tumor cells under hypoxic conditions. HIF-1a
induced gene products are regulating processes like angiogenesis, glucose

metabolism, cell growth and oxygen transport. Examples of upregulated
genes by HIF-1a are glucose transporter 1 and 3, adenylate-kinase 3, lactate
dehydrogenase, VEGF, Fit-1 and others.

10The heterodimeric transcription factor HIF-1a is composed of a HIF-1a and a
HIF-1p subunit. The HIF-1a-subunit and the HIF-1p-subunits are
constitutively expressed. But HIF-1a is in contrast to HIF-1B immediately
degraded under normoxic conditions. In a normai oxygen milieu the HIF-1p
subunit is recognised and marked for proteasomal degradation by the Von- O

1sHippel-Lindau protein (pVHL), which is part of an E3 ubiquitin ligase complex.
Under hypoxic condition the HIF-1a-subunit is no more recognised by the
pVHL and the protein is inmediately transported into the nucleus. In the
nucleus a dimerisation with the HIF-18-subunit takes place and DNA binding

to a HRE (hypoxia reponse element) leads to specific gene induction.
20in the described experiment it is demonstrated that intracellular targeting of

the HIF-1a-transcription factor by an anti HIF-1a ankyrin repeat protein
expressed by a recombinant NDV in a solid tumor model Is superior over
NDV treatment alone and application of recombinant purified anti HIF-1a
ankyrin repeat protein alone. In vivo efficacy Is proven in a prostate cancer

25xenograft model in nude mice. @

Material and Methods

Generation of recombinant NDV expressing an ankyrin repeat protein

sothat binds HIF-1a

An anti-HIF-1a ankyrin repeat molecule of the type N3C is selected with
standard procedures (Binz et al., 2004). The sequence of the selected
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__ ankyrin repeat protein is known. An expression cassette coding fora
designed ankyrin repeat protein (dARPIN) with inhibitory activity against HIF-
1a is cloned into the full-length genomic NDV-MTHE8 plasmid.

5The plasmid pfIMTHE8 Pac contains the full genomic sequence of NDV

MTHS68 plus one additional transcriptional cassette with a unique Pacl
restriction site. A DNA-transgene coding for the dARPIN against HIF 1ais
cloned into the Pacl site. This transgene is composed of a Kozak sequence
CCACC and the cDNA for the ankyrin repeat molecule. The total length of

1othe genome is adjusted to be a multiple of 6 to follow the “rule of six” for th
length of the viral genome. Recombinant virus is rescued from T/-expressing
cells transfected with the full-length viral genomic plasmid containing the
gene for the JARPIN agains HIF-1a by a standard virus rescue technique.
The resulting virus is designated MTH288. The virus is cultivated either in

4stissue culture or in the allantoic fluid of chicken eggs to produce high titers.

PC-3 xenograft model:

PC-3 xénografts are passaged in vivo in athymic female or male nude mice.

20Xenografts are establishied by subcutaneous (sc) injection of 5 x 10° PC-3
cells per animal. After the third passage tumors are cut into 2 mm? pieces.
Subcutaneous inocculation of nonnecrotic tumor tissues in nude mice is
performed using sterile stainless steel needles. Mice are randomily allocated
to various treatment grotips, when the tumor volume reaches an average

25size of 150-200 mm?.

On day 0 after the group allocation the mice are treated every other day with
increasing doses of MTH288 (encoding anti HIF-1a dARPIN) or MTH87
(control virus encoding GFP as a transgene). Prior to high dose virus
sotreatment, virus doses of 10% PFU, 107 PFU, 10° PFU and 5x10° PFU are
given intravenously for desensitization against NDV. After desensitization the
highest dose of 10° PFU is applied three times. The control group is treated
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intravenously with purified anti HIF-1a ankyrin repeat protein (200 pg/per
moi.lse). Application of the anti HIF-1a ankyrin repeat protein starts at the
time point of the first virus injection and is also repeated every other day as
long as the virus treatment is done. A.third control group is treated with PBS

salone. On day 20 after the first treatment animals are observed for tumor
growth and subcutaneous tumors are measured using a caliper.

Results:

100n day 20 after first treatment the tumors of PBS injected animals show in
average a volume of 1500 mm?>, The second control group treated only with
anti HIF-1a ankyrin repeat protein displays a slight tumor growth reduction.
Animals receiving the NDV MTH87 show a strong tumor reduction on day.
The best tumor growth inhibition on day 20 is seen in mice injected with the
15NDV MTH288 expressing the anti HIF-1a ankyrin repeat protein. The O
inhibition of tumor growth after treatment with MTH288 is significantly better

than after the other treatments.

This result demonstrates that intracellular expression of an ankyrin repeat
20protein against HIF-1a by NDV Is advantageous over NDV freatment alone or
over application of recombinant purified anti HiF-1a ankyrin repeat protein.

It is expected that the viral expression of a secreted antl HIF-1a ankyrin
repeat proteln fused to a cell penetrating peptide (e.g. tat peptide,

250ligoarginine peptides, AntP peptide, VP22 peptide, penetratin, fransportan _
(for review see (Ford et al., 2001) enhances the therapeutic effect. This O
strategy allows the targeting of tumor cells with the anti HIF-1a ankyrin
repeat fusion protein that are themselves not infected with NDV.

30A virus that expresses simultaneously transgenes for two separate dJARPINS
_ one intracellular against HIV-1a and one secreted against interleukin-8 -
is expected to have an increased anti-tumor activity due to blockade of two

compensatory pathways (Mizukami et al., 2005).
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Example 10

MTH1151 leads to expression of 8-glucuronidase in infected cells

sMaterials and Methods:

Hela cells were plated in 6well dishes. After reaching confluency cells were
infected with very low MO = 0.00001 of MTH87 and MTH115. At the
indicated time points aliquots of the cell supernatant were taken and frozen at

10-20°C. 72 hours after the infection the activity of B-glucuronidase was
measured simultaneously in all supematants in a MUG-assay.

MUG-assay for the quantification of B—glucufonidase activity
MU (4-methylumbelliferon) and MUG (4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide)
15are from Sigma. MU is used to produce a standard curve. Virus containing
samples are UV-radiated for 30 min to inactivate virus prior to the MUG-
assay. Samples are incubated in a 25 mM sodium-acetate buffer pH 5.6 with
10 puM MUG for 60 min at 37°C. The reaction is stopped by addition of 200
mM glycin buffer pH 10.4. Fluorescence is measured with excitation at 320
20nm and emission at 460 nm in a fluorescence photometer. From the
fluorescence emission the: specific activity in nmol per ml per hour is

calculated.

Results:

25
The infection with MTH115 leads fo a time-dependent increése in the

expression of B-glucuronidase, which is a resuit of the viral replication (Figure
7). Although MTH87 eventually kills the cells and thus liberates éndogenous
B-glucuronidase from the cells the resulting activity in the supernatant is
aonegligable. MTH115 infection clearly achieves a massive production of the
transgene. The CPE by MTH115 is comparable to that of MTH87 and MTH68
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(wt), so the expression of B-glucuronidase by the virus does neither attenuate
replication of the virus nor decrease the cytopathogenicity of the virus.

Example 11

5
Quantification of transgene expression by MTH118 in various cells

Materials and Methods:

10Cells were seeded in 96well plates. The number of cells was chosen to reach

confluency one day after plating:

Hela 15 000 Cells / well
HT20 30 000 Cells / well
15Fibroblasts 10 000 Cells / well
HDMVEC 20 000 Cells / well

One day after seeding cells were infected with the virus MTH115 at an MOI
of 0.01. In detail cells were washed with PBS, inoculated with 100 pl virus--
20suspension at 37°C, virus was aspirated and 200 pl warm medium was

added to the cells.

At the indicated time points the supematants were taken off the cells and
subject to a beta-glucuronidase MUG-assay. For each time point triplicate

25wells were analysed.

Results:

The results are summarized in Figure 8. In the normal cells HDMVEC and
aofibroblasts no transgene expression can be detected. Also no cytopathic
effact was observed (not shown). In the tumor cells that are susceptible for
the virus Hela and HT29 there is a rqassive production of the transgene beta-
glucuronidase whose activity can be measured in the supernatant. Hela cells
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~ which are killed by the virus within 48 hours produce relatively lower levels of
the transgene. HT29 celis that die only after 5 days at the virus doses used,
produce even higher activity of beta-glucuronidase, about 10fold more than
Hela cells and more thar 1000fold over background.

5
Example 12

NDV-beta-glucuronidase and HMR1826 synergistically kill celis that are
resistant to either treatment alone

10
Materials and Methods:

Cells were plated on day 1 in 24well dishes. On day 2 the cells were infected
with NDV-beta-glucuronidase (MTH115) at an MOI of 0,001. On day 3 the
15cells were treated either with doxorubicin at 1 uM or the Doxorubicin-
glucuronide HMR 1826 at 1 uM. On day 8 the cells were washed, fixed and
stained with Giemsa and photographs of the wells were taken. |

Results:

20
The results are summarized in Figure 9 and Figure 10. Doxorubicin alone

kills the cells at the given concentration. The prodrug at the same
concentration is not toxic to the cells. The virus alone at the given MOl is also
not toxic because tumor cells were selected that have a degree of resistance
o5to the virus treatment. The combination of both glucuronidase-expressing
virus and the prodrug is able to kill cells that are not killed by either treatment
alone. A control virus (that expresses GFP instead of beta-glucuronidase)

does not show any synergy with the prodrug treatment.

30
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Claims

1.

103.

165.

20

257.

A recombinant oncolytic RNA virus comprising a nucleic acid with at least
one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes for a
binding protein that has a therapeutic activity when expressed by the

virus-infected tumor cell.

The virus of claim 1, which is a negative-strand RNA virus.

The virus of claim 1 or 2, which is a paramyxovirus.

The virus of any one of claims 1-3, which is a Newcastle disease virus

(NDV).

The virus of claim 4 which is a non-lentogenic NDV, e.g. a mesogenic or
velogenic NDV, in particular the mesogenic strain MTHG8.

The virus according to any one of claims 1-5 wherein the binding protein
belongs to the following group: a natural ligand or a genetically modified
ligand, a recombinant soluble domain of a natural receptor or a modified
version of it, a peptide- or polypeptide-ligand, an antibody molecule or a
fragment or a derivative thereof or an antibody-like molecule like an
ankyrin-repeat protein or a fragment or derivatives thereof.

The virus according to any one of claims 1-6 wherein the binding protein
is of mammalian, e.g. human, murine or closely related origin or a

chimeric protein.

O
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... 8. .The virus.according to any of the preceding claims whe[gin__thg_pi_[fgjng

10

15

20

25

30

10.

11.

12.

protein is a monomeric, dimeric, trimeric, tetrameric or multimeric protein.

The virus according to any one of the preceding claims wherein the
binding protein is monospecific, bispecific or muitispecific. '

The virus according to any one of the preceding claims wherein the
binding protein is a fusion protein comprising at least one binding domain

and a heterologous domain.

The virus according to claim 13 wherein the binding protein is a fusion
protein with a toxin such as human RNAse (pseudomonas exotoxin,
Diphtheria toxin), or a fusion protein with an enzyme like beta- _
glucuronidase, beta-galactosidase, beta-glucosidase, carboxypeptidase,
beta-lactamase or a fusion protein with an immune-stimulatory protein
with cytokine activity like IL-2, IL-12, TNF-alpha, IFN-beta or GM-CSF.

The virus acdbrding to any one of the preceding claims wherein the
binding protein is selected from the following group: blocking proteins of
autonomous active growth factor receptors (eg. EGFR, Met), combetitive
binders for growth factors (antagonists), blocking proteins for Rb-
phosphorylation, blccking proteiné for E2F-dependent transcription;
stabilizers for p53; antagonistic binders for antiapoptotic proteins (eg.
Bcl-2); antagonistic binders for cyclins; antagonistic binders for Ras
effectors (eg. GEFs); antagonistic binc‘l.'ers. for hypoxia induced proteins
(eg. HiF1a); inhibitors of trariscription factors that interfere with
dimerization or DNA-binding or cofactor binding (eg. Myc/Max); Inducers
of differentiation; Inhibitors of smad signalling/translocation; inhibitors of
cellular adhesion interactions (cadherins, integrins, eg. Ba5p1, avB3);
inhibitors of enzymes that degrade the extracellular matrix (eg. MMPs);
antagonistic binders for proangiogenic ligands (eg. soluble VEGF-R);
antagoﬁistic binders to proangiogenic receptors; inhibitors of scaffold

&0
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complex formation (eg. KSR/Ras); inbibitors of translation initiation (eg.
elFAE, EIF2a); inhibitors of mitotic kinases (gg. Plk-1). -

13. A nucleocapsid of a recombinant oncolytic RNA virus of any one of

5 claims 1-12.

14. A genome of a recombinant oncolytic RNA virus of any one of claims 1-

12.

1015. A DNA molecule encoding the genome and/or antigenome of a
recombinant oncolytic RNA virus of any one of claim 1-12.

16. The DNA molecule of claims 15 operatively linked to a transcriptional O
control sequence.

15
17. A cell comprising a recombinant oncolytic virus of any one of claims 1-12,
a virus genome of claims 14 or a DNA molecule of claim 15 or 16.

18. A pharmaceutical composition comprising a recombinant oncolytic virus
of any one of claims 1-12, a virus genome of claims 14 or a DNA
molecule of claim 15 or 16 as an active ingredient optionally together with

pharmaceutically acceptable carrlers, diluents and/or adjuvants.

20

19. The pharmaceutical compossition of claim- 18 for the prevention and/or @

25 treatment of cancer.

0. A method for the prevention and/or treatment of cancer comprising
administering a subject In need thereof a pharmaceutically effective

amount of a composition of claim 18 or 19.

a0



WO 2006/050984

10

24.

16

2025.

2526.

30

23.

27.

PCT/EP2005/012 18(-5

59 AN

. The method of claim 20 wherein the subject is a human patient.

_ A recombinant oncolytic RNA virus comprising a nucleic acid with at least

one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes for a
prodrug-converting enzyme that has a therapeutic activity when’
expressed by the virus-infected tumor cell. '

A recombinant oncclytic RNA virus comprising a nucleic acid with at least.
one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes for a
protease that has a therapeutic activity when expressed by the virus-

infected tumor cell.

A phamaceutical composition comprising a recombinant oncolytic virus
of any one of claims 1 to 12, a virus genome of claim 14, and/or a DNA
molecule of claims 15 or 16 as an active ingredient optionally together
with pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or adjuvants,
which virus, virus genome and/or DNA molecule comprises at least one

transgene encoding for a prodrug-converting enzyme.

The pharmaceutical composition of claim 24 further comprising a prodrug
which can be converted into a therapeutically active compound by the
prodrug-t_:onverﬂng 2nzyme encoded by the virus, virus genome and/or

DNA molecule of claim 24.

The pharmaceutical composition of claim 24 or 25 for treatment and/or
alleviation of a proliferative disorder.

A method for treatmient of a proliferative disease, comprising
administering in a pharmaceutically effective amount to a subject in need

thereof
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(a) a recombinant oncolytic virus of any one of claims 1 to 12, a virus
genome of claim 14, and/or a DNA molecule of claims 15 or 16
comprising at least one transgene encoding for a prodrug-converting
enzyme, and

(b) a prodrug suitable for treatment of the proliferative disease, which
prodrug can be converted into a pharmaceutically active compound

by the prodrug-converting enzyme of (a).

5

28. A pharmaceutical composition comprising a recombinant oncolytic virus
of any one of claims 1 to 12, a virus genome of claim 14, and/or a DNA

10
molecule of claims 15 or 16 as an active ingredient optionally together
with pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or adjuvants,
which virus, virus genome and/or DNA molecule comprises at least one
transgene encoding for a protease.

16

29. The pharmaceutical composition of claim 28 for treatment andlor:
alleviation of a proliferative disorder.

30. A method for treatment of a proliferative disease, comprising
administering in a phammaceutically effective amount to a subject in need

thereof a recombinant oncolytic virus of any one of claims 1 to 12, a virus
genome of claim 14, and/or a DNA molecule of claims 15 or 168
comprising at least one transgene encoding for a protease.

20
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plasmid pfIMTH68_Asc_Pac

PLEN
HOV Ribazyme %
o

' 'pAMTHGB Asc Pac ﬂ,
[}
W33ty

: mmcmm AGAGGCAGAG GTATCCCCAA
I ACGTCTAC TCTCCGTCTC CATAGGGGTT

€901 TAGCAATCTG TGTGTCAATT CTSGCAGCCT GTTRATCAGA AGA. TACC GGATGTAGGT GAACAAAAGG GAATA'
ATCGTTAOAC ACACAGTTAA GACCOTCGGA CAATTAGTCT ATGG CCTACATECA CTTGTTTICC CTTATATGEC. A7

= AR Pacl —

M01  CTGAGAGECC MTAATCGGGE, GCGCCCOUAC ALCTTAAGAL LALITACGGG TAGAACAGCA GICLICAGTE , TTAANTTAMC GACKACTTAX GAAAAANTAC
GACTCTECGO rurrmccca CECGEEECYS TIGALTTCTT TTTTATGECC -ATCTIGIGET ‘CAGAAGTCAG AATTRATTGE: [ ¢y ALTT cTrrTroAng

lll
) R e M 0 s
7101 Wﬂ.\cﬁ GQCTGIG.I.GG OdJI.CCOC'rc.l ATCGGGAGCT AGGCCCCACT ACGTCCGCTS TACCGCAACA CCAACAGTAG TcmmmE TGGACAGCSC
cwﬁi:ﬁc- Cm-l-cfc'l'cc mﬁﬁm’r TAGCCCTCGG TCCGRGETGA TUCAGGCGAS ATGGCGTIGT GGTTGTCGTC AGAAGTC ACCTGTCGLG
4 :AY 8 g v AL E 8 0 AR AR & A N N T M A L ¥y F R t A A L L L L Y I T L

7201 lmrrmccu GITGCGCTAG AGAATGATAG AAGAGAMGCG AATIATACAT GGCGCTIGGT TITCCGGATC GCAGCCTTIC TTTTACTGGT AATAACCTTA
TCALTCCOTT CAMCCCGATC TCTTACTATC T TTCGE TTLTTATGTA CCGCGRACCA ALAGGCCTAG CGTCGGALTG AMATGACCA TTATTGGAL

blue: end of F-protein coding sequencni

red: stop signal for gene transcription

green: start signal for gene transcripticn

grey: newly introduced non-coding bases into the genome
red: start of the HN-protein coding sequence
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Fig. 7:
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Fig. 9:

NDV-B-glucuronidase and HVMR1826 synergistically kill cells
that are resistant to either treatment alone
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<120> Recombinant Newcastle Disease Virus

<130> 53277A

<150> EP04090432.8
<151> 2004-11-11

<160> 5
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 52

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> sfi fw, DNA-OTigonucleotide

<400> 1
aggccttaat taaccgacaa cttaagaaaa aatacgggta gaacggcctg ag 52

<210> 2

<211> 52

<212> DNA

<213> aArtificial

<220>
<223> Sfi back, DNA-Oligonucleotide

<400> 2
aggccgttct acccgtattt tttcttaagt tgtcggttaa ttaaggcctc tc 52

<210> 3

<211> 60

<212> DNA =
<213> Artificial

<220>
<223> Asc fw, DNA-Oligonucleotide

<400> 3
cgggcgegee ccgacaactt aagaaaaaat acgggtagaa cagcagtctt cagtcttaat 60

<210> 4

<211> 60

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Asc back, DNA-Oligonucleotide

<400> 4
taagactgaa gactgctgtt ctacccgtat ttrttcttaa gttgtcgggg cgcgeccgat 60
<210> 5

<211> 318

<212> DNA

<213> Artificial
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<220>
<223> Inter?enic region between F and HN of plasmid pfIMTH68B_Asc_Pac,
DNA-0OTigonucleotide
<400> 5
60

atgcagatga gaggcagagg tatccccaat agcaatctgt gtgtcaattc tggcagcctg
ttaatcagaa gaattaagaa aaaactaccg gatgtaggtg aacaaaaggg aatatacggg 120
tagaacggcc tgagaggcct taatcgggcg cgccccgaca acttaagaaa aaatacgggt 180

agaacagcag tcttcagtct taattaaccg acaacttaag aaaaaatacg ggtagaacgg 240
300

318

cctgagaggec cacccctcaa tcgggageca ggecccacta cgtccgetct accgcaacac

caacagcagt cttcagtc
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(57) Resumen

El objetivo de |2 invencidn es incrementar la actividad terapéutica del VEN
oncolitico. Este problema se resuelve con un Virus de la Enfermedad de
10Newcastle que comprende un acido nucleico recombinante, en donde el acido
nucleico codifica para una proteina de union que tiene una actividad terapeutica
cuando es expresada por la célula tumoral infectada con virus. Las proteinas de
unién pertenecen al siguiente grupo: un ligando natural o un ligando modificado
genéticamente, un dominio soluble recombinante de un receptor natural o una
15version modificada del mismo, un ligando peptidico, una molécula de anticuerpo
y derivados del mism:a o molécula similar a anticuerpos tal como meléculas con

repeticiones de anquirina ¢ derivados de las mismas.
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VIRUS RECOCMBINANTE DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Introduccién

La invencién se refiere a un virus a ARN reccmbinante,
preferiblemente un paramixovirus, preferiblemente un Virus
de la Enfermedad de Newcastle (VEN) para el tratamiento de
enfermedades, especialmente para tratamiento oncolitico de
tumores. Se producen virus recombinantes que codifican
proteinas de unién (anticuerpos, moléculas de repeticiones
de anquirina, péptidos etc.), enzimas convertidoras de pro-
drogas y/o proteasas y se conduce a la expresidén selectiva
de estas moléculas en células tumocorales infectadas con
virus. La actividad de estas proteinas de uniédn, enzimas
convertidoras de pro-drogas y/o proteasas incrementa el
efecto anti-tumoral del virus. Ademds, la invencién describe
la fabricacidén y el usoc de dichos virus modificados para el
tratamiento del cancer.

Descripcidén del Estado del Arte

Virus de la Enfermedad de Newcastle

Los virus oncoliticos para el tratamiento de tumores
estAn resumidos en general en Chiocca {2002). El Virus de la
Enfermedad de Newcastle se ha wusade come un agente
terapéutico experimental durante mas de 40 anos, y al mismo

se lo revisa en Sinkovics y Horvath (2000). El1 Virus de 1la
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Enfermedad de Newcastle en general estd descrito en el libro
de Alexander (1988). La cepa PV701 de VEN se esta
desarrollando como un tratamientc contra el cancer para
glioblastoma (Lorence et al., 2003). La cepa MTH6B de VEN se
ha usa como tratamiento de cancer experimental y se lc ha
administrado a humanos durante mas de 30 afos (Csatary et
al., 2004).

En el trabajo de Stojdl et al. (2003) estéd descrito que
en el rango del 80% de todas las lineas celulares qgque se
prcbaron, hay un defecte en la respuesta de interferén que
sigue a la inf2ccidén con Virus de Estomatitis Vesicular
(VSV). Se puede asumir que un porcentaje similar de lineas
celulares tumorzles seran susceptibles a la infeccidn con
VEN debido a que tanto VSV como VEN son miembros del orden
mononegavirales. También se ha demostrado que el mecanismo
de replicacién selectiva de VEN en las células tumorales se
basa en un defecto de la respuesta de interferédn celular
contra el virus (véase por ejemplo EE.UU.: 20030044384).

Paramixovirus Recombinantes

EP-A-0702085 se relaciona con mutantes de wvirus a ARN
de sentido negativo no segmentados infecciosos Y
genéticamente manipulados, que comprenden una insercidén y/o
delecién en un marco abierto de lectura, una regiédn
pseudogeénica o una regidén intergénica del genoma del virus.

WO 99/66045 se relaciona con virus VEN genéticamente
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modificados que se obtienen de moléculas de ADNc de longitud
completa del genoma del virus.

WO 00/6273> se relacicna con un métcedo para tratar
tumores gque comprende administrar un virus clonal competente
para replicacion sensible a interferén, por ejemplo VEN.

En WO 01/20989 (PCT/US00/26116) se describe un método
para tratar pacientes que tienen tumores con paramixovirus
oncoliticos recombinantes. El1 tumor se reduce ante la
administracién de un virus Paramyxoviridae competente para
replicacién. Se describen diferentes métodos que se pueden
usar para tratar mediante ingenieria genética el genoma del
virus con el objetivo de mejorar las propiedades
oncoliticas.

WO 03/005964 se relaciona con VSV recombinante que
comprende un Aacide nucleico que codifica una citoquina.

EE.UU. 6.699.479 describe mutantes de VEN que expresan
la proteina V a un nivel reducido y que comprenden
sustituciones de nucledtido en un locus de edicidn.

EE.UU. 2004/0170607 se relaciona con el tratamiento de
melanoma mediante la administracidén un wvirus que no es un
patdégenco humanc comin.

Manipulacién genética de VEN

VEN se puede manipular genéticamente wusande la
tecnologia de genética reversa como se describe por ejemplo

en EP-A-0702 085. Por ejemplo, se sabe que la misma hace

55
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construcciones de VEN recombinantes gque comprenden acidos
nucleicos adicionales que codifican para fosfatasa alcalina
secretada (Zhao y Peeters, 2003), proteina fluorescente
verde (Engel-Herbert et al., 2003}, proteina VP2 de virus de
enfermedad infecciosa de la bursa (Huang et al., 2004),
hemaglutinina de virus de influenza ({Nakaya et al., 2001) vy
cloranfenicol acetil transferasa (Huang et al., 2001)
{Krishnamurthy et al., 2000) . Ninguno de =estos VEN
recombinantes se ha construido para usar en el tratamiento
de enfermedades humanas. Los VENs recombinantes se hicieron
para estudiar la virologia bésica de VEN o bien para
desarrollar cepas de wvacuna para aves de corral. Como cepas
de virus parentales, sirvieron las cepas lentogénicas de
VEN. Estas cepas no tienen propiedades oncoliticas
significativas.

Resumen de la invencién

Esta presernte invencién se relaciona con un virus a
ARN, por ejemplo un VEN gque tiene actividad oncolitica
incrementada. MAs particularmente, la invencidén se relaciona
con un virus a ARN, en particular un virus de enfermedad de
Newcastle que comprende un acido nucleico recombinante que
tiene relevancia terapéutica en el tratamiento de céncer, en
donde el acido nucleico codifica para una proteina de unidn,
una enzima convertidora de pro-droga y/o una proteasa que

tiene una actividad terapéutica cuando es expresada por la
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célula tumoral infectada con virus.
Mas preferidos son los virus oncoliticos recombinantes,
por ejemplo los VENs gue comprenden uno © mas transgenes, en

donde el/los transgen(es) codifica/n para una proteina de

unién, una enzima convertidora de pro-droga y/o una
proteasa. Son posibles combinaciones de diferentes
especificidades.

Ademas, la invencién se relacicna con la nucleocapside
del virus recombinante como se indica anteriormente, que
comprende ARN viral complejado con proteinas de capside o
con el ARN viral y/o un ARN complementario al ARN viral en
su forma aislada.

Mas aun, la invencidén se relaciona con un ADN, por
ejemplo un ADNc que codifica al ARN viral y/o un ADN
complementario al ARN wviral. Mas aun, la invencién se
relaciona con la prevencién o tratamiento de enfermedades
tumorales.

Descripceidn Detallada de la Realizaciones Preferidas:
Virus

La invencién se relaciona en general con virus a ARN,
preferiblemente wvirus a ARN de sentide negativo, mds
preferiblemente virus de dicho tipc que tienen propiedades
oncoliticas y que se pueden tratar mediante ingenieria
genética. Dichos virus son:

- paramixXovirus, preferiblemente Virus de la Enfermedad de

(s



10

15

20

25

Newcastle {(VEN), virus de rubéola, virus de paperas, virus
Sendai;

- ortomixovirus, preferiblemente el wvirus de influenza;

- rabdovirus, preferiblemente el virus de estomatis
vesicular.

Por lo tanto, el tema de la presente invencidén es un
virus oncolitico recombinante a ARN gue comprende un A4cido
nucleico con al menos un transgen, en donde el acido
nucleico de este/estos transgen/es codifica/n para una
proteina de unién que tiene una actividad terapéutica cuando
es expresada por la célula tumoral infectada con virus.

Otro tema de la presente invencidn es un wvirus
oncolitice recombinante a ARN que comprende un A&cido
nucleico con al menos un transgen, en donde el acido
nucleico de este/estos transgen/es codifica/n para una
enzima converticdora de pro-droga que tiene una actividad
terapéutica curando es expresada per la célula tumoral
infectada con virus, preferiblemente en combinacién con la
pro-droga correspondiente,

Auin otro tema de 1la presente invencidn es un virus
oncolitico recombinante a ARN que comprende un acido
nucleico con al menos un transgen, en donde el &cido
nucleico de es-efestos transgen/es codifica/n para una
proteasa que tiene una actividad terapéutica cuando es

expresada por la célula tumoral infectada con virus.
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Preferiblemente el virus de la presente invencidn
exhibe una infezccidén selectiva de tumor gque conduce a una
expresidn del trasgen codificado selectiva en tumores.

El wvirus oncolitico recombinante de la presente
invencién puede llevar al mencs un gen transgénico gque se
seleccicna de forma independiente de transgenes que
codifican para proteinas de unién, enzimas convertidoras de
pro-drogas, y/o proteasas.

Se prefiere que el virus de la presente invencién sea
un virus a ARN de sentido negativo, mads preferiblemente un
paramixovirus.

En el contexto de 1la presente invencién, un &acido
nucleico con al menos un transgen es un acido nucleico que
comprende un gen que es heterdlogo al virus oncolitico a ARN
en el que se basa el virus recombinante a ARN de la presente
invencién. E1 términe ‘“heterdlogo” se refiere al gen
completo o a una parte del mismo, gque puede ser la regién
codificante del gen o una parte del mismo.

El gen heterdlogo puede ser una secuencia artificial o
se puede obtener a partir de fuentes naturales o mediante
recombinacién de al mencs dos secuencias que se seleccionan
de secuencias cue se obtienen de fuentes naturales y/o
secuencias artificiales. “Fuentes naturales” incluye a
animales tales como mamiferos, plantas, hongos, y

microorganismos ‘tales como bacterias, protozoarios y virus,
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que pueden ser diferentes de otros virus oncoliticos a ARN
de la presente invencidén. El transgen también puede
codificar para una proteina de fusidén. Entre los mamiferos
se incluye a humanos y a ratones.

En una realizacién especialmente preferida, el virus de
la presente invencién es un Virus de la Enfermedad de
Newcastle, (VEN), mds preferido es la cepa MTH68 de VEN. El
VEN puede ser una cepa lentogénica, mesocgénica o velcgénica.
Se prefieren especialmente las cepas mesogénicas o©
velogénicas de VEN. El virus es preferiblemente competente
para replicacién.

Manipulacién Genética de los Virus

Los métodos para manipular genéticamente a los virus a
ARN son bien conocidos como se declardé anteriormente.
Ademds, la manipulacién genética de virus oncoliticos se
revisa por ejemplo en Bell et al. (2002). Los virus a ARN
como agentes viroterapéuticos se resumen en Russell (2002).
El contenido de cualquiera de estos documentos se incorpora
a la presente como referencia.

Proteina de unidén

En el wvirus oncolitico a ARN recombinante de la
presente invencidn, al menos un transgen puede codificar
para una proteina de unién.

Las proteinas de unién son proteinas que, cuando se

expresan en una célula blanco, son capaces de unirse a un
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componente de dicha célula y/o de wuna célula vecina.
Preferiblemente, las proteinas de unidén son proteinas que se
unen a componentes intracelulares.

En una realizacidn preferida, las proteinas de unién
pertenecen al siguiente grupo: un ligando natural o un
ligando modificade genéticamente, un dominio soluble
recombinante de un receptor natural o una versién modificada
del mismo, por ejemplo un ligando peptidico o polipeptidico,
una meclécula de anticuerpo y fragmentos y derivados del
mismo o una molécula similar a anticuerpo y derivados del
mismo.

Una revisién incompleta de entramados de unién de alta
afinidad se da en Ladner y Ley (2001).

Las proteinas de union gue se describieron
anteriormente pueden ser de origen humano, murino o de
cercanamente relacionadas, © sea una proteina que puede ser
una proteina de fusién que comprende secuencias de especies
diferentes, por ejemplo humano y ratédn.

Las moléculas de unidén recombinantes que se basan en la
descripcién anterior pueden ser monoméricas, diméricas,
triméricas, tetraméricas o multiméricas y bi-especificas o
multi-especificas.

Las proteinas de unidén preferidas se seleccionan de
proteinas de unién que tienen una actividad terapéutica.

Un ligandc natural, como se describid anteriormente,

S
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puede ser un factor de crecimiento o un péptido. Un ligando
modificado genéticamente puede ser un analego de un factor
de crecimiento o péptido de origen natural.

Los dominios solubles recombinantes de un receptor
natural ¢ versicnes modificadas del mismo como se describid
anteriormente son dominios extracelulares sclubles de un
receptor de superficie celular y/o fragmentos del mismo que
se expresan en forma recombinante, un dominic soluble
extracelular de wuna molécula de adhesién celular y/o
fragmentos del mismo que se expresan en forma recombinante.

Las moléculas de anticuerpo como se mencionan
anteriormente pueden ser anticuerpos monoclonales de
inmunoglobulina de cualquier <especificidad e isotipo
conocido, fragmentos de los mismos y/o fragmentos de los
mismos fusionados con proteinas efectoras. Las moléculas de
anticuerpo pueden ser gquiméricas, humanizadas © anticuerpocs
humanos. Los fragmentos de anticuerpo contienen al menos un
dominio de unién a antigeno de un anticuerpo. Los fragmentos
de anticuerpos se han descrito extensamente en la literatura
{revisados por ejemplo en Allen (2002), incorpecrado a la
presente como referencia). Los ejemplos preferidos son los
fragmentos de Fv de simple cadena, los fragmentos de Fab,
F(ab2'), 1las versiones con dominios delecionados llamados
minicuerpos, y otras porciones inmunoactivas, fragmentos,

segmentos y otras estructuras de anticuerpo mds pequefias o
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mds grandes en donde la misma posee propiedades de
direccionamiento o actividad inmunolégica estimulatoria o
inhibitoria suficientes de modo gque sea terapéuticamente
itil dentro de los métodos de la presente invencién.

Dichos anticuerpos pueden derivar de experimentos de
clonado de hibridomas mediante el uso de ratones
transgénicos o de selecciones de presentacién en fagos,
selecciones de présentacién en ribosomas, o cribados de
filtros con colonias de bibliotecas de anticuerpos que
contienen secuencias de anticuerpo humano © metodolcogias
relacionadas.

Las proteinas de unién con propiedades similares a
anticuerpo, como se describid anteriormente, pueden ser
proteinas o dominios de la misma modificados genéticamente
en donde uno o mas bucles peptidicos se arman al azar al
nivel de sus amincdcides de manera tal que se pueden
enriquecer en mcléculas de unidén de alta afinidad con alta
especificidad «contra cualquier antigeno a partir de
bibliotecas de dichas moléculas mediante presentacidén en
fagos, presentacion en ribosomas, cribados por filtreos de
colonias o] metodologias relacionadas. Las proteinas
seleccicnadas usualmente tienen alta estabilidad térmica vy
termodinadmica y se expresan bien en sistemas de expresidn
recombinantes tales como sistemas de expresion en E.coli,

levadura, insecto y mamifero. Entre los ejemplos de dichas
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proteinas de unidn con propiedades similares a anticuerpo
estdn las proteinas de repeticiones de anquirina como las
descritas en Binz et al. (2004), las lipocalinas como las
descritas en Skerra (2000), las gama-cristalinas como las
descritas en DEL99 32 688.6, el armazdén proteico de proteina
A modificada (affibodies) como se describe en Hogbom et al.
{2003), o Nord et al. (2000), o el armazédn proteico de
fibronectina y otros. Las moléculas similares a anticuerpos
pueden ser moléculas monoméricas o repetitivas ya sea
construidas como moléculas de simple cadena o como moléculas
de cadena multiple en donde la melécula similar a anticuerpo
posee propiedades de direccionamiento o] actividad
inmunolégica estimulatoria o inhibitoria suficientes, de
modo que sean terapéuticamente 1tiles dentro de los métodos
de la presente invencion.

Moléculas de unién con funcién adicional

La proteina de unidn puede ser una proteina de fusiédn
que comprende al menos un dominio de unién, por ejemplo a
partir de un anticuerpo, y un dominio heterdélogo.
“Heterdlogo” tiene el significado que se expuso
anteriormente en el contexto de genes heterdlogos.

Las proteinas de unién gque se describen mas arriba son
capaces de administrar una carga util a un sitio especifico
de enfermedad (por ejemplo un tumor) como si fuera un

intracuerpo o] como proteina de unidn disponible

Q-
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extracelularmente. La carga 0til administrada puede ser un
dominio heterdlogo, por ejemplo una toxina tal como ARNasa
humana (De Lorenzo et al., 2004) (Zewe et al., 1997)
endotoxina de Pseudomonas (Chaudhary et al., 1989) (Kreitman
y Pastan, 1995) (Batra et al., 1992} , toxina de Diphtheria
{Kreitman et al., 1993) (Chaudhary et al., 1990) (Batra et
al., 1991), o una enzima tal como beta-galactosidasa, beta-
glucuronidasa (Roffler et al., 1991) (Wang et al., 1992)
{Bosslet et al.. 1992), beta-glucosidasa (Rowlinson-Bus:za,
1992), carboxipeptidasa, (Antoniw et al., 1990), (Bagshawe
et al., 1988), beta-lactamasa con eficacia terapéutica, o
una proteina estimulatoria del sistema inmune c¢on actividad
de citogquina tal comec IL-2, IL-12, TNF-alfa, IFN-beta o GM-
CSF (véase por ejemplo el resumen de Allen (2002).

En otrc ejemplo las proteinas de unién que se describen
mas arriba tienen ellas mismas eficacia antagonista o
agonista que es :erapéuticamente Gtil. Entre los ejemplos de
moléculas de unidn antagonistas/blogueantes se incluye al
anticuerpo inhibidor de VEGF Avastina (Ferrara et al.,
2004), el anticuerpo blogueante del receptor HER2/neu
Herceptina {(Noonberg vy Benz, 2000) o el anticuerpo
blogqueante de rzceptor de EGF Erbitux (Herbst vy Langer,
2002). Las proteinas de unidén agonistas pueden ser proteinas
de unién que inducen, por ejemplo, apoptosis (Georgakis et

al., 2005) o que tienen actividad regulatoria sobre el ADN,

£3
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ARN o proteinas (por ejemplo inducen la transcripciédn,
estabilizan proteinas). La revisidén (Adams y Weiner, 2005)
describe diferentes anticuerpos terapéuticos que también se
pueden incorporar a un virus oncolitico

Enzimas convertidoras de pro-droga

En el wvirus oncolitico a ARN recombinante de la
presente invencidn, al menos un transgen puede codificar
para una enzima zonvertidora de pro-droga.

Una pro-droga es un derivado © un precursor de un
compuesto terapéuticamente active, gque se puede convertir
enzimdticamente en el compuesto activo. Las enzimas
convertidotas de pro-droga son enzimas capaces de convertir
una pro-droga en la droga activa terapéuticamente.

Por lo tant> otro tema de la presente invencidén es una
composicién farmacéutica que comprende un virus oncelitico
recombinante de la presente invencién, un genoma viral de la
presente invencidn, un anti-genoma de virus de la presente
invencién, y/o unza molécula de ADN de la presente invencidn
como ingrediente activo opcionalmente junto con vehiculos,
diluyentes y/o adyuvantes aceptables para su uso
farmacéutico, en donde el virus, genoma viral, antigenoma
y/0 molécula de ADN comprende al menos un transgen gue
codifica para una enzima convertidora de pro-droga.

La compesicién farmacéutica puede comprender ademas una

pro-droga que se puede convertir en un compuesto
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terapéuticamente activo a través de la enzima convertidora
de pro-droga «codificada por el wvirus, genoma viral,
antigenoma y/o molécula de ADN. La composicién farmacéutica
puede ser apropiada para el tratamiento y/o mejora de un
desorden proliferativo.

La pro-droga puede formularse en una composicidén lnica
con el wvirus oncolitico recombinante de la presente
invencidén, un genoma viral de la presente invencién, un
antigencma viral de la presente invencidén, y/o una molécula
de ADN de la przsente invencién como ingrediente active, ©
se puede formular en una composicidén distinta a la
formulacién del wirus oncolitico.

Si el wviras oncolitico a ARN recombinante de la
presente invencién codifica para una enzima convertidora de
pro-droga, el wvirus oncelitico de la presente invencién
causa una expresidn selectiva de la enzima convertidora de
pro-droga en ura célula blanco infectada con virus (en
particular una célula tumecral) que usualmente no expresa, o
no lo hace en forma suficiente, la enzima convertidora de
pro-droga. Por c¢onsiguiente, durante el tratamiento de un
sujeto que lo necesita, la pro-drega se convierte
especificamente 2n el compuesto farmaceutico activo en una
célula blancc, ®n particular en una célula tumoral, pero
puede esencialmrente no convertirse en el compuesto

terapéuticamente activo en una c¢élula no blanco, en
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particular en una célula sana del sujeto a tratar. De esta
forma, 1los efectos colaterales no deseados del compuesto
terapéuticamente activo se reducen en comparacidén con el
tratamiento con compuesto terapéuticamente activo solo.

En el contexto de la presente invencidn, la pro-droga
puede ser un derivado o un precursor de un compuesto
terapéuticamente activo apropiado para tratamiento y/o
mejora de un desorden proliferativo, en donde la pro-droga
se puede convertir por parte de una enzima convertidora de
pro-droga. La pro-droga puede ser un compuesto conocido por
una persona experta en la materia. Los derivados y/o
precursores son cconocidos por un experto en la materia.

Se prefiere que la pro-droga sea esencialmente
farmacéuticamenta activa y/o no téxica.

Entre los ejemplos de enzimas convertidoras de pro-
drogas de la presente invencidn estdn la beta-glucuronidasa,
beta-galactosidasa, beta-glucosidasa, carboxipeptidasa,
beta-lactamasa, D-amincacido oxidasa. Ademas, los ejemplos
son conocidos por un experto en la materia.

Se prefiere gque la enzima convertidota de pro-droga
esencialmente no se exprese en células no tumorales.

La enzima convertidora de pro-droga se puede obtener a
parir de un organismo que se selecciona de mamiferos,
plantas, hongos, y microorganismos tales como bacterias,

protozoarios y virus.

L6
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Una combinacidén mayormente preferida de la enzima
convertidora de pro-droga y una pro-droga es la de beta-
glucuronidasa de E. coli y una pro-droga que puede ser
convertida por la Dbeta-glucuronidasa en un compuesto
citotoxico activo. Un ejemplo es la HMR1826 (glucurdnido
de doxorubicina) que se puede convertir en dexorubicina que
@5 un compuesto conocido para el tratamiento del céncer.

Otro tema de la presente invencidén es un método para el
tratamiento de una enfermedad proliferativa, en particular
una enfermedad hiperproliferativa, tal como un cancer, que
comprende administrar, en una cantidad terapéuticamente
efectiva, a una sujeto que lo necesite,

(a) un wvirus oncolitico recombinante de la presente
invencién, un c¢enoma viral de la presente invencidn, un
antigenoma viral de la presente invencidn, y/o una meclécula
de ADN de la presente invencidén que comprende al menos un
transgen que codifica para una enzima convertidora de pro-
droga, y
(b} una pro-droga apropiada para el tratamiento de una
enfermedad preoliferativa, en donde la pro-droga se puede
convertir en un compuesto farmacéuticamente activo a través
de la enzima convertidora de pro-droga de (a}.

El método puede comprender la administracidén de una
composicién farmacéutica individual gqgue comprende ambos

componentes (a) y (b), o puede comprender la administracidn

&
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de dos composiciones farmacéuticas solas, en donde una de
las cuales comprende el componente (a) y la otra comprende
(b).

Proteasas

En el wviruas oncoliticoc a ARN recombinante de la
presente invencién, al menos un transgen puede codificar
para una proteasa.

Por lo tanto un tema de la presente invencidén es una
composicidén farmacéutica que comprende un virus oncolitico
recombinante de la presente invencidn, un genoma viral de la
presente invenc:én, un antigenoma viral de la presente
invencién, y/o una molécula de ADN de la presente invencién
como ingrediente activo opcionalmente junto con vehiculos,
diluyentes y/o adyuvantes aceptables para su uso
farmacéutico, en donde el virus, gencma viral, antigencma
y/o molécula de ADN comprende al menos un transgen gque
codifica para una protgasa. La composicién farmacéutica
puede ser aproplada para tratamiento y/o mejora de un
desorden proliferativo.

Si el wvirus oncolitico a ARN recombinante de la
presente invencién codifica para una proteasa, el virus
oncolitico de 1la presente invencidén causa la expresion
selectiva de la oroteasa en una célula blanco infectada con
virus (en particular una célula tumoral) gque usualmente no

expresa la proteasa ¢ no lo hace de una forma suficiente.
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Por consiguiente, durante el tratamientoc de un sujeto en
necesidad del mismo, la proteasa puede clivar en forma
irreversible un polipéptide blanco en una célula blanco,
inhibiendo de esa forma la proliferacién y/o crecimiento de
la célula blanco o matande la célula blanco, perc puede
esencialmente no clivar la molécula blanco en una célula no
blanco, en particular en una célula sana del sujeto a
tratar. Mediante esta estrategia, se reducen los efectos
colaterales no deseados del tratamiento con la proteasa.

Se prefiere que 1la proteasa sea una proteasa de
secuencia especifica. Maés preferida es una proteasa que
cliva especificamente un polipéptido blanco. La proteasa
puede ser o bi=zn de origen natural y puede derivar de
cualquier especi= o bien puede ser producida por ingenieria
genética. Las secuencias de aminoacidos apropiadas para un
clivado especifico de un polipéptide blanco determinado
pueden ser determinadas por un expertc en la materia, por
ejemplo en basz a las bases de datos de secuencias
disponibles publicamente. EE.UU. 2005-0175581 y EE.UU. 2004-
0072276 describen la generacién de proteasas hechas por
ingenieria en bese a la proteina con una especificidad de
sustrato predeterminada. Estos dos documentos se incluyen en
la presente como referencia.

La molécula blanco de la proteasa puede ser cualquier

molécula blanco como se describe a continuacidén para los
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blancos de las proteinas de unién.

Otro tema dz la presente invencidn es un método para el
tratamiento de una enfermedad proliferativa, en particular
una enfermedad hiperproliferativa, tal come un céncer, que
comprende administrar en una cantidad terapéuticamente
efectiva a un sujeto gque lo necesite un virus oncolitico
recombinante de la presente invencidén, un genoma viral de la
presente invencién, un antigenoma wviral de la presente
invencién, y/o una molécula de ADN de la presente invencidn
que comprende al mencos un transgen gque codifica para una
proteasa.

El transgen de la presente invencidén puede codificar
para una proteina de fusién de una enzima convertidora de
pro-droga como se definidé anteriormente, una molécula de
unién como se definid anteriormente y/o una proteasa como se
definié antericrmente. Se prefiere especialmente una
proteina de fusidn de una enzima convertidora de pro-droga y
una molécula de unién o una proteina de fusidén de una
proteasa y una molécula de unién.

Aplicaciones Terapéuticas

La presente invencién muestra por primera vez gque un
transgen que cod_fica para una proteina de unidén, una enzima
convertidora de pro-droga y/o una proteasa se puede expresar
en forma funcional en células tumorales infectadas con virus

oncolitico. Por consiguiente, la presente invencidén se
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relaciona con vutna composicién farmacéutica gue comprende
como ingredien=:e activo un virus como se indica
anteriormente, una nucleocdpside del virus, un genoma del
virus © una molécula de ADN que codifica el genocma y/o el
antigenoma del wvirus, opcionalmente junte con vehicules,
diluyentes y/o adyuvantes aceptables para su uso
farmacéutico.

La composicidén farmacéutica se puede proveer comoc una
solucidn, suspensidén, un liofilizade o en cualquier otra
forma apropiada. Ademas del ingrediente activo, la
composicién puede comprender vehiculos, amortiguadores,
tensiocactivos vy/o adyuvantes conocidos en el arte. La
composicidén se puede administrar por ejemplo en forma oral,
tépica, nasal, pulmonar o por medio de inyeccidén local o
intravenosa. La composicién farmacéutica se administra en
una cantidad farmacéuticamente activa dependiendo del tipo
de desorden, de la condicidén y peso del paciente, la ruta de
administracién exc. Preferiblemente se administran entre 109
y 1012 particulas virales, entre 108 y 101], entre 107 y
1010, o entre 106 y 109 particulas virales por aplicaciédn.
La terapia onceclitica se puede combinar en forma opcicnal
con otras terapias para tumores tales como cirugia,
radiacién vy/o dquimioterapia tales como tratamiento con
ciclofosfamida y/o tratamiento por hipertermia.

De acuerdo a la presente invencidén, un paramixovirus



10

15

20

25

24

oncelitico recombinante puede expresar una proteina de unién
soluble, una enzima convertidora de pro-droga y/o una
proteasa que puade permanecer © en la célula infectada o
puede ser secretada, tal como un anticuerpo, un fragmentoe de
anticuerpo, una proteina de repeticién de anquirina u otra
molécula de unién como se especifica a continuacién. No se
ha descrio en forma especifica que dicha proteina se pueda
expresar por parte de una cepa oncolitica de un virus a ARN,
por ejemplo de ua virus de la enfermedad de Newcastle.

Como ejemplo de VEN, la cepa MTH6B se eligié en 1la
presente solicitud debido a que la misma tiene una propiedad
oncolitica inherente con datos promisorios a partir de los
tratamientos c¢linicos experimentales de pacientes (Sinkovics
y Horvath, 2000). En principio, sin embarge, la mayoria de
las cepas de VEN con sitios de clivado de proteina de fusion
multibdsica se »puede usar come agente oncolitico para el
tratamiento de tamores. La tecnologia de genética inversa es
aplicable a todas las cepas.

Las proteinas de unidn, como las gque se describieron
anteriormente, =e han demostrado comc con alto potencial
terapéutico.

La combinacién de VEN onceolitico con proteinas de
unién, enzimas convertidoras de pro-drogas y/o proteasas
terapéuticas con las propiedades descritas mas arriba,

tendrid la eficacia sumada, o incluso sinergistica, de los
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dos principios terapéuticos. El virus autoreplicante
oncolitico envia a la droga de proteina de unién, la enzima
convertidora de pro-droga y/c la proteasa al sitio de accidn
preferido en donde se expresa in situ en concentraciones
locales altas. Dicha expresién de proteina se espera que 5sea
muy selectiva y que la proteina de unidén, la enzima
convertidora de pro-drega y/0o la proteasa con  sus
respectivos modos de accién, se sumen a la actividad
terapéutica oncolitica intrinseca del VEN. En base a la
naturaleza de competencia para replicacidén del virus que se
usa y de la replicacién selectiva en células tumorales, la
cantidad de transgen que se expresa [proteina de unién,
enzima convertidora de pro-droga y/o proteasa] se espera que
sea casi proporcional a la masa del tumor.

Las moléculas de anticuerpo o las moléculas similares a
anticuerpo o los derivados de ellas son proteinas de unién
ideales para usarse con el sistema VEN. Las moléculas de
anticuerpo se han sometido a investigacidn intensiva y ahora
hay tecnclogias disponibles para generar moléculas de
anticuerpo que son no inmunogénicas, muy selectivas y de
alta afinidad. La expresidén local de moléculas de anticuerpo
a altas concentraciones conduce a eficacias agonistas o
antagonistas muy significativas o© a direccionamiento
eficiente de moléculas efectoras con perfil de toxicidad

reducido en comparacién con la terapia estéandar.

0
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El uso de una molécula similar a anticuerpos en el
sistema VEN se espera que sea aun superior. Estas moléculas
se diseflan para una unidén de alta afinidad selectiva con
alta estabilidac térmica y rendimiento en comparacién con
los anticuerpos normales. En el caso de las moléculas
similares a ant:icuerpo en base a angquirina, la naturaleza
repetitiva de la molécula se puede ajustar en forma fina de
acuerdec al blanco respectivo para un direccionamiento,
unién, inhibicidn o activacién optimizados. También se
pueden combinar diferentes especificidades de unién dentro
de una molécula de anquirina, le gue aprovecha la
posibilidad de asociar en una molécula de anquirina varias
unidades con diferentes especificidades de unidén. Esta
estructura modular permite la unidén multivalente de mayores
superficies de proteina de 1lo gque es posible para los
anticuerpos, lo que puede ser extremadamente importante en
la interacciones de blogquec proteina-proteina. La estructura
medular también se puede aprovechar para bloguear diferentes
efectores solamente con una Unica proteina de bloquec de
repeticiones de anquirina.

Debido a que las moléculas de repeticiones de anquirina
son extremadamente estables atin en condiciones reductoras,
estas moléculas se pueden disefiar para direccionarse a
proteinas dentre de la célula (“Intracuerpo”).

También es posible el uso de bibliotecas de secuencias
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codificantes de proteina de unién con VEN para la
identificacidon dz blancos in vivo.

Los blancos posibles para moléculas de unidn y/o
proteasas pueden ser todas las estructuras de una célula
blanco o de la matriz extracelular gue rodea a la célula
blanco que se puede reconocer por parte de las proteinas de
unién y/o proteasas descritas y que relevante para un cierto
tipo de fenotipo pateolégico. Estas pueden ser proteinas
estructurales, enzimas, factores de crecimiento, receptores
de factores de crecimiento, integrinas, factores de
transcripcidn, e<:c.

Inclusc los blances que no son alcanzables por pequefias
moléculas (interacciones proteina-proteina, unién a ADN
etc.) puede ser alcanzados por esta invencién.

La combinac=én del VEN oncolitico y de las proteinas de
unién, enzimas convertidoras de pro-drogas y/o proteasas
terapéuticas, como se las describié anteriormente, se
consideran para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, por ejemplo artritis reumatoide y de céancer.

Para el tratamiento de céncer, todas las vias gue
contribuyen al desarrolloc del cancer pueden ser blanco.
Estas vias son: auto suficiencia en seflales de crecimiento,
insensibilidad a seflales inhibitorias del <crecimiento
(anticrecimiento), evasiodn de apoptosis, potencial

replicativeo ilimitado, angiogénesis sostenida, e 1invasién
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tisular y metastasis. Un resumen de estas vias se encuentra
en (Hanahan y Weinberg, 2000). Las vias de sefalizacién que
estdn involucradas en el proceso de tumorigénesis y gque
pueden ser alcanzadas por el método descrito son la via del
receptor de tirosina quinasa (RTK), la wvia de RB y p53, la
via de apoptosis, la via de APC, la wvia de HIF1l, la via de
GLI, la via de PI3K y la via de SMAD. Una descripcidn
detallada de estas vias de sefializacidén se da en Vogelstein
y Kinzler (2004).

Otras vias de sefalizacidén en las que pueden interferir
las proteinas de unidén descritas son la via de ras, Wnt vy
Hedgehog, en donde se pueden bloquear, por ejemplo, las
interacciones proteina-proteina.

Entre los ejemplos de proteinas de unién que
intervienen en forma beneficiosa en las vias que se
describieron anteriormente en células cancerosas son:

- proteinas de blecqueo de receptores de factor de
crecimiento activo auténomo (por ejemplo EGFR, Met)

- uniones competitivas para factores de crecimiento
{antagonistas)

- proteinas de bloqueo para Rb-fosforilacién

proteinas de bloqueo para transcripcién dependiente de EZF

estabilizantes para p53
- uniones antagonistas para proteinas antiapoptoédticas (por

ejemplo Bcl-2)
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~ uniones antagonistas para ciclinas
- uniones antagonistas de efectores de Ras (por ejemplo
GEF's)
- uniones antagonistas para proteinas inducidas por hipoxia
(por ejemplc HIFla)
- inhibidores de factores de transcripcion que interfieren
con la dimerizacidén o la unidén a ADN o la unidn al cofactor
{por ejemplo Myc/Max)
- inductores de diferenciacién
- inhibidores de sefializacidén/translocacién de smad
- inhibidcres de interacciones de adhesidén celular
(cadherinas, integrinas, por ejemplo obfl, avp3)
- inhibidores de enzimas que degradan la matriz extracelular
(por ejemplc MMPs)
- uniones antagonistas para ligandos pro-angiogénicos (por
ejemplec VEGF-R soluble)
- inhibidores de quinasas mitéticas (por ejemplc Plk-1)
- uniones antagonistas a receptores pro-angiogénicos
~ inhibidores de formacién de complejos de armazones
proteicos (por ejemplo KSR/Ras)
- inhibidecres de inicio de traducciédn (eIF4E, EIF2a)

La proteasa de la presente invencién, 1la enzima
convertidora de pro-droga y/o el compuesto terapéuticamente
activos qgque deriva de las pro-drogas de la presente

invencién a través de la enzima convertidora de pro-droga
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también puede intervenir en forma beneficiosa en las vias
descritas anteriormente de las células cancerosas.

Definiciones

Virus de la Enfermedad de Newcastle:

Los paramixovirus contienen genomas de ARN de simple
cadena de polaridad negativa que tienen entre 15 y 19 kb de
longitud (tipo salvaje) y los genomas contienen entre 6 y 10
genes. La envoltura viral esta formada por las
glicoproteinas de superficie y una parte de membrana que
deriva de 1la c¢élula hospedadora. Las glicoproteinas de
superficie (F y HN o H o G) median la entrada y salida del
virus de la célula hospedadora. La nucleocédpside estd dentro
de la envoltura y contiene el gencma de ARN genoma y la
proteina de nucleocipside (NP), fosfo-proteinas (P) vy
proteinas grandes (L) responsables de la transcripcidén vy
traduccién intracelular del virus. La proteina de matriz (M)
conecta la envoltura viral y la nucleocapside. Ademds de
estos genes que codifican proteinas estructurales, los
Paramyxoviridae pueden contener genes “accesorios” que
pueden ser unidades transcripcionales adicionales
interpuestas entre los genes que se mencionaron
anteriormente. En su mayoria, los genes accescorios son ORFs
gue se solapan con la unidad transcripcional del gen P. Una
descripcién completa de paramyxoviridae se puede encontrar

en (Lamb, 2001}.



10

15

20

25

3

VEN es el miembro prototipico del género Avulavirus en
la familia Paramyxoviridae que pertenece al orden
Mononegavirales. El genoma viral es un ARN de sentido
negativo de simple cadena que codifica para seis proteinas
principales: la proteina de nucleocapside (NP),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina de
fusidén (F), proteina hemaglutinina (HN), y la proteina
polimerasa (L). Por medic de la maduracidén del ARNm de la
proteina P, se traducen una o dos proteinas adicionales, (V
y W).

Las cepas de VEN se clasifican segin su patogenicidad
en las gallinas como cepas velogénicas {alta virulencia) que
conducen a infeccidédn letal aguda de las gallinas de todas
las edades, aislados mesogéniceos (virulencia intermedia) que
son solamente letales en gallinas jovenes, cepas
lentogénicas (no virulenta) que se manifiestan en una forma
moderada o imperceptible de la enfermedad. La clasificacidn
de los aislados de VEN en wvelo-, meso- o lentogénico esté
determinada por el tiempo de muerte promedio (MDT) del
embridén de gallina en huevos embrionadeos de 9 dias de edad
luego de la inoculacién con la dosis letal minima que mata
al embridén. Uno de los determinantes de la virulencia del
VEN parece ser el sitio de clivaje del precursor de la
proteina F.

Los VEN se caracterizan en detalle en Alexander {1988)

s
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y Lamb {(2001).

Virus Recombinante

Virus recombinante significa un wvirus gue tiene una
alteracién definida mediante ingenieria genética en su
secuencia de ARN gendmico. Esta alteracién puede ser una o
mas inserciones, delecicones, mutacicnes puntuales o
combinaciones de los mismos.

Un wvirus recombinante a ARN de la presente invencidn
puede comprender la secuencia gendmica completa de un wvirus
a ARN natural (sin modificar) o una secuencia derivada de la
misma, y puede comprender ademas al menos un casete
transcripcional recombinante. El al menos un caserte
transcripcional puede localizarse entre dos genes (unidades
transcripcionales) del genoma viral. En este caso, el al
menos un case=e transcripcional estad flanqueado por
secuencias de ccmienzo y finalizacidén de transcripecién. El
al imenos un casei:e transcripcional puede localizarse también
entre una unidad transcripcional del genoma viral. En este
caso, no se requieren secuencias adicionales de comienzo y
finalizacidén de la transcripciédn.

El al menos un casete transcripcional puede comprender
sitios de restriccién, tal comc PacI y/o AscI, los dque
pueden ser unicos. Si estdn presentes dos casetes
transcripcionales, los mismos pueden comprender sitios de

restriccibébn diferentes.
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Se prefiere que el virus a ARN de la presente invenciédn
comprenda uno ¢ dos casetes transcripcionales recombinantes.

En el al menos un casete transcripcional de la presente
invencidén, hay un transgen localizado, que puede codificar
para una proteina de unidén, una enzima convertidora de pro-
droga y/o una proteasa como se describidé anteriormente.

Cualguier regidén intergénica entre cada uno de los dos
genes (unidades transcripcionales) del genoma wviral es
apropiada para introducir el al menos un casete
transcripcional recombinante. Si hay presentes mas de un
casete transcripcional recombinante, los mismos se pueden
localizar en las mismas o diferentes regiones intergénicas.
La Figura 1 describe un ejemploe de dos casetes
transcripcionales recombinantes <dentro de una regidn
intergénica. Se prefiere que al menos un casete
transcripcional recombinante se localice entre los genes
virales F y HN, en particular si el wvirus a ARN de la
presente invencidn es un Virus de la Enfermedad de Newcastle
recombinante.

No hay un limite supericr conocido para el tamafio del
genoma de Paramyxoviridae. Por lo tanto, no hay un limite
superior para el numeroc y tamafio de transgenes que se
introducen dentzo del virus recombinante a ARN de la
presente invencidén. Se prefiere que el transgen tenga un

tamafio de hasta alrededor de 10 kb, mas preferiblemente de
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hasta alrededor de 5 kb, mas preferiblemente de hasta
alrededor de 2 kb.

El virus recombinante a ARN de la presente invencién
preferiblemente lleva hasta cinco transgenes, mas
preferiblemente hasta cuatro transgenes, aun mas
preferiblemente hasta tres transgenes, mas preferiblemente
uno o dos transgenes. Si el virus recombinante de la
presente invencidn lleva al menos dos transgenes, los mismos
pueden ser idénticos o diferentes. El virus recombinante a
ARN de la preserte invencidén puede llevar mads de una copia
de un transgen particular, en particular dos, tres, cuatro o
cinco copias.

En la expresién ({que incluye transcripcién del ARN
viral a ARNm y traduccién del ARNm) del transgen, se usan
las secuencias del control de la expresién tales como las
secuencias de inicio y terminacién transcripcional y las
secuencias que controlan la traduccién. Las secuencias del
control de la expresién de un virus a ARN que se pueden usar
pueden ser las del wvirus a BARN en el que se basa el virus
recombinante a ARN de la presente invencién. En particular,
las secuencias de inicio y terminacidn de la transcripcidn
se pueden obtener a partir de un virus a ARN. Las secuencias
del control de la expresién también se pueden obtener a
partir de una célula blanco, en particular las secuencias

que controlan la traduccién y/o el transporte de proteina.
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Debido al m2canismo de replicacidén de Paramyxoviridae,
los ARNs gendmico y antigendmico usualmente no aparecen como
ARNs desnudos. Los ARNs gendémicos y antigenémicos se
ensamblan con la nucleoproteina. Por lo tanto, otro tema de
la presente invencién es una nucleocapside de un wvirus
oncelitico recombinante a ARN de la presente invencién. La
nucleocapside comprende la molécula de ARN que codifica el
genoma y/o el artigenoma del virus a ARN y la proteina de
nucleocadpside. La nucleocapside también puede comprender la
proteina polimerasa L y/o la fosfoproteina P.

También un tema de la presente invencidn es el
antigenoma del genoma de la presente invencién como se
describidé anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencién es una molécula
de ADN que codifica el genoma y/o el antigenoma de un virus
oncolitico recombinante a ARN de la presente invencidén. La
molécula de ADN puede ser un plasmido. La molécula de ADN de
la presente invencién se puede usar para tratar mediante
ingenieria genética el virus a ARN de la presente invencién.
Ademas, la molécula de ADN se puede usar para producir el
virus a ARN de la presente invencién. Por lo tanto, la
molécula de ADN se puede ligar en forma operativa a una
secuencia de contrel transcripciconal, por ejemplo una
secuencia de control de la transcripcidén procariota o

eucariota.
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Un ejemplc de moléculas de ADN de la presente invencién
es la EDB IgG murina pflMTH68 (Fig. 2).

El genoma, antigenoma, nucleocdpside y/o molécula de
ADN de la presente invencidén puede comprender al menos un
transgen que se puede localizar entre los casetes
transcripcionales como se describidé anteriormente. Como se
discutidé anteriormente, el transgen puede codificar para una
proteina de unién, una enzima convertidora de pro-droga y/o
una proteasa.

Otro aspecto de la presente invencién es un método para
producir un virus oncolitice recombinante a ARN que
comprende expresar una molécula de ADN que codifica el
genoma y/o el antigenoma de un virus oncolitico recombinante
de la presente invencioén.

Otro aspectc de la presente invencidén es una célula que
comprende el wvirus onceolitico recombinante de la presente
invencidén, un genoma viral de la presente invencién, un
antigenoma viral de la presente invencién y/o una molécula
de ADN de la presente invencidén. La célula puede ser una
célula procaricta o una célula eucariota. La célula puede
ser de una linea celular, en particular una linea celular de
mamifero, mas en particular una linea <c¢elular humana o
murina. La célula se puede usar en el método de la presente
invencidén para producir el virus a ARN de 1la presente

invencién. Los sistemas apropiados para transcribir una
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molécula de ADN son conocidos por un experto en la materia,
por ejemplo sistemas en procariotas tales como E. coli o
sistemas eucariotas tales como Hela o CHO.

Aun otro aspecto es un virus oncolitico a ARN, un
genoma o anti-genoma del mismo © una molécula de ADN que
comprende el juego completo de genes de Paramyxoviridae o un
juego de genes de Paramyxoviridae en donde al mencos un gen o
regidén intergénica se modifica genéticamente, y comprende
ademds al menos un casete transcripcional recombinante como
se describid anteriormente. Dicho virus, genoma o antigenoma
o molécula de ADMN se puede usar para fabricar un medicamento
y/o tratamiento de cancer. Dicho virus a ARN, genoma, anti-
genoma © molécu_a de ADN es apropiada para construir un
virus Paramyxoviridae recombinante, en particular un Virus
de la Enfermedad de Newcastle recombinante por medio de
técnicas de irgenieria genética con el objetivo de
introducir una secuencia recombinante en el casete de
transcripcién. Para este propdsito, el al menos un casete de
transcripcién puede comprender un sitic de restriccién. Si
estd presente mas de un casete de transcripcion, los sitios
de restriccidén unicos de los casetes transcripcionales
pueden ser diferentes. Un ejemplo es el plasmido
pf1MTH68 Asc Pac de la Fig. 1.

Relevancia terapéutica:

Tratamiento de cancer significa 1la inhibicién del

N2
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crecimiento del tumor, preferiblemente la muerte de las
células tumorales o el blogqueco de la proliferacién en un
espacio de tiempo por infeccién. E1 VEN se replica en forma
selectiva en celulas tumorales.

El virus de la presente invencidén se puede usar para
tratar desordenes proliferatives, en particular desordenes
hiperproliferativos. Preferiblemente se pueden tratar
neoplasias con el virus descrito, preferiblemente canceres
del grupo que consiste en pulmén, colon, préstata, mama y de
cerebro.

Més preferiklemente se puede tratar un tumor sélido.

Mas preferiblemente se puede tratar un tumor sélido de
baja proliferacidn.

Entre los ejemplos de tumores con baja tasa de
proliferacién estéan el cancer de prdéstata o céncer de mama.

Mas preferiblemente se puede tratar un tumor de
cerebro.

Mas preferitlemente se puede tratar un glioblastoma.

Fabricacién del virus recombinante a ARN

El wvirus recombinante a ARN de la presente invencién,
en particular el VEN recombinante, se puede construir como
se describe en Romer-Oberdorfer et al. {1999} . La
construccidn de las nuevas secuencias de Acido nucleico es a
nivel del ADNc que luego se traduce a ARN dentro de una

célula eucariética mediante el use de 1los siguientes
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plasmidos de partida:
pCITE P, pCITE N, pCITE L, pX8&T f1NDV

El VEN puede ser de cualquier cepa del Virus de 1la
Enfermedad de Newcastle, mas preferida es una cepa gue sea
oncolitica en su forma de tipo salvaje.

El pléasmido pXB&T se describe en EP0702085 (Conzelmann
KK) .

El virus recombinante a ARN de la presente invencién,
en particular el VEN recombinante, se puede recuperar
inicialmente a partir de células que expresan polimerasa T7,
por ejemplo células BHK T7 o CHO transfectadas
transitoriamente con T7 polimerasa. El mismo se puede
amplificar en células del tipo 293, CEC32, HT2% o A431.
También se puede amplificar en el fluideo alantoico de huevos
de gallina embrionados.

El virus recombinante a ARN, en particular el VEN
recombinante, se almacena bajo las siguientes condiciones.
El wvirus a ARN recombinante, en particular el VEN, es
estable en D-manitol al 5% / L-lisina al 1% (w/v) / pH 8,0
o medio de cultivo celular estandar.

A -20°C durante hasta un mes.

A -80°C durante hasta 10 afios.

Uso del VEN recombinante como Medicamento

El virus recombinante a ARN de la presente invencién,

en particular el VEN purificado recombinante de acuerdo a la
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invencién, se pusde usar como medicamento, debido a que el
mismo muestra efectos farmacolébgicos.

El wvirus recombinante a ARN de la presente invencién,
en particular el VEN de la invencién, es un medicamento
especialmente para la prevencién y/o tratamiento de cancer,
especialmente para la prevencidén y/o tratamiento de cancer
de pulmdn, cancer de prodstata, cancer de cerebro, cancer de
colon, cancer de mama.

La invencidén comprende el virus recombinante a ARN de
la presente invencién, en particular el VEN de la invencidn
como medicamento combinado con vehiculos y diluyentes
farmacéuticamente aceptables. Dichos vehiculos y diluyentes
se describen en Remington's Pharmaceutical Science, 1l5ava
ed. Mack Publishing Company, Easton Pennsylvania (1980). Los
titules de virus que se usan pueden estar en el rango de
entre 109 y 1012 ufc por dosis, en el rango de entre 108 vy
1011 ufec, en el rango de entre 107 y 1010 ufc o en el rango
de entre 106 y 109 ufc dependido de la indicacidén del
tratamiento.

Por lo tantc, otro tema de la presente invencién es una
composicién farmacéutica que comprende un virus oncolitico
recombinante de la presente invencidn, un genoma viral de la
presente invencidn, o una molécula de ADN de la presente
invencién junte con vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes

aceptables para su uso farmacéutico. La composicidn



10

15

20

25

41

farmacéutica de la presente invencién se puede usar para la
prevencién y/o tratamiento de un desorden proliferativo, tal
como cancer.

La composicién farmacéutica de la presente invencién
puede comprender una emulsidén del virus onceolitico
recombinante a ARN de la presente invencidén, en particular
el VEN de la invencién, y se puede administrar por medio de
inhalacién, infusién intravenosa, inyeccién subcuténea,
inyeccidn intraperitoneal o inyeccién intratumoral.

Adn otro tema de la presente invencién es un método
para la prevencién y/o tratamiento de un desorden
proliferativo, en particular cancer, que comprende
administrar a un sujeto gque lo necesite, una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicidn farmacéutica de
la presente invencién. Una cantidad terapéuticamente
efectiva es un titulo del virus oncolitico a ARN de la
presente invencién, en particular del VEN de la presente
invencién, del genoma del virus de la presente invencién, o
de la molécula de ADN de la presente invencién gue cure o
suprima la enfermedad.

Para el ef2cto terapéutico 1la dosis aceptable es
diferente y depende por ejemplo de 1la construccién, del
paciente, de las vias de administracién y del tipo de
céncer.

Se prefiere que el sujeto (el paciente) sea un
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mamifero, mas preferiblemente un paciente humano.

AUun otro aspecto de la presente invencidén es el uso del
virus recombinante a ARN de la presente invencidn, en
particular del ViIN de la invencidén, el genoma del virus de
la presente invencidén, o la molécula de ADN de la presente
invencién para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento del céncer.

La presente invencidén se ilustra adicionalmente a
través de las siguientes Figuras y Ejemplos.

Leyendas de las Figuras

La Figura 1 describe el pléasmido pflMTH68_ Asc_Pac que
comprende el gencma completo de VEN y dos casetes
transcripcionales que comprenden el sitio de restriccion
unico AscI o PaclI, respectivamente. La secuencia
nucleotidica describe la regidén intergénica entre F y HN
que comprende dos casetes transcripcionales recombinantes
({SEQ. ID. NO: 5).

La Figura 2 describe el plasmido pflMTH68 con IgG ED-B
murino, que se basa en pflMTH6B Asc_Pac y comprende las
secuencias gque codifican la cadena liviana y la cadena
pesada del anticuerpo IgG anti-ED-B MOR03257 (véase la
reivindicacién 42 de La Sclicitud de Patente Alemana DE10
2004 05 0101.7-43; Seq ID No. 77). La cadena liviana y la
cadena pesada se insertan cada wuna en 1los casetes

transcripcionales.
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La Figura 3 describe que la infeccidn de células CHO o©
HT29 con VEN MTH146 conteniendo los genes para el anticuerpo
IgG anti-ED-B MOR03257 conduce a la expresidn del
anticuerpo en el sobrenadante celular. 24 horas luego de la
infeccién, se consigue un nivel de alrededor de 20% de la
expresidén méxima. Alrededor de 72 horas luego de la
infeccidédn, se consigue la maxima expresién del anticuerpo.
Como control, se incubaron las células con MTHI115
{conteniendo el gen para beta-glucuronidasa). En estas
células no se detectd IgG.

La Figura 4 demuestra mediante inmunofluorescencia que
las células infectadas con MTH146 exhiben un patrédn de
marcade indistinguible del marcado con el anticuerpo
recombinante MOR03257.

La Figura 5 demuestra mediante inmunohistoquimica que
el sobrenadante de c¢élulas MTH146 infectadas muestra un
patrén de marcado indistinguible comparado con el anticuerpo
aBED-B purificado MOR03257 que se expresa a partir de
transfeccién estable de células 239 en Jla vasculatura
tumoral en donde 2sta presente el ED-B.

La Figura 6 demuestra que la inyeccién intravenosa de
MTHE87 conduce a la expresidn de GFP en el tumor en un modelo
de xenoinjerto de ratoén.

La Figura 7 describe la expresién de P-glucuronidasa en

células Hela infectadas con MTH115.
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La Figura 8 describe los niveles de expresidon de B-
glucuronidasa en lineas celulares infectadas con MTH115.

La Figura 9 y la Figura 10 describen el efecto
sinergistico de HMR1826 y MTH115 en la muerte selectiva de
las células tumorales.

Ejemplos

Ejemplo 1:

Generacién de un VEN recombinante con transgenes gque
conduce a la expresidén de un anticuerpo

La cepa oncclitica MTH68 de VEN se usd para obtener ARN
viral, Mediante el usc de RT-PCR se obtuvieron varios
fragmentos de ADNc y en un procedimiente de clonade de
varios pasos los mismos se ensamblaron en un ADNc de genoma
completo que se clond en el vector pXB&T (Schnell et al.,
1994) rindiendo el plasmidc pflMTH68. Este vector se puede
usar para la transfeccién con el objetivo de rescatar el
virus recombinante de una linea de células que expresan
polimerasa T7.

Se clconaron dos casetes transcripcionales adicionales
en el pléasmido gendémico de longitud completa de VEN MTH6ES8
(pf1MTH68) entre los genes que codifican la proteina F y la
proteina NH en el sitio de restriccidén tnico SfiIl. Los dos
oligonucledtides de ADN
Sfi directo (5=

aggccttaattaaccgacaacttaagaaaaaatacgggtagaacggcctgag-3°,

Ol
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SEQ. ID. NO: 1) v
Sfi reverso {5'-
aggccgttctacccgtattttttcttaagttgtcggttaattaaggectecte-3°,
SEQ. ID. NO: 2}
se alinearon y se ligaron subsiguientemente en el sitioc Sfil
de pflMTHES.

El plasmido resultante pflMTH68Pac se cortd con Pacl y
se insertd otro oligonucledtido de ADNds que consiste en
Asc directo (5~
cgggcgegccccgacaacttaagaaaaaatacgggtagaacagcagtcttcagtcttaat
-3, SEQ. ID. NO: 3) ¥ Asc reverso (35—
taagactgaagactgctgttctacccgtattttttcttaagttgtcggggcgcgecccgat
-3', SEQ. ID. NO: 4)
en el sitio de restriccidén Pacl, destruyendo de ese modo uno
de los sitios flangueantes de reconocimiento de PacI e
insertando un sitio AscI udnico. El plasmido resultante se
designé como pflMTH6B Asc Pac. Este plasmido tiene dos
casetes transcripcicnales adicionales insertados entre los
genes F y HN virales. Ambos casetes transcripcionales se
flanquearon con secuencias de inicio y terminacidén de la
transcripcidén virales idénticas (Fig. 1}. El casete 1
contiene un sitio de restriccidén Unico PacI, el casete 2
contiene un sitio de restriccidédn Ascl unico para la
insercidén de un BDNc transgénico.

Se c¢lonaror. las cadenas pesada y liviana de un
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anticuerpo terapéutico de funcién blogueante recombinante
contra el dominio extra B (ED-B) de fibronectina (MOR03257)
en los dos sitios de restriccidén AscI y Pacl adicionales
inicos, respectivamente. La cadena liviana de Iglambda
murina para el enticuerpo anti-ED-B se insertd en el sitio
AscI. La cadena pesada de IgG murina para el anticuerpo
anti-ED-B se insertd en el sitio PacI. La longitud de de los
insertos junto con las secuencias adaptadoras se ajusté a un
nimero base que fue un miltiple de seis, con el objetivo de
seguir la regla de seis para la longitud del genoma completo
del virus recombinante. El1 plasmido resultante se designd
pf1MTH68 ED-B IgG murino (Fig. 2).

Usando técnicas estédndar para el rescate de VEN
recombinante (transfecidén de células BHK que expresan T7),
se produjo un v.rus gue contuvo dos genes adicionales que
codifican para dos cadenas del anticuerpo IgG anti-ED-B. Ese
virus se llamé MTH146.

Ejemplo 2:

Expresién de un anticuerpo mediante Virus de la
Enfermedad de Newvicastle recombinante.

Las células infectadas con MTH146 producen un
anticuerpc que reconoce su antigeno fibronectina ED-B
(ELISA).

Materiales y Métodos:

Las células HT29 (carcinoma de celon humano) y CHO

O&
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fovario de hamster chino} se sembraron en placas de 6 fosas
a 4x10° células/fosa. El1 dia después, las células se
infectaron por triplicado con una MOI de 0,01 ya sea con
virus MTH146 (conteniendo los genes para un anticuerpo anti-
ED-B) o bien con el wvirus MTH115 (conteniendoc el gen para un
transgen secretado irrelevante [beta-glucurcnidasal).

En los puntos de tiempo de 0Oh, 20h, 30h, 2d, 3d, 6d
luego de la infeccidn se tomdé una alicuota del sobrenadante
celular y se sometid a una determinacidn de titulo de
anticuerpo.

El titulo del anticuerpo se determindé por ELISA. Las
fosas de plastico se recubrieron con el antigeno ED-B
recombinante. $e agregd a las fosas el sobrenadante del
cultivo tisular conteniende el anticuerpo o cantidades
conocidas de anticuerpo recombinante como control. Luego del
lavado, el anticuerpo unido se detectd con un anticuerpo
secundario acoplado a HRP hecho contra IgG murina. Usando
anticuerpo recorbinante purificado (expresado por células
transfectadas con  plasmido) como  estdndar, se pudo
determinar la concentracién del anticuerpo producido
viralmente.

Resultados:

La infeccidén con MTH146 conduce a la expresién de un
anticuerpo en el sobrenadante celular que se une en forma

especifica a su ED-B blanco (Fig. 3). La infeccidén de las
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mismas células con un virus gque expresa un transgen
secretado irrelevante (MTH115} no conduce a una sefial en el
ELISA contra ED-B con el sobrenadante celular. En células
tumorales HT29 la concentracion del anticuerpo en el
sobrenadante alcanza titulos de ca. 8 pg / ml (IgG de
unién), que es una concentracidén suficiente para la
actividad biolégica. En células <CHO, el titulo del
anticuerpo alcanza hasta > 20 pg / ml en el scohrenadante.

Ejemplo 3:

Anticuerpc expresado viralmente se une a su blanco:

Inmunoflucrescencia

Materiales v Métodos:

Células de teratocarcinoma murino F9 se sembraron en
placas de 6 fosas. Las células se infectaron ya sea con
MTH146 (anticuerpo anti-ED-B) o MTH11l5 (transgen irrelevante
de p-glucuronidasa) o se infectaron con un placebo.

Dos dias <clespués de 1la infeccidn, las células se
fijaron con 4% de formaldehido. Las células se lavaron y el
anticuerpo wunido se visualizdé mediante marcado con un
anticuerpo secundario acoplado a Cy3 dirigido contra IgG de
ratdén. Como contrzol positive se incubaron células infectadas
con placebo antes del fijado durante 1 hora con 5 ug/ml de
a-IgG ED-B recombinante.

Rasultados:

Los contro.es negativeos ne muestran una marcacion
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significativa de las células F3. Las células infectadas con
MTH146 muestran an patrdn de marcacidén gue es indistinguible
de la marcacién con el anticuerpo recombinante (Fig. 4}. Por
le tanto, se puede concluir que la infeccién viral conduce a
la produccidén cel anticuerpo correcto gque se une a su
antigeno como el anticuerpo recombinante. La concentracidn
de anticuerpo recombinante producido viralmente es también
suficiente para dar una marcacién similar a una
concentracién de anticuerpoc de 5 pg/ml. Esc es consistente
con la concentracién estimada del anticuerpo expresado
viralmente, que estd en el rango de 5 pg/ml.

Ejemplo 4:

Los anticuerpos expresados viralmente se unen a su blanco:
Inmunohistoquimica

Materiales y Métodos:

Se fijaron secciones de tejido criopreservade (10 upm) del
melanoma SK-MEL crecido en ratones como un xenoinjerto
subcutdneo en acetona fria durante 10 min, se lavaron en PBS
y se marcd con anticuerpe. Como contrel fue atil un
anticuerpo IgG x-ED-B MOR03257 purificado (conec. 5 ug/ml
para marcar} gque se expresé a partir de células 253
transfectadas estables. El control negativo se incubd sélo
con buffer y sin anticuerpo primario. Los sobrenadantes de
células 293 infectadas con el virus recombinante se usaron

como sobrenadantes sin dilucién para marcar. Antes de la
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marcacién, el virus se inactivé por tratamiento con luz UV,
Las células MTH146 infectadas producen el anticuerpo IgG w-
ED-B, las células control infectadas se infectaron con un
virus recombinante gque no produjo un anticuerpo como
transgen. El anticuerpo unido se visualizd por deteccidén con
proteina-A-peroxidasa y tincién con diamincbencidina como
sustratc. Las secciones se contratifiieron con hematoxilina
0S. La fotodeocumentacién se realizd con un sistema de
adquisicién de imagenes Zeiss Axiophot.

Resultados:

Cuando se incuba sin anticuerpo o con un sobrenadante del
cultivo tisular de células 293 control infectadas con virus
no se puede observar tincién inespecifica de las
criosecciones.

La tincidén con el anticuerpo o-ED-B purificado expresado a
partir de células 293 transfectadas estables muestra una
sefial caracteristica para la vasculatura del tumor donde
estéd presente ED-B. La incubacién con el sobrenadante de las
células MTH146 infectadas produce un patrén de tincién
indistinguible (Fig. 5). Esto demuestra que el anticuerpo
expresado viralmente puede unir su blanco ED-B de manera
especifica también en secciones de tejido de tumor y que la
concentracién en el sobrenadante de células infectadas es
suficiente para dar una sefial comparable a 5 ug/ml de

anticuerpo purificado.
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Ejemplo 5:
Replicacién tumor-selectiva in wvivo de VEN recombinante
Este ejemplo demuestra que la inyeccidén intravenosa del
virus oncolitico MTHB7 que expresa GFP lleva a la expresion
de GFP en el tumor de un modelo de ratén xenoinjertado.
Se hicieron crecer xenoinjertos de carcinocma de pancreas
MiaPaCa de man=ra subcutdnea en ratones desnudos. Los
ratones se trataron en forma repetida (6x) con 1x109 pfu de
MTH87 (VEN con GTP como transgen) cada dos dias.
Al dia 21 y dia 34 luego del dltimo tratamiento los animales
individuales se sacrificaron y se seccionaron. Las secciones
de los oOrganos (aprox. 2 mm) se analizaron directamente con
un microscopio de fluorescencia para detectar la expresion
de GFP (Fig. 6}.
Las fotografias de las secciones del tumor muestran 1la
expresién de GZP. Dicha expresidén de GFP no se pudo
encontrar en ninguno de los siguientes oOrganos: Dbazo,
higado, pulmén, corazén, rifdn, intestino, suprarrenales.
Reaislamiento de VEN (MTHB87) de los o6rganos:
Con el objeto de probar que el wvirus replicante estaba
presente en el tumor pero no en los otros oOrganos, se
incubaron rodajas de los 6rganos (aproximadamente Z mm de
espesor) sobre una monocapa de células HT29 sensibles a
virus en medio de cultivo tisular. Al dia siguiente, las

células HT29 se calificaron segun la expresidén de GFP que
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indicaba la infeccién por MTH87 gque se originé en el
érganc/tumor. El reaislamiento de MTH87 sélo fue posible a
partir de los trozos de tumor perc no de cualquiera de los
é6rgancos estudiadoss. De cada tumor, al menos 4 de 6 trozes de
tumor fueron positives para el reaislamiento del virus. Los
6érganos negativos fueron: bazo, higado, pulmén, corazén,
rifién, intestino, suprarrenales (no se incluyé ningin otro
érgano en el ensayo).

Estos resultados documentan que el virus recombinante MTH87
se replica selectivamente en tejide tumoral y no en otros
6érganos. La replicacién del wvirus es detectable muchcs dias
después de la ultima administracidén intravenosa del virus.
Ejemplo 6:

Generacidén de un VEN oncolitico que expresa una proteina de
fusidén anticuerpo efector L19-IL2:

La proteina de fusién L19-IL2 es una citoquina dirigida por
anticuerpo. El1 fragmento de anticuerpo L19 estd dirigido
contra el extredominio B de fibronectina (ED-B) que se
expresa principalmente alrededor de los vasos sanguineos del
tumor pero también en el estroma del tumor.

La citoquina Interleuquina-2 induce la proliferacidén de
células T y activa las células NK. La interleuguina=-2 no
dirigida (Proleuquina), libre, se usa actualmente aplicada
en bajas dosis para el tratamiento de carcinoma de células

renales (RCC). El wuso <c¢linico de 1la Proleuquina esta
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limitado por la alta toxicidad sistémica. Se ha mostrado que
la administracién dirigida de IL-2 por medio de un
anticuerpo tal como L19 se puede utilizar para administrar
dosis terapéuticas eficaces a tumores mientras se mantienen
niveles sistémicos no téxicos de IL-2. La administracién
tumor especifica y expresidén de L19-IL2 combina la
selectividad del virus oncolitico por el tumeor con la
selectividad adicional del fragmento de anticuerpo L19% por
el tumor y la potente actividad efectora de IL-2.
Materiales y Métodos:

Generacién de VEN recombinante que expresa la proteina de
fusién L19-IL2

El plésmido pflMTH68 Pac contiene la secuencia gendmica
completa de VEN MTH68 méds un casete de transcripcién
adicional con ur. uUnico sitio de restriccién PacI. Se clona
un ADN-transgen Jjue codifica para la proteina de fusidén L19-
IL2 en el sitio PacI. Este transgen estd compuesto por una
secuencia CCACC de Kozak, un péptido sefial para la secrecidn
extracelular y el ADNc para la proteina de fusién L19-IL2
(Carnemolla et al., 2002). La longitud total del genoma esta
ajustada para gque sea un multiplo de 6 para seguir la “regla
de seis” para la longitud del genoma viral. El1 wvirus
recombinante se recupera de células que expresan T7
transfectadas con el plasmido del genoma viral de longitud

completa que contiene el gen para L19-ILZ con una técnica
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estandar para recuperar virus. El1 wvirus resultante se
designa como MTH201. El1 virus se cultiva en cultive tisular
o en el fluido alantdico de huevos del gallina para preducir
altos titulos.

Experimento de xenoinjerto de teratocarcinoma murino F9
Se realizan estudiocs terapéuticos en el modelo de
teratocarcinoma murino F9 singénico. El modelo de
teratocarcinoma murino F9 es un tumor singénico de
crecimientc rapido caracterizado por una alta expresidon de
ED-B de fibreonectina principalmente en los vasos sanguineos
de alrededor del tumor pero también en el estroma del tumor.
Se implantan s.c. 2 x106 células tumorales F9 en 50%
matrigel en ratones desnudos cepa 129 (clon SvHsd). Cuando
los tumores alcanzan un tamafio de aproximadamente 20 mm2,
los ratones se infectan por wvia intravenosa con VEN
recombinante MTH201 (que codifica para la proteina de fusién
L19-1IL2} o virus control MTHB7 (que codifica para GFP como
transgen) a 1x109 pfu en los dias 1, 3, 5 y 7. Se
administran L19-IL2 {derivado CHO, dimero) e IL2
{PROLEUQUINA} como una inyeccién en bolo i.v. diaria en
solucidén salina estéril durante un periodo de 5 dias. Todas
las concentracicnes que se usan en los estudiocs animales
estdn en el rango entre 1,8 y 2,16 Mio. UI/kg/dia.
Luego de 12 dias se sacrifican los ratones y se evalla el

peso del tumor por medida del &rea del tumor (producto del

WL



10

15

20

25

85

diametrc mas largoe y su perpendicular) o volumen del tumor
con el uso de un calibre.

Resultado:

L19-IL2 dimérico muestra una reduccién del peso del tumor de
54,7% incluso a la dosis mds baja de 1430 UI/g/dia gque se
corresponde con un régimen de baja dosis usado en humanos
mientras que dosis entre 3 y 6 veces mas altas solo mejoran
levemente la eficacia terapéutica de IL2 dirigida.
PROLEUQUINA reduce el peso del tumor un 50,5% en su dosis
mas alta. No se observa ninguna eficacia terapéutica a 1430-
ni 4290 UI/g/dia. Se obtienen mejores resultados en el grupo
de ratones tratados con VEN MTH20l. La reduccidén de peso del
tumor es mas del 55%. Esto se puede explicar por una accidn
combinada de L19-IL2 expresada por virus y el efecto
oncolitico del VEN. Otra ventaja es que los resultados
alcanzados se obtienen con menos administraciones del VEN
MTH201 en comparacién con la proteina de la fusién sola.
Ejemplo 7:

Generacidén de un VEN oncolitico que expresa una proteina con
repeticiones de anquirina que une VEGF y es biolégicamente
activa.

Se ha demcstrado gue VEGF y su receptor son esenciales para
el crecimiento de canceres colorectales y la formacién y el
crecimiento de metastasis de céancer de colon en el higado en

modelos experimentales (Warren el al., 1995) y este
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principic ahora se ha validado clinicamente por el uso
sistémico del anticuerpo humano neutralizante de VEGF
avastin en pacientes con cancer colorectal metastatico
{Salgaller, 2003).

VEGF (o VPF) es una glicoproteina homodimérica que consiste
en cuatro isoformas (que contienen 121, 165, 189, 206
residucs de aminocdcidos en el mondmero maduro) gque se
generan por corte y empalme alternativo de ARNm derivado de
un unico gen. Aun gque todas las formas de VEGF poseen una
secuencia seflal, sdloc se secretan las dos especies méas
pequefias. Por el contrario las formas mas grandes estan
asociadas & proteoglicanos unidos a heparina en la matriz
extracelular. ViEIGF es mitogénico para una variedad de
células endoteliales de vasos grandes y pequefios, induce la
produccioén de factor tisular, colagenasa, activadores del
plasmindgeno, y sus inhibidores y también estimula el
transporte de hexosa en estas células. Los receptores mas
importantes para VEGF son la gquinasa de tirosina tipo fms
f1tl y KDR (Waltenberger et al., 1994). La Expresién de VEGF
se ha demostrado en varias lineas de cancer humano in vitro
y en tumores extraidos quirirgicamente del tracto
gastrointestinal. ovario, cerebro, rifién, pulmén, y otros
érganos humanos. En muchos modelos experimentales de tumores
la neutralizacién de VEGF conduce a una inhibicién eficaz y

significativa del crecimiento (Gerber y Ferrara, 2005).
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Los sclicitantes demuestran agul que la administracién de la
proteina con repeticiones de anquirina anti-VEGF dirigida
por el VEN recombinante es ventajosa para el tratamiento de
esta enfermedad. Esto se muestra en un modelo experimental
de ratén atimico de cancer colorectal. Generalmente el
higado es el primer sitio y mas frecuente de metidstasis en
cancer colorectal. Por 1lo tanto la potencia del nuevo
reactivo se demuestra en un modelo experimental ortotépico
de metastasis de higado.

Materiales y Métodos:

Generacidn de VEN recombinante que expresa una proteina con
repeticiones de anquirina gue neutraliza VEGF

Una molécula con repeticiones de anquirina anti-VEGF del
tipo N3C se seleccicna con procedimientos estandares (Binz
et al., 2004). La secuencia de la proteina con repeticiones
de anquirina seleccionada es ccnocida. Un casete de
expresién que ccodifica para una proteina con repeticiones de
anquirina disefiada (dARPIN) con actividad inhibitoria contra
VEGF se clona en el plasmido VEN-MTH68 gendmico de longitud
completa.

El plasmido pflMTHG68 Pac contiene la secuencia gendmica
completa de VEN MTH6B mas un casete transcriptional
adicional con un unico sitio de restriccidédn Pacl. Se clona
un ADN-transgen que codifica para dARPIN contra VEGF en el

sitio Pacl. Este transgen estd compuesto por una secuencia
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CCACC de Kozak, un péptido sefial para la secreciédn
extracelular y el ADNc para la proteina con repeticiones de
anguirina. La longitud total del genoma se ajusta para que
sea un miltiplo de 6 para seguir la “regla de seis” para la
longitud del genoma viral. El virus recombinante se recupera
de células que expresan T7 transfectadas con el plasmido del
genoma viral de longitud completa gque contiene el gen para
dARPIN contra VEGF con una técnica estandar para recuperar
virus. El virus resultante se designa MTH268. El virus se
cultiva en cultivo tisular o en fluido alantdico de huevos
del gallina para preducir altos titulos.
Tumores subcutaneos:

Se hacen creer cultivos confluentes de células LiM6é LS en
placas de Petri de 10 cm2 y se colectan por tripsinizacidn
suave, {0,05% tripsina/0,02% EDTA en HBSS 1libre de
Ca2+/Mg2+) se lavan varias veces en PBS libre de Ca2+/Mg2+ y
se resuspenden a una concentracién final de 5 x 107 células
en DMEM libre de suero. La presencia de células uUnicas se
confirma por microscopia de contraste de fase, y la
viabilidad celular se determina por exclusidn de azul de
tripadn. Se crian ratones atimicos Balb/c NCR-NU libres de
patbégenos (hembra de entre 3 y 4 semanas de edad obtenidas
de los laboratorios Simonson, Gilroy, Ca) en Jjaulas
esterilizadas y se inyectaron de manera hipodérmica con 5 X

106 células tumorales viables. Todos los dias se observa el
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crecimiento del tumor en los animales, y 1los tumores
subcuténeos se miden con un calibre cada 3 d. Al dia 1, 3, 5
y 7 luego de la inoculacién del tumor se inyectan grupos de
cinco animales de manera intraperitconeal con diferentes
cantidades de mAB 4.6.1 anti VEGF (entre 0 y 200 pg por
ratoén), un mAb control del mismo isotipo (200 pg/ratén), con
proteina con repeticiones de angquirina anti-VEGF (entre 0 y
200 pg/por ratén), 1x109 pfu de VEN MTH268 o 1x109 VEN
control MTH87. Antes del tratamiento con alta dosis de wvirus
los animales se desensibilizan con dosis crecientes de virus
1x106 pfu, 1x107 pfu, 1x108 pfu, 5x108 pfu cada dos dias.
Los volumenes de los tumores se calculan como se describié
previamente {Kuan et al., 1987).

Metastasis de higado:

Se hacen crecer células H7 hasta confluencia y se colectan
tal como se describidé anteriormente para la inyeccién
subcutdnea y se resuspenden en DMEM libre de suero a una
concentracién de 20 x 106 células/ml. Los ratones atimicos
se anestesian con metoxifluoranc por inhalacién preparada de
forma estéril, y el bazo se extericoriza & través de una
incisidén en el lateral izquierdo. Se inyectan 2 x 106
células en 100 ml en la pulpa del bazo, despacio a través de
una aguja de calibre 27 durante 1 min, seguido por
esplenectomia 1 min después. Los animales experimentales

reciben anticuerpoc VEGF 4.6.1, anticuerpo contrel (100
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pg/ratén), proteina con repeticiones de anquirina anti-VEGF
(100 pg/ml) por inyeccidédn intraperitoneal con inicio 1 d
después de la inyeccién esplénica-portal y cada 3 a 4 dias a
partir de entonces. Alternativamente, se tratan los ratones
de manera intraperitoneal con 1x109 pfu VEN MTH268 o 1x108
VEN MTH87 control a los dias 1, 3, 5 y 7. Todos los animales
se matan cuando el primer ratén parece letdrgico y se palpa
un higado agrandado (dia 28). Los higados se extirpan y se
pesan, ¥y las metidstasis se enumeran con el uso de un
microscopio de diseccidn.

Para estimar el volumen del tumor, el didmetro de cada
metastasis de higado se mide al milimetro més exacto, y el
volumen de cada tumor se calcula asumiendo que es una
esfera. Se determina la suma de los volimenes de todos los
tumores en cada higado. Los higados de dos animales control
casi se reemplazan por tumor y ne se pueden distinguir
nédulos individuales. El1 volumen del tumor se estima en
estos dos higados como sigue: la masa del volumen de higado
total se mide por desplazamiento de agua en un cilindro
graduado de 20-ml y el volumen del tumor se estima que
representa el 85% del higado.

Resultado:

Tumores subcutareos: se controla el tamafo del tumor de
animales tratacos Y se encuentra inhibicién dosis-

dependiente del crecimiento del tumecr para todos los
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reactivos ensayados. El tamafio del tumor en los animales que
recibieron el mhb control es aproximadamente 100 mm3 al dia
8, 400 mm3 al dia 16 y 900 mm3 al dia 22. Para el mAb 4.6.1
el tamafno medido del tumor al dia 22 es 500 mm3 cuando se
inyectan 10 pg de mAb a cada tiempo de administracién, y 200
mm3 (100 pg), 150 mm3 (50 wnpg), 100 mm3 (200 g}
respectivamente, Una dependencia de dosis similar se
encuentra para la proteina con repeticiones de anquirina
anti-VEGF cuando se inyectan hasta 200 pg, con el mejor
resultado de un tamafioco de tumor de entre 100 y 500 mm3
cuando se aplican 200 pg del reactivo. Mediante el
tratamiento de ratones atimiceos con el VEN MTH87 control el
tamafic del tumor en el dia 22 es mayor a 200 mm3. Este
efecto antitumcral se debe al efecto antiproliferativo
causado por el VEN oncolitico. Los mejores efectos se
encuentran cuando se infectan ratones atimices con VEN
MTH268 (que expresa la proteina con repeticicnes de
anquirina anti-VEGF). El1 tamafio del tumcr medido es menor a
100 mm3. Este elfecto se debe a la combinacién ventajosa de
la expresidén selectiva del tumor de la proteina de unidén con
repeticiones de anquirina neutralizante de VEGF y su efecto
antiangiogénico y el efecte antiproliferativo independiente
de los VEN tumor-selectivos sobre las células tumorales. La
entrega tumor-selectiva y expresidén de la proteina de unién

con repeticiones de anquirina anti-VEGF aseguran un nivel
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estable y alto de expresidn sitio-especifica de la proteina
neutralizante, que supera las limitaciones farmacolédgicas de
la proteina con repeticiones de anquirina administrada de
forma sistémica como por ejemplo la depuracidén réapida y la
distribucién nc especifica a tejidos, y aseguran la
neutralizacién eficaz de VEGF. Este efecto se obtiene con un
nimero reducido de administraciones y por consiguiente se
espera una mayor conveniencia para la poblacién de
pacientes.

Metadstasis hepaticas:

Todos los animales muestran evidencia de tumcres hepdticos
pero difieren en el nuimero, tamafic y pesc de las metastasis
hepdticas. Una reduccidn dramadtica en comparacién con los
ratones control tratados con mAb se observa luego del
tratamiento con anti-VEGF. El ntmero promedio de tumores por
higado y el volumen medio estimado del tumor por higado es
entre 10 y 18 veces mas bajo en los animales tratados con el
mAb anti-VEGF 4.6.1 comparado con los animales tratadeos con
el anticuerpo control. Se observan resultados similares para
los ratones tratades con la proteina con repeticicnes de
anquirina anti-VEGF. La reduccién mas dramdtica se observa
en los animales tratados con VEN MTH268. Aunque se
administre menos veces, el namerc de tumores en el higado se
reduce y el volumen del tumor es mas pequefio cuando se

compara con ratones tratados con RA4.6.1.
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Como para el tumor primario, el efecto beneficioso de VEN
MTH268 sobre la inhibicidén de la formacién y crecimiento de
metdstasis hepdaticas se debe a la combinacién ventajosa de
expresidéon tumor-selectiva de 1la proteina de unién con
repeticiones de anquirina neutralizante de VEGF y su efecto
antiangiogénico y el efecto antiproliferative independiente
de los VEN tumor-selectivos sobre las células tumorales. EI
VEN prolifera selectivamente en estos brotes de tumor
remanentes y ejerce su efecto antiproliferativo sobre estas
células tumorales para disminuir aun mAds el nuimero de
células tumorales sobrevivientes y el numero de metastasis
detectables.

Se observa una eficacia terapéutica constante aumentada en
el crecimiento del tumor primario y el nidmero, tamafo y peso
de las metédstasis hepaticas colorectales cuando se usa una
proteina de unié6n con repeticiones de anquirina con
especificidad miltiple que contiene especificidades para
VEGF-A, VEGF-C y PDGF.

Ejemplo 8:

Generacién de VEN recombinante que expresa una proteina
intracelular con repeticiones de anquirina gue inhibe la
actividad quinasa del tipo Polo e inhibe el crecimientoc del
tumor

Se ha mostrado que Plk-1 es un blanco para la terapia del

cdncer. La expresién de Plk-1 esta aumentada en tejidos
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neoplasicos y tiene un pronéstico potencial en un amplio
rango de tumores humanos ({(véase por ejemplo W020050425305 vy
sus referencias).

Se selecciona una molécula con repeticiocnes de anquirina
anti-Plk humana del tipo N3C con procedimientos estandares
(Binz et al., 2004, Amstutz et al., 2005). La unién a Plk-1
se mide con un ELISA con GST-Plk-1 recombinante en placas de
glutatidén como sustrato. Se seleccicnan las ligadoras
pesitivas y los genes correspondientes se clonan en el
pladsmide de expresidén eucariota de CMV pcDNA3.l. Los
plasmidos se transfectan en c¢élulas Hela y MaTu y las
células se someten a un ensayo de proliferacién como se
describe por ejemplo en W02005042505. Este método se
prefiere a un ensayc de gquinasa in vitro con el objeto de
ser capaz de identificar también dARPINS ligadoras que
bloqueen la funcidon sin blogquear directamente la actividad
quinasa. La dARPIN con la mejor actividad inhibitoria de
proliferacidén celular se selecciona para la insercién en el
genoma del VEN onceclitico recombinante. La secuencia de la
proteina con repeticiones de anguirina seleccicnada
comprende 161 aminoadcidos gque corresponden a 483 pb. Se
clona un casete de expresién que codifica para la proteina
con repeticiones de anquirina disefiada (dARPIN) con
actividad inhibitoria contra Plk-1 humana en el plasmido

VEN-MTH68 gendémico de longitud completa.
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El plésmido pflMTH68 Pac contiene la secuencia completa del
genoma de VEN MTH68 ma&s un casete transcripcicnal adicional
con un uUnico sitio de restriccidn PacI. Un transgen de ADN
gque ceodifica para dBRPIN ceontra Plk-1 se clona en el sitio
PacI. Este transgen estd compuesto por una secuencia CCACC
de Kozak y el ADNc para la molécula con repeticiones de
anquirina. La lcngitud teotal del genoma se ajusta para gque
sea un miltiplo de 6 para seguir la “regla de seis” para la
longitud del genoma viral. El virus recombinante se recupera
desde células que expresan T7 transfectadas con el plasmido
del genoma viral de longitud completa que contiene el gen
para la dARPIN contra Plk-1 mediante una técnica estandar de
recuperaciédn de wvirus. El virus resultante se designa
MTH261. El virus se cultiva en cultivo tisular o en el
fluido alantdéicc de huevos de gallina para producir altos
titulos. El1 virus se purifica y se concentra con el usoc de
filtracién por flujo tangencial y se eluye con buffer con 5%
manitol/1% L-lisina.

Inhibicién in vivo del crecimiento tumoral.

Se inyectan ratones desnudos NMRI hembra en forma subcuténea
con 1,5x106 células MaTu diluidas 1:1 (medio: matrigel).
Cuando los tumores han alcanzado un tamafic de entre 20 y 25
mm2 (aproximadamente 3 dias después) se tratan los animales
con el virus recombinante. Se i1inyectan los animales de

manera intravenosa con 200 pl de suspensidn viral (en buffer
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5% manitol/l1% L-lisina) cada dos dias con las siguientes
dosis consecutivas: 1x106 pfu, 1x107 pfu, 1x108 pfu, 5x108
pfu, 1x10% pfu, 1x10% pfu, 1x109 pfu, 1x10% pfu, 1x10%8 pfu.
Las dosis crecientes al inicio permiten una
desensibilizacidén de los ratones contra el virus. Un grupo
s6lo recibe buffer (5% manitol/1% L-lisina), un grupo recibe
virus recombinante MTH87 gque expresa un transgen no
terapéutico {GFP) y un  grupo el virus oncelitico
recombinante MTH261 que expresa la dARPIN que tiene
actividad inhibitoria contra Plk-1. Se controla el
crecimiento del tumor durante tres semanas y al final se
pesan los tumores (dia 21). Los tumores contrel estén en el
rango de 1,0 g. Los tumecres tratados con MTH87 muestran una
reduccién de peso significativa. Los tumores tratados con
MTH261 son aun mas pequefios y muestran una reduccidn de peso
significativa en comparacidén con MTHB87. Esto demuestra un
beneficio de la expresién de dARPIN por el virus en
comparacién con el tratamiento con virus solo. El resultado
también prueba gue un transgen intracelular activo puede
mejorar las propiedades oncoliticas de un virus oncolitico
recombinante.

Ejemplo S:

Generacién de un VEN oncolitico que expresa una proteina con
repeticiones de angquirina que liga HIFlo y es bioldgicamente

activa
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La hipoxia en los tumores se desarrolla si las células
tumorales crecen mas rapido que las células endoteliales que
forman el sistema de vasos sanguinecs, que lleva a una
deprivacidén de oxigeno y nutrientes en el tumor.

El establecimiento de é&reas de hipoxia en los tumores
sélidos promueve la progresién del desarrollc del tumor. La
deficiencia de oxigeno en células tumorales 1lleva a
inestabilidad genética, seguida por un proceso de seleccién,
gue termina en células tumorales con reducido potencial
apoptdotico y resistencia aumentada contra las terapias
convencionales, como la quimioterapia y radiacién. Como
consecuencia, lé& hipoxia en 1los tumores contribuye a un
fenotipo mas maligno.

El factor de transcripcién inducible por hipoxia HIF-lua es
el principal responsable de la activacidén de la mayoria de
los genes en células tumorales bajo condiciones de hipoxia.
Los productos de genes inducidos por HIF-la regulan procesos
como angiogénesis, metabolismo de glucosa, crecimiento
celular y transporte de oxigeno. Los transportadores de
glucosa 1 y 3, edenilato-quinasa 3, lactato deshidrogenasa,
VEGF, Flt-1 y otros, son ejemplos de genes sobre regulados
por HIF-la.

El factor de transcripcidén heterodimérico HIF-la esté
compuesto por una subunidad HIF-la y wuna HIF-1f. La

subunidad HIF-la y la subunidad HIF-1B se expresan
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constitutivamente. Pero HIF-la, a diferencia de HIF-1BR, se
degrada inmediatamente bajo condiciones norméxicas. En un
entornc de oxigeno normal la subunidad HIF-la se reconoce y
se marca para la degradacidn proteasomal por la proteina de
Von-Hippel-Lindau {(pVHL), la cual es parte de un ccmplejo E3
ubiquitina ligasa. Bajo condiciones de hipdéxia la subunidad
HIF-lo deja de ser reconocida por el pVHL y la proteina se
transporta inmediatamente al nliclec. En el nicleo tiene
lugar una dimerizacién con la subunidad HIF-1f y unién del
ADN a HRE (elemento de respuesta a la hipoxia) que lleva a
la induccién de genes especificos.

En el experimento descripto se demuestra que el
direccionamiento i1ntracelular del factor de transcripcidn
HIF-lo por una proteina con repeticiones de anguirina anti
HIF-lo expresada por un VEN recombinante en un modeloc de
tumor sélido, es superior al tratamiento con VEN sdélo y a la
aplicacién de proteina con repeticiones de anquirina anti
HIF-1la recombinante purificada sclamente. La eficacia in
vivo se probé en un modelo de xencinjertc de cancer de
prostata en ratones desnudos.

Materiales y Métodos

Generacién de VEN recombinante que expresa una proteina con
repeticiones de anquirina que liga HIF-la

Se selecciona una molécula con repeticiones de anquirina

anti-HIF-lo del tipo N3C con procedimientos estandares (Binz



10

15

20

25

69

et al., 2004). La secuencia de la proteina con repeticiones
de anguirina seleccionada es «cocnocida. Un casete de
expresidn que codifica para una proteina con repeticiones de
anquirina disefada (dARPIN) con actividad inhibitoria contra
HIF-loo se clona en el plasmido VEN-MTH68 genémico de
longitud completa.

El plasmido pflMTH68 Pac contiene la secuencia gendmica
completa de VEN MTH6B mas un casete transcriptional
adicional con uan sitio uUnico de restriccién Paci. Un
transgen de ADN que codifica para la dARPIN contra HIFlo se
clona en el sitio PacI. Este transgen estd compuesto por una
secuencia CCACC de Kozak y el ADNc para la molécula con
repeticiones de anquirina. La longitud total del genoma se
ajusta para que sea un miltiplo de 6 para seguir la “regla
de seis” para la longitud del genoma viral. El wvirus
recombinante se recupera de c¢élulas que expresan T7
transfectadas con el plasmido gendmico viral de longitud
completa que contiene el gen para la dARPIN contra HIF-lo
por una técnica esténdar de recuperacién de virus. El virus
resultante se designa MTH288. El virus se cultiva en cultivo
tisular o en el fluido alantdico de huevos del gallina para
producir altos titulos.

Modelo de xenoinjerto PC-3:
Se hace el pasaje de Zzenoinjertos PC-3 in vivo en ratones

desnudos atimicos hembra o macho. Los xenoinjertos se

\Y}
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establecen mediante inyeccidén subcuténea (sc) de 5 x 105
células PC-3 por animal. Luego del tercer pasaje, los
tumores se cortan en trozos de 2 mm3. Se realiza la
inoculacidén subcuitdnea de tejidos de tumor no necrdticos en
ratones desnudos con el uso de agujas de acero inoxidable
estériles. Cuanco el volumen del tumor alcanza un tamafio
promedic de entrs 150 y 200 mm3 , los ratones se asignan al
azar a varios grupos de tratamiento.

Al dia 0 luegc de la asignacidén de grupo los ratones se
tratan cada dos dias con dosis crecientes de MTH288 (que
codifica para dARPIN anti HIF-la) o MTHB87 {virus control que
codifica para GFP como un transgen). Antes del tratamiento
con altas dosis de virus, se dan en forma intravenosa dosis
virales de 106 pfu, 107 pfu, 108 pfu y 5x108 pfu para la
desensibilizacidn contra VEN. Después de la
desensibilizacién la dosis mas alta de 109 pfu se aplica
tres veces. El qgrupo control se trata en forma intravenosa
con proteina con repeticiones de anquirina anti HIF-lo
purificada (200 pg/por ratén). La aplicacién de la proteina
con repeticiones de anquirina anti HIF-la comienza al
momentc de la primera inyeccién del virus y también se
repite cada dos dias a la vez que se realiza el tratamiento
con virus. Un tercer grupc control se trata sélo con PBS. Se
observan los animales al dia 20 luego del primer tratamiento

para el crecimiento del tumor y se miden les tumores
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subcutédneos con el uso de un calibre.

Resultados:

Al dia 20 luege del primer tratamiento los tumores de los
animales gque se€ inyectaron con PBS muestran un volumen
promedico de 1500 mm3. El segundo grupo control que se tratd
s6lo con proteina con repeticiones de anquirina anti HIF-lo
expusieron una ligera reduccidén del crecimiento tumoral. Los
animales que reciben el VEN MTHB7 muestran una fuerte
reduccidén del tumor ese dia. La mejor inhibicidén de
crecimiento tumoral al dia 20 se ve en los ratones gue se
inyectaron con el VEN MTH28B que expresa la proteina con
repeticiones de anquirina anti HIF-loa. La inhibicién del
crecimiento tumoral luego del tratamiento con MTHZ288 es
significativamente mejor que luego de los otros
tratamientos.

Este resultado cdemuestra que la expresidén intracelular por
VEN de una proteina con repeticiones de anguirina contra
HIF-lo es ventajoso por sobre el tratamiento de VEN s6lo o
sobre la aplicacién de proteina con repeticiones de
angquirina anti HIF-la reccombinante purificada.

Se espera gque la expresién wviral de wuna proteina con
repeticiones de anquirina anti HIF-lu secretoria fusionada a
un péptido gque penetra en la célula (por ejemplo péptido
tat, péptidos de oligoarginina, péptido de AntP, péptido de

VP22, penetratina, transportan (para una revisién véase Ford

W
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et al., 2001)}) refuerce el efecto terapéutico. Esta
estrategia pernite el direccionamiento hacia células
tumorales que no se encuentran en si mismas infectadas por
VEN, de la proteina de fusién con repeticiones de anquirina
anti HIF-la.

Se espera que un virus gque exprese en forma simultanea
transgenes para dos dARPINS separadas - una intracelular
contra HIV-la y una secretoria contra interleuquina-8 -
tenga una actividad anti tumoral aumentada debido al blogqueo
de dos vias compensatorias (Mizukami et al., 2003).

Ejemplo 10

MTH1151 lleva a la expresién de B-glucuronidasa en células
infectadas

Materiales y Métodos:

Se plaquearon células Hela en placas de 6 pocillos. Luego de
alcanzar confluencia las células se infectaron con MOI muy
baja = 0,0000]1 de MTHB87 y MTH115. En los momentos indicados
de tiempo se tomarcon alicuotas del sobrenadante celular y se
congelaron a -23°C. 72 horas después de la infeccidén se
midié la actividad de B-glucuronidasa con un ensayo MUG en
todos los sobrenadantes en forma simultdnea.

Ensayo MUG para la cuantificacidén de la actividad B-
glucuronidasa

MU (4~metilumbeliferona) y MUG (4-metilumbeliferil-p-D-

glucurénido) son de Sigma. Se utiliza MU para realizar una
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curva esténdar. Se irradian con UV durante 30 min muestras
que contiene virus para inactivar al virus antes del ensayo
MUG. Las muestras se incuban en un buffer 25 mM de acetato
de sodioc de pH 3,6 con 10 pM de MUG durante 60 min a 37°C.
La reaccidn se detiene mediante la adicién de buffer glicina
200 mM de pH 10,4. La fluorescencia se mide con excitacidn a
320 nm y emision a 460 nm en un fotémetro de fluorescencia.
Se calcula la actividad especifica en nmol por ml por hora a
partir de la emisidn de fluorescencia.

Resultados:

La infeccidén con MTH115 lleva a un aumento en la expresién
de Pp-glucuronidasa dependiente del tiempe, gque es un
resultado de la replicacién viral (Figura 7). A pesar de que
MTH87 mata en forma eventual a las células y asi libera la
f-glucuronidasa enddgena de las células, la actividad
resultante en el sobrenadante es insignificante. La
infeccién de MTH115 logra una produccidédn masiva evidente del
transgen. El CP: por MTH115 es comparable al de MTH87 vy
MTHEB (wt), por lo tanto la expresidén de B-glucuronidasa por
el virus no atenda la replicacién del virus ni disminuye la
citopatogenicidad del virus.

Ejemplo 11

Cuantificacién de la expresidén del transgen por MTH115 en
diversas células

Materiales y Métodos:

O
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Se sembraron células en placas de 96 pocillos. El namero de
células se eligidé para alcanzar 1la confluencia un dia
después del plaqueo:

Hela 15000 células/pocillo

HT29 30000 células/pocillo

Fibroblastos 13000 células/pocillo

HDMVEC 20000 zélulas/pocillo

Las células se infectaron con el wvirus MTH11l5 a un MOI de
0,01l un dia después de sembrarlas. En detalle, se lavaron
las células con PBS, se inocularon con 100 pl de suspensidn
de virus a 37°C, el virus se aspird y se agregaron 200 ul de
medio tibio a las células.

En los tiempos indicados los sobrenadantes se quitaron de
las c¢células y se realizé un ensayo MUG de Dbeta-
glucuronidasa. Fara cada tiempo se analizaron los pocillos
por triplicado.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Figura 8. En las células
normales HDMVEC y fibroblastos no se pudo detectar ninguna
expresidén del transgen. Tampoco se cobservd efecto citopéatico
(no mostrado). En las células tumorales que son susceptibles
al virus, Hela y HT29 hay una produccidén masiva del transgen
beta-glucuronidasa cuya actividad se puede medir en el
sobrenadante. Las células Hela que mueren por el wvirus

dentro de las 43 horas producen niveles relativamente mas



10

15

20

25

73

bajos del transgen. Las células HT29 que sdlo se mueren
luego de 5 dias a las dosis de virus utilizadas, producen
actividad aun mas alta de beta-glucuronidasa,
aproximadamente 10 veces mids que células Hela y mas de 1000
veces por encima del basal.

Ejemple 12

VEN-beta-glucurconidasa y HMR1826 matan en forma sinérgica
células que son resistentes a cualquiera de estos
tratamientos solos

Materiales y Métodos:

Las células se plaquearon el dia 1 en placas de 24 pocillos.
Al dia 2 las <células se infectaron con VEN-beta-
glucuronidasa (MTH115) a un MOI de 0,001. Al dia 3 las
células se trataron con doxorubicina a 1 UM o con el
glucurdnido de doxorubicina HMR1826 a 1 uM. Al dia B las
células se lavaron, se fijaron y se tifieron con Giemsa y se
tomaron fotografias de los pocillos.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Figura 9 y la Figura 10. La
doxorubicina sola mata a las células a la concentracién
dada. La pro-droga a la misma concentracién no es tdxica
para las células. El wvirus sclo a la MOI dada tampoco es
téxico porgque se seleccionan células tumorales que poseen un
nivel de resistencia al tratamiente con virus. La

combinacién de wirus que expresan glucuronidasa y la pro-
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droga es capaz de matar células que noc mueren por ninguno de
los tratamientos solos. Un virus control (que expresa GFP en
lugar de beta-glucuronidasa) no muestra ningin sinergismo
con el tratamiento de la pro-droga.
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Reivindicaciones

1. Un virus oncolitico recombinante a ARN que
comprende un Aacido nucleico con al menos un transgen, en
donde el Acido nucleico de este/estos transgen/es codifica/n
para una proteina de unidén que tiene una actividad
terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral
infectada con virus.

2. El virus de la reivindicacién 1, gque es un virus

de cadena negativa a ARN.

3. El virus de la reivindicacién 1 6 2, que es un
paramixovirus,
4. El wvirus de cualquiera de las reivindicaciones

entre 1 y 3, que es un virus de la enfermedad de Newcastle
{VEN) .

5. El virus de la reivindicacién 4 que es un VEN no
lentogénico, por ejemplo un VEN mesogénico o velogénico, en
particular la cepa mesogénica MTHESB.

6. E1l wvirus de acuerde a cualquiera de las
reivindicaciones entre 1 y 5 en donde la proteina de unién
pertenece al siguiente grupo: un ligando natural o un
ligando modificado genéticamente, un dominio socluble
recombinante de un receptor natural o una versidn modificada
del mismo, un ligandc peptidico o polipeptidico, una

moclécula de ant:icuerpo © un fragmentoc o un derivado de la
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misma o una molécula similar a anticuerpo tal como una
proteina con repeticiones de anquirina o un fragmento o
derivado de la misma.

7. El wvirus de cualquiera de las reivindicaciones
entre 1 y 6 en donde la proteina de unién es de origen
mamifero, por ejemplo humano, murino o de relacidn cercana o
una proteina guimérica.

8. El wvirus de acuerdo a cualquiera de las
reivindicacicnes precedentes en donde la proteina de union
es una proteina monomérica, dimérica, trimérica, tetramérica
o multimérica.

9. El virus de acuerdo a cualquiera de las

reivindicaciones precedentes en donde la proteina de unién
es mono-especifica, bi-especifica o multi-especifica.
10. El virus de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde la proteina de unién
es una proteina de fusidén que comprende al menos un dominio
de unién y un dominio heterdlogo.

11. El1 wvirus de acuerdo a la reivindicacién 13 en
donde la proteina de unidén es una proteina de fusidn con una
toxina tal como RNAsa humana (exotoxina de pseudomonas,
toxina de Difteria}, o una proteina fusién con una enzima
tal como beta-glucuronidasa, beta-galactosidasa, beta-
glucosidasa, carboxipeptidasa, beta-lactamasa o una proteina

de fusidn con una proteina estimulatoria del sistema inmune

N2\
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con actividad citoquina como IL-2, IL-12, TNF-alfa, IFN-beta
o GM-CSF.

12. E1 wvirus de acuerdo a éualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde la proteina de unidn
se selecciona del siguiente grupo: proteinas bloqueantes de
receptores de factor de crecimiento activos autdnomos (por
ejemplo EGFR, Met), ligandos competitivos de factores de
crecimiento {antagonistas), proteinas blcgueantes de
fosforilacidn de Rb, proteinas bloqueantes de la
transcripcidén dependiente de E2F; estabilizantes de p33;
ligandos antagonistas de proteinas antiapoptéticas (por
ejemplo Bcl-2}:; ligandos antagédénicos de ciclinas; ligandos
antagénicos de efectores de Ras (por ejemplo GEFs); ligandos
antagénicos de proteinas inducidas por hipoxia {por ejemplo
HIFlwa) ; inhibicdores de factores de transcripcién que
interfieren con la dimerizacién o la unidén de ADN © uniédn de
cofactores (por ejemplo Myc/Max) ; Inductores de
diferenciacidén; Inhibidores de sefializacién/translocacidn
del smad; inhibidores de interacciones de adherencia celular
{caderinas, irtegrinas, por ejemplo RPx5B1, avp3);
inhibidores de enzimas que degradan la matriz extracelular
{por ejemplo MMPs); ligandos antagdénicos para ligandos
proangiogénicos (por ejemplc VEGF-R soluble); ligandos
antagdénicos de receptores preoangiogénicos; inhibidores de la

formacién de complejo de anclaje (por ejemplo KSR/Ras);
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inhibidores de la iniciacidén de traduccién (por ejemplo
eIF4E, eIF2a); inhibidores de <quinasas mitdéticas (por
ejemplo Plk-1).

13. Una aucleocapside de un virus oncolitico
recombinante a ARN de cualquiera de las reivindicaciones
entre 1 y 12.

14. Un geroma de un virus oncolitice recombinante a
ARN de cualquiera de las reivindicaciones entre 1 y 12.

15. Una mclécula de ADN que codifica para el gencma
y/0o antigenoma c¢e un virus onceolitico recombinante a ARN de
cualquiera de las reivindicaciones entre 1 y 12,

16. La molécula de ADN de la reivindicacidén 15 unida
de modo funcional a una secuencia de control
transcripcional.

17. Una c2lula gue comprende wun virus oncolitico
recombinante de cualquiera de las reivindicaciones entre 1 y
12, un genoma de virus de la reivindicacidén 14 o una
molécula de ADN de las relvindicaciones 15 & 16.

18. Una composicién farmacéutica gue comprende un
virus oncolitico  recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones entre 1 y 12, un genoma de virus de la
reivindicacién 14 o] una molécula de ADN de las
reivindicaciones 15 &6 16 como un ingrediente activo
opcicnalmente junto con vehiculos, adyuvantes y/o diluyentes

aceptables para uso farmacéutico.
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19. La composicién farmacéutica de la reivindicacién
18 para la prevencién y/o tratamiento de cancer.

20. Un método para la prevencidén y/o tratamiento de
cadncer gue comprende la administracidén a un sujeto con esa
necesidad de una cantidad farmacéuticamente eficaz de una
composicidén de la reivindicacién 18 & 185.

21. El1 método de la reivindicacién 20 en donde el
sujeto es un paciente humano.

22. Un virus oncolitico recombinante a ARN que
comprende un Aacido nucleico con al menos un transgen, en
donde el acido nucleico de este/estos transgen/es codifica/n
para una enzima convertidora de pro-droga que tiene una
actividad terapéutica cuando es expresada por la célula
tumcral infectada con virus.

23. Un wvirus oncolitico recombinante a ARN que
comprende un Aacido nucleico con al menos un transgen, en
donde el acido nucleico de este/estos transgen/es codifica/n
para una proteasa que tiene una actividad terapéutica cuando
es expresada por la célula tumoral infectada con virus.

24, Una composicién farmacéutica que comprende un
virus oncolitico recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones entre 1 y 12, un genoma de wvirus de la
reivindicacién 14, y/o una molécula de ADN de las
reivindicacicnes 15 ¢ 16 comc un ingrediente activo

opcionalmente junto con vehiculos, adyuvantes y/o diluyentes

57
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aceptables para uso farmacéutico, dicho wvirus, genoma de
virus y/o molécula de ADN comprende al menos un transgen que
codifica para una enzima convertidora de pro-droga.

25. La composicidén farmacéutica de la reivindicacidn
24 que comprende una pro-droga gue se puede convertir en un
compuesto terapéuticamente activeo por la enzima convertidora
de pro-droga codificada por el virus, genoma del virus y/o
molécula de ADN de la reivindicacién 24.

26. La composicién farmacéutica de la reivindicacidn
24 ¢ 25 para =21 tratamiento y/o alivic de un desorden
proliferativo.

27. Un método para el tratamiento de una enfermedad
precliferativa, cgue comprende la administracién a un sujeto
con esa necesidad de una cantidad farmacéuticamente eficaz
de
{a) un virus oncolitico recombinante de cualgquiera de las
reivindicaciones entre 1 y 12, un genoma de virus de la
reivindicacién 14, y/o molécula de ADN de las
reivindicaciones 15 ¢ 16 que comprende al menos un transgen
gue codifica para una enzima convertidora de pro-droga, Yy
(b} una pro-droga adecuada para el tratamiento de la
enfermedad proliferativa, dicha pro-droga se puede convertir
en un compuest?s farmacéuticamente activo peor la enzima
convertidora de pro-droga de(a).

28. Una composicidén farmacéutica gque comprende un
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virus onceclitico recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones entre 1 y 12, un genoma de virus de la
reivindicacién 14, y/o molécula de ADN de las
reivindicaciones 15 6 16 <comoe un ingrediente activo
opcionalmente junto con vehiculos, adyuvantes y/o diluyentes
aceptables para uso farmacéuticeo, dicho wvirus, virus de
genoma, y/o molécula de ADN comprende al menos un transgen
que codifica para una proteasa.

29. La composicién farmacéutica de la reivindicacién
28 para el tratamiento y/o alivio de un desorden
proliferativo.

30. Un método para el tratamiento de una enfermedad
proliferativa, cue comprende la administracidén a un sujeto
con esa necesidad de una cantidad farmacéuticamente eficaz
de un virus oncolitico recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones entre 1 y 12, genoma de wvirus de 1la
reivindicacién 14, yv/o molécula de ADN de las
reivindicaciones 15 ¢ 16 que comprende al menos un transgen

que codifica para una proteasa.

(b4
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VIRUS RECOMBINANTE DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
Resumen

El objetivo de la invencién es incrementar la actividad
terapéutica del VEN oncolitico. Este problema se resuelve
con un Virus de la Enfermedad de Newcastle gque comprende un
dcide nucleico recombinante, en donde el acido nucleico
codifica para una proteina de unidén que tiene una actividad
terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral
infectada con virus. Las proteinas de unién pertenecen al
siguiente grupe: un ligando natural o un ligando modificado
genéticamente, un dominio soluble recombinante de un
receptor natura. o© una version modificada del mismo, un
ligando peptidico, una molécula de anticuerpo y derivados
del mismo o molécula similar a anticuerpos tal como
moléculas con repeticiones de anquirina o derivados de las

mismas.
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Fig1:
plasmido pfIMTHE8_Asc_Pac

o r$

a:> %
HDV Ribzyme \

‘PAMTHS8 Asc Pac "
ety

2 AQ A K T L L ¥ L G N N T L D 9@ M A A T 1T K m *

68601 I T adteAnd whn e gl '.-u-,-—.lj_zu ATSATEYT T AZATCAGATG MG TJTR. TR CARAA M'm'mxm AGAGGCAGAG GTATCCCCAA
s - cnas o adlers TurtgJa s ety smemae we—s il = - lad | ITACGTETAC TCTECETCTC CATAGEGGTT

| ]

8901 TAGCAATCTG TCTGTCAATT CTGGCAGCET GTTAATCAGR AGALN S FRLLICTACC GGATGTAGGT GAACAALAGG GALATA GGC
ATCGTTAGAC ACACAGTTAL GACCGTUGGA CAATTAGTCT TCTTRLEZC? T.SrJOATGE CCTACATCCA CTTGTTTICC CTTAT. co

= Axel Pack
7001 CTOAOAGGCC FTAMCGOGC OCGCCHIGAL KACH o2 73 JAN ACT GACAREE .= Al
GACTCTCCGG LA TO_TTGLAITITT 57..UTGCCC LTCTTOTEOT CAGAAGTCAG ATTGG CTOTTGE T i1

CGGACTCTCC GOTGGGGAGT TAGCCCTCGG TCCGGGGTGA TGCAGGLGAG ATGGCGTTGT GATTGTCOTC LOAAOTCAOGN I °
¥ F A ] A A L L L L v . T 1L

Tooas EDfos Llar

2 A
ir

7101 ' GCCTGAGAGE CCACCCCTCA ATCGGGAGCC AGGCCCCACT ACGTCCGCTC TACCGCAACA CCAACAGCAG TCTTCAGTC
- LA W
¥ 8§ 0 ¥ A L E ¥ I R AR E A N N T V¥

Azul: final de secuencia codificante de proteina F

Rojo: sefial de terminacion para la transcripcion del gen
Verde: sefial de inicio para la transcripcidn del gen

Gris: bases no codificantes introducidas nuevas en el genoma
Rojo: inicio de secuencia codificante de proteina NH



2/11

Fig 2:

plasmido pfiIMTHE68 murina 1gG ED-B
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Fig 4b /YS
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Fig 5 Tumor IHC SK-MEL
Anticuerpo purificado MOR03257 de células 293 5ug/ml  Control sin anticuerpo
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Fig. 6

MiaPaCa xenografts, i.v. treated with MTH87
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Expression of beta-glucuronidase
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Fig. 8:
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Células muertas sinergisticamente con NVD-beta-glucoronidasa y
HMR1826 que no son resistentes a ninguno de los tratamientos solos
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<223> Region intergénica entre F y HN del plasmido pf1lMTHE68 Asc_Pac,
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PCT/EP2005/012186

TRATADOQ DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

Notificacion de registro de
una modificacion

(regla PCT 92bis.t &
Instruccionas Administrativas , seccion 422}

Fecha de envio (dla/mes/afo):

21 de marzo de 2007 (21.03.2007)

De la OFICINA INTERNACIONAL

A

WEICKMANN & WEICKMANN
Postfach 860 820

81835 Minchen

Alemania

Referencia de! solicitante o del agerte:

53277AW0O

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud Internacional N°;

PCT/EP2005012186

Fecha de presentacidn (dfa/mes/afto).
10 de noviembre de 2005 {02.09.2005)

1. Las siguientes indicaciones aparecen en los registros concemientes a:

el solicitante [ el inventor

Nombre y direccion:

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
Muolerstrasse 178

13342 Berlin

Alemania

[ et agente O el representante comun
Pals de Pais de
Nacionalidad Residencia
DE DE
Telefono N*:

+4930-468-12744

Facsimil N°.
+4930-468-12058

Telex N°

2.  La Oficina Internacional notifica por esta medio al solicitante que se registré la siguiente modificacion,

concamiente a:

[ 1a persona el nombre [] el domicilio {J 1a nacionalidad O Ia residencia
Nombre y direccion: Pais de Pais de
Nacionalidad Residencia
BAYER SCHERING PHARME AKTIENGESELLSCHAFT DE DE
Mallerstrasse 178
13342 Berlin Tetéfono N
ALEMANIA +4930-488-12744

Facsimil N°;
+4930-468-12058

Telex N*

3.  Otras observaciones, si son necesarias:

4.  Se envia una copia de esta notificacion a:
B 1s Oficina receptora
O e Organismo de Blsqueda In:ernacional

O el Organismo de Examen Preliminar Internacional

O Iss Oficinas concemientes designadas
las Oficinas concemientes seleccionadas

B otros: BAYER SCHERING PHARMA

La Oficina Internacional de WIPQ
34, chemin des Coloinbettes
1211 Geneva 20, uiza

Facsimil N°; (41-22) 338.82.70

Funcionario autorizado:

Sanson Eric
Facsimil N° +41 22 338 70 80
Teléfono N° +41 22 338 82 37

Formulerio PCT/IB/306 (octubre 2005)

UCTEVIWTRO



Copy for (OTHER)

PCT/EP2005/012186

PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Adminisirmtive Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

WEICKMANN & WEICKMANN
Postfach 860 820

81635 Munche
ALLEMAGNE

Patente
/ 2. horil 2007 tv

y=

Date of mathng yday monthiyeari

21 March 2007 (21.03.2007)

')

Frist:

Applicam'’s or agent’s fike reference
5327TAWO

1
0\'} IMIF)H'I‘A.\T NOTIFICATION

International application No.

\y PCT/EP2005/012186

International filing date (doymonthAear)

\/ 10 November 2005 (10.11.2005)

i IThe tollowing indicalions appeared on record concerung:

B8 ihe applicant [ the inventor

Name and Address

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
Miillerstrasse 178

13342 Berlin

Germany

O the agem ] the common represcmtative
State of Notionality State of Residence
DE DE
Telephone No.

+49(030)468 12744

Facsimile Ne.

+49(030)468 12058
Telepnnter No.

7 the person B the nume

7 The [nternational Burcau heieby notilics the apphicant that the following change has buen recorded concerning:

[T the oddress

Nane and Addiess

BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT
Milllerstrasse 178

13342 Berlin

Germany

[ the nationality O the residence
State of Nationality Stale of Residence
DE DE
Telephone No.
+49(030)458 12744
Fucsimile No,
+49(030)458 12058
Teleprinter No.

3 Further observations, il necessany:

4 A copy of this notificution has been sent 1o
B8 the receiving Oftice
O the Intemenonal Sexrchung Authority
[} e Intemetional Preliminary Examining Authority

O the designated Offices concemed .
B  the elected Offices concemed
B8 other: BAYER SCHERING PHARMA

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20. Switzerlend

Facsimile No +4} 22 338 82 70

Authorized officer
Sanson Eric
Facsimile No. +41 22 338 70 R0

Telephone No. +4] 22 338 82 537

Formt PCTABNG (Ociober 2003)

TTCGRS2LBVl



PCT/EP 2005/012186

TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

Notificacién de registro de
una modificacién

(regia PCT 92bls.1 e
instrucciones Administrativas , seccién 422)

Fecha de envio (dia/mes/ano).
30 de noviembre de 20035 (30.11.2006)

Da la OFICINA INTERNACIONAL

A:

WEICKMANN & WEICKMANN
Postfach 860 820

81635 Munich

ALEMANIA

Referencia del solicitante o del agente:

5327TAWL

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud Internacional N°;

PCT/EP 2005012186

Fecha de presentacion (dia/mes/afto):
10 de noviembre de 2005 (10.11.2005)

1. Las siguientes indicaciones aparecen en los registros concernientes a:

X el solicitante B o inventor

{1 el agente

(] el representante comun

Nombre y direccion: Pals de Pais de
Nacionalidad Residencia
Teléfono N°:
Facsimil N™:
Telex N°;

2. La Oficina Internacional nofilica por esie medio al solicitante que se registro la siguiente modificacion,

concemiente a;

B9 la persona [ el nombre [ el domicilio ] la nacionalidad 1 1a residencia
Nombre y direccion: Pais de Pais de
Nacionalidad Residencia
WILLUDA, Hans Jorg DE DE
7atanenstrasse 3 —
13156 Berlin Teléfono N°
Alemania
Facsimil N°:
Telex N°:

3 Qtras observaciones, si son necesarias:

La persona identificada en el campo 2 es registrada ahora como solicitante solc en los Estados Unidos de
América y como inventor en todos fos eslados designadios.

5. Se envia una copia da asta notificaclon a:

X 1a Oficina raceptora

O

el Organismo de Busqueda Internacional

O el Organismo de Examen Praliminar Intemacional

las Oficinas concernientes designadas
[0 1as Oficinas concernientes seleccionadas

O ofros:

La Oficina Internacional de WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Suiza

Facsimil N°: (41-22) 338.82.70

Funcionaria autorizado:

Saadallah Soumia
Facsimil N® +41-22 338 70 80

Teléfono N°: +47-22 338 84 21

Formulario PCT/IB/306 (octubre 2008)

I/SQLUFO



Sy PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2005/012186

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU \6@

To:

WEICKMANN & WEICKMANN
Postfach 860 820

81635 Miinchen
ALLEMAGNE

Date of meiling (day/monthivear)
30 November 2006 (30.11.20086)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

53277TAWO
Intemational applicetion No. International filing date (day/month/vear)
PCT/EP2005/012186 10 November 2005 (10.11.2005)

1. The following indications appeared on record concerning;

B4 the applicant B the inventor

[ the agent [] the common representative .

Name and Address

State of Nationality State of Residence

-

Telephone No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change hes been recorded concerning:
the person [] the name [] the address [] the nationality [] the residence

Name and Address

WILLUDA, Hans Jdrg

«atanenstrasse 3
13156 Berlin
Germany

State of Nationality State of Residence
DE DE
Telephone No.
Facsimile No.

Teleprinter No.

3. Further observations, if necessary:

The person Identified in Box 2 should be added fo the record as applicant for the United States of America only and

Inventor for all designated States.

4. A copy of this notification has been sent to:
B the receiving Office
[(J the Intemnational Searching Authority
'O the Intemational ‘P?eﬁl_'nu‘l:a}f Examining Authority

B the designated Offices concerned
[J the elected Oﬂ:lc_eslgopt:cmed-

other:

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Tacsimile No. +41 22 338 82 70

Authorized officer

Saadaliah Soumia

Facsimile No. +41 22 338 70 80
Telephone No. +41 22 338 84 2]

orm PCT/B/306 (October 2005) - -- -
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PCT/EP 2005/012186

TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

De la OFICINA INTERNACIONAL

PCT A
. : WEICKMANN & WEICKMANN
Notificacion de registro de Postfach 860 820
una modificacién 81635 Munich

ALEMANIA

(regla PCT 92bis.1 e
Instrucciones Administrativas , seccion 422)

Fecha de envio {dla/meas/afic).

30 de noviembre de 2006 (30.11.2006)

Referencia del soliciiante o del agente:
NOTIFICACION IMPORTANTE
53277AWD
Solicitud Internacional N°: Facha da presentacion {a/a/mes/afio):
PCT/EP 2005/012186 10 de noviembre de 2005 (10.11.2005)
1.  Las siguientes Indicaciones aparecen en los registros concemientes a:
X el solicitante &l inventor O el agents [ el representante comon
Nombre y direccidn: Pais de Pais de
Nacionalidag Residencia
Teléfono N°:
Facsimit N®
Telex N°

2. La Oficina Internacional nofifica por este medio al solicilante que se registrd la siguiente medificacion,
concemiente a:

X 1a persona O el nombre [ el domicilio 1 Ia nacionalidad [ Ia residencia
Nombre y direccidn: Pals de Pals de
Nacionalidad Residencia
PQSSLET, Klaus DE DE
im Amseltal
13465 Beriin . Teléfono N°:
ALEMANIA
Facsimil N°:
Telex N*:

3.  Otras observacionas, si son necesarias:
La persona identificada en &' campo 2 es registrada ahora como solicitante sofo en fos Estados Unidos de
Amdrica y como inventor en todos los estados designadas.

4,  Se envia una copla de esta notificacidn a:

B ia Oficina receptora las Oficinas concernientes designadas
{1 el Organismo de Busqueda Internacional O  1as Oficinas concernientes seleccionadas

O el Omganismo de Examen Praliminar Intemacional O otros:

La QOficina Internacional de WIPO Funcionario autorizado:
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Sulza Saadallah Soumia
Facsimil N® +41-22 338 70 80
Facs/mil N°: {(41-22) 338.82.70 Teléfono N* +41-22 338 84 21

Formulario PCT/113/306 (octubne 2005) 1/C2150R300
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PATENT COOPERATION TREATY

) From the INTERNATIONA[[BUREA§) DE7 2006
PCT
NOTIFICATION OF THE RECORDING WEICKMANN & WEICKMANN
OF A CHANGE Postfach 860 820
81635 Mdnchen
(PCT Rule 92bis.1 and ALLEMAGNE
Administrative Instructions, Section 422)
Date of mailing fday/month/yenr)
30 November 2006 (30.11.2006)

Applicant's or agent's file reference
IMPORTANT NOTIFICATION
53277AWO

International application No.

PCT/EP2005/012186

Intemational filing date {day/month/year)
10 November 2005 (10.11.2005) *

¢

1. The following indications appeared on record concemirg:
B4 the applicant BQ the inventor [ the agent
Name and Address

[ the common representative
State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming:

B8 the person [] the name ] the address [ the nationality [ the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
' OSSLET, Klaus DE DE
1m Amseltal 57 Telephone No.
13465 Berlin
Germany —
~ | Facsimile No.

Teleprinter No.

3. Further observations, if necessary: ) .
The person identified in Box 2 should be added 1o the record as applicant for the United States of America only and

inventor for all designated States.

4. A copy of this notification has been sent to:

B4 the receiving Office B8 the designated Offices concerned

[CJ the International Searching Authority- - - - - [[] the elected Offices concerned
|:| the International Preliminary Examining Authority |:] other:
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes Saadallah Soumia

1211 Geneva 20, Switzerland
Facsimile No. +41 22 3318 70 80

Telephone No. +41 22 338 84 21

Facsimile No. +41 22 338 82 70
orm PCT/IB/306 (October 2005)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL EN MATERIA DE PATENTES %\
PCT &

INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
{Capitulo I del Tratado de Cooperacion Internacional en Materia de Patentes)

(Articulo PCT 36 y regla PCT 70)

Referencia del Solicitante o Agente
PROCEDER Ver formulario PCT/IPEA/4186)
36423P WO
Referencia Internacional Fecha de Presentacion Intemacional | Fecha de Prioridad
(dla/rmes/ano) {dia/mes/afio)
PCT/EP 20051012186 10.11,2005 12.11.2004

Clasificacion Internacional de Patente {CIP) o Clasificacion Nacional y CIP

INV. AB1K335/76, COTK14/115

Solicitante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al.

1. Este inforrne se trata del Examen Preliminar Internacdional, confeccionado por el organismo encargado del Examen Preliminar
Internacional segun el articulo 35 y anviado al solicitante segun el articulo 36.

2. Este INFORME comprende, en total, 12 hojas, incluida esta cardtula,
3. Ademas, este informe posee ANEXOS; los mismos comprenden:

a M {remitidos al solicitente y a la Oficina Interacional) en total 5 hojas; aqui se trata de:
hojas con las descripciones, relvindicaciones, y/o ilustraciones que fueron modificadas y en las cuales se bas
este informe y/u hojae con comecciones que aprobo el organismo {ver regla 70.16 y sector 607 de los
reglamentos administrativos de PCT).
d0 hojus que reemplazan hojas anteriores paro que, segun opinidn del erganismo, contienen una modificacion p
los notivos Indicados en el campo N° 1, punto 4, superando el contenido revelado en 1a Solicitud Internacion.
en la versidn preeentada originaimente. '
b. O (remitidos solo & Ia Oficina internacional)  en total {rogamos indicar tipo y cantidad del (los) soporte(s) elecirdnico(s) que
contiene(n), solo en forma legible por computadora, el (los) protocolo de secuencias y/o las tablas correspondientes tal co
esla indicado en el campo suplamertario referido al protocolo de secuencias (ver sector 802 de las normas administrative.

4, Este informa contiene indicaciones acerca de los siguientes puntos:

B CampoN°I Fundamaento del informe

O CampoN°ll Prioridad

B Campo N°HI No realizacién de ningin dictamen sobre novedad, actividad inventiva y aplicabilidad industrial
[0 CampoN®IV Falia de uniformidad de la invencion

Campo N*V Resolucldn fundada segun regla PCT 43bis.1{a)(i) con raspecto a la novedad, la actividad inventiva y la
aplicabilidad industrial; documentos y aclaraciones destinadas a apoyar esta resolucion.

O CampoN°VI Dor:umentos espacificos expuestos
O Campo N*VI| Carencias especificas de la solicitud internacional
[0 CampoN°Vill Observaciones especificas a la solicltud intemacional
Fecha de presentacidn de la solicitud Fecha de confeccion de este informe
13.09.2008 26.02.2007
nombre y direccién postal del organismo encargado del Funclonario Apoderado
examen preliminar internacional
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 Schuiz, Regine
NL-22B0 HV Rijswijk - Holanda
Tel. {(+31-70) 340-2040; Tx: 31 657 eponl Tel +31 70 3404381
Fax: (+31-70) 340-3018

Formulario PCTAPEAMQ9 (cardwiaXabril 2005)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacional
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186

Campo N° | Fundamento del Informe

1.

&

Con respecto al idioma, el informe esta basado sobre
B la solicitud internacional en el idioma en que fue presentada
O una traduccion del idioma original al siguiente idioma, el que se trata del idioma de la
traduccion suministrada a los siguientes efectos:
O buasqueda interacional (segun reglas 12.3 y 23.1 b))
O publicacién de fa solicitud internacional (segun regla 12.4(a})
O examen preliminar internacional {segun regla 55.2 y 55.3)
Con respecto a los elementos* de la Solicitud internacional, ei informe se basa en (/as
hojas de reemplazo que fueron presenfadas al organismo como invitacidn segun el
articulo 14 son vélidas como “presentadas originalmente” en el marco de este informe y
no se adjuntan);
Descripcion, paginas:
1-55 en la version presentada originalmente
Listados de secuencias como parte de la descripclén. paginas
1-2 en la version presentada originalmente
Reivindicaciones, N°
1-28 recibidas el 13.09.2006 con escrito de! 13.09.2006
llustraciones, hojas

111-114/11 en la version presentada originalmente

un listado de secuencias y/o eventual{es) tabla(s) relacionada(s) — con respecto al
protocolo de secLencias, ver campo adicional.

B Como consecuencia de las modificaciones caducaron los siguientes documentos:

Descripcion: paginas

Reivindicaciones N°;29, 3¢

llustraciones: hojaffigura

Listado de secuencias (especificar).

Eventual(es) tabla(s) perteneciente(s) al listado de secuencias (especificar).

oooma

[0 Este informe fue elaborado sin tomar en consideracién (algunas de) las
modificaciones adjuntas a este informe, dado que se considera que las mismas
exceden el contenido revelado en el texto presentado originalmente (regla 70.2(c)),
tal como se indica en el campo suplementario.

O Descripcion: paginas

O Reivindicaciones N°:

O lustracicnes: hojas/figuras

00 Listado de secuencias {especificar):

O Eventual(es) tabla(s) perteneciente(s) al listado de secuencias {especificar):

Cuando corresponde el punto 4, algunas o todas estas hojas pueden estar provistas de la
observacion “reemplazada”.

Formnulatio PCTAPEAAOY (abril 2005)

\ol



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacional

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186
Campo N° il No realizacién de ningin dictamen sobre novedad, actividad inventiva y aplicabilidad
industrial

Las cuestiones acerca de &i la invencion reivindicada parece ser novedosa, descansa en
actividad inventiva {no obvio) o es aplicable industrialmente no ha sido examinada con
respecto a:

O

a

La solicitud internacional completa
Reivindicaciones N° 18, 19, 25, 28 con respeclo a la aplicabilidad industrial
porque:

La solicitud internacional completa o las reivindicaciones N° 18, 79, 25, 28 mencionadas
anteriormente se refie;en al objeto siguiente, para el cual no es necesario efectuar un
Examen Preliminar Internacional (especificar):

ver hoja adjunta

la descripcién, las reivindicaciones o las ilustraciones (se ruega especificar
detalladamente) o las reivindicaciones N° mencionadas anteriormente son tan poco
claras que no se pudo realizar ningun peritaje coherente {(especificar):

las reivindicaciones o [as reivindicaciones N* mencionadas anteriormente estan tan
inadecuadamente apoyadas por la descripcidn que no se pudo realizar ningun peritaje
coherente (especificar):

no se realizd ningun Informe de Busqueda Internacional para tales reivindicaciones N° .
18, 19, 25, 28 con respecto a la aplicabilidad industrial

no se pudo confeccionar un informe coherente sin el listado de secuencias; el solicitante,
en el plazo prescripto:

O no suministré sokre papel un listado de secuencias que cumpla con el estandar
provisto para ello en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y tal listado no
estaba disponibte para el Organismo de Busqueda Internacional en un formulario y
manera aceptable.

O no suministré en ‘orma electronica un listado de secuencias que cumpla con el
estandar provisto para ello en el Anexc C de las Instrucciones Administrativas, y tal
listado no estaba disponible para el Organismo de Busqueda Intemacional en un
formulario y manera aceptable.

O no pagd la tasa requerida por la presentacién tardia de un listado de secuencias en
respuesta a una invitacion segun las reglas 13ter.1(a) o (b).

no se pudo confeccionar un informe coherente sin las tablas relacionadas con el listado
de secuencias; el solicitante no suministrd en el plazo prescripto tales tablas en forma
electronica para cumprir con los requisitos técnicos provistos para ello en el Anexo C de
las Instrucciones Administrativas, y tal listado no estaba disponible para el Organismo de
Busqueda Internacional en un formulario y manera aceptable.

las tablas relacionadag con el listade de secuencias de nucleodtidos y/o aminoacidos, si
estan solo en forma legible por computadora, no cumplen con los requerimientas técnicos
provistos por el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

Para otras indicaciones, ver hoja adjunta

Formulario PCTAPEA/MO9 (abril 2005)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacional
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186

Campo N° V Resolution fundada segun el articulo 35(2) con respecto a la novedad,
la actividad inventiva y |a aplicabilidad industrial; documentos y
declaraciones destinadas a apoyar esta resolucion

1. Resaolucién

Novedad (N) S8 Reivindicaciones: 1-28
No Reivindicaciones:

Actividad inventiva (IS} Si Reivindicaciones:
No Reivindicaciones: 1-28

Aplicabilidad industrial (1A) Si  Reivindicaciones: 1-17, 20-24, 26, 27
No Reivindicaciones: 18, 19, 25, 28

2. Documentos y aclaraciones (regla 70.7):

ver hoja adjunta

Formulario PCTAPEAMOY (abril 2005)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacional
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186

Campo Suplementario referente al Listado de Secuencias

Continuacion dsl campo |, item 2
1. Con respecto a cualguier secuencia de nucledtidos o aminoacidos revelados en la
solicitud intemacional y necesaria para la invencién reivindicada, este informe fue
confeccionado sobre la base de:
a. tipo de material
B un listada de secuencias
O tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencias
b. formato del matetial
® en papel
® enforma electrénica
c. momente de presentacidn/suministro
B contenido en la solicitud internacional tal como fue presentada

O presentada en forma electronica con la solicitud internacional

® suministrada posteriormente a este Organismo a los propositos de
blusqueda y/o examinacion

O recibido por este Organismo como enmienda* el

2. B Habiéndose presentado mas de una version o copia de un protocolo de
secuencias y/o la tabla correspondiente se deben presentar adicionalmente las
declaraciones requeridas de que la informacion de las copias presentadas
posteriormente o adicionales coincide con ta versién original de la solicitud o
que no la supera.

3. Comentarios adicionalzs:

’ Si corresponde el ftem 4 del campo |, el listado y/o la(s) tabla(s) relacionadas con el

mismo, que constituyen parte del fundamento del informe, deben ser marcadas con
“reempliazado”,

Fonnulario PCTAPEAMO% {abril 2005)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacional
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186
{HOJA ADJUNTA)

Con respecto al itemn Il
No formulacién de un dictamen con respecto a la novedad, la actividad inventiva y la
aplicabilidad industrial

lIl.4 Las reivindicaciones 18, 19, 25 y 28 se refieren a objetos considerados por este
Organismo cubiertos por las previsiones de la regla PCT 67.1(iv). En consecuencia, no se

formula un dictamen con respecto a la aplicabilidad industrial del objeto de estas
reivindicaciones (articulo PZT 34(4)(a)(1)).

Con

respecto al item V

Declaracion fundada con respecto a la novedad, la actividad inventiva y la aplicabilidad
industrial; menciones y explicaciones que apoyan tal declaracion

La presente solicitud se refere a paramixovirus oncoliticos recombinantes que comprenden un

acido nucleico que codifica para al menos un transgénico, es decir, una proteina de enlace, una

enzima convertidora de prodroga, o una proteasa, que posee actividad terapéutica cuando esta
expresado por la célula tumoral infectada por el virus, asi como a composiciones farmacéuticas

tales

como virus RNA oncolitico recombinante y su uso en la manufactura de un medicamento

destinado al tratamiento del cancer.

V.1 Se hace referencia a los siguientes documentos:

V.11

V.2

D1: Ebenrt, O. et al (2004) Syncytia induction enhances the oncolitic potential of vesicular
stomatits virus in virotherapy for cancer. Cancer Research. 64(9), 3265 - 3270

D2: Porosnicu, M.{2003) The oncolitic effect of recombinant vesicular stomatitis virus is
enhanced by expression of the fusion cytosine deaminase/uracil
phosphoribosylransferase suicide gene. Cancer Research 63(23), 8366 - 8376

D3: Ries, S J and Brandts, C. H. (2004) Oncolitic viruses for the treatment of cancer:

current strategies and clinical trials. DDT 9(17), 759 - 768,

El documento D4 no fue mencionado en el informe de busqueda internacional. Se
adjunta una copia del documento al presente.

D4: Huang, Zivhui et al.: (2004) A recombinant newcastle disease virus (NDV) expressing
VP2 protein of infectious bursal disease virus (IBVD) protects against NDV and 1BDV.
J. Virol. 78(18), 10054 - 10063.

Enmiendas (articulo PCT 34(2))

V.2.4  Las enmiendas presentadas con el escrito fechado el 13.06.2006 no introduce ningun

V.3

objeto que se extiende mas alla del contenido de la solicitud tal como fue presentada
¥, en consecuenc a, estad de acuerdo con el articulo PCT 34(2).

Novedad (articulo PCT 34(1)(2))

V.31 D3 da a conocer “un paramixovirus oncolltico recombinante que comprende un acido

Formul

nucleico que codifica para al menos un transgénico, donde el acido nucleico de
este{os) transgénlco(s) codifica para una protelna de enlace”, es decir, un
paramixovirus new castle recombinante (NDV) que expresa protelna VP2 de virus
infeccioso de enfermedad bursal (IBDV). "La vacunacién con el virus recombinante
induce fuertes respuestas inmunes humorales frente a ambos VDV y IBDV y confiere
una proteccién completa contra los dos virus luego de una inmunizaciéon secundaria
{pp. 10055, columna izquierda), 4° parrafo)®,

ane PCT/Haja ndjuma9 (hoja 1) {EPMO-abril 2005)
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INFORME PRELIMINAR INMTERNACIONAL Referencia Internacional

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186
{HOJA ADJUNTA)
v.3.2 Dado el hecho de que “un paramixovirus oncolitico recombinante que comprende un

v.i3.21

V.3.2.1

acido nucleico gua codifica para al menos un transgénico, donde el acido nucleico de
este(os) transgénico(s) codifica para una protelna de enlace”, es conocido por medio
de D4 y ante el hecho de que la reivindicacion 1 carece de claridad en el sentido del
articulo PCT 6, los objetos de las reivindicaciones 1-19 no pueden considerados
como novedosos en el sentido del articulo PCT 33(1)(2).

Al presente, el fransgénico de la reivindicacién 1 que codifica para una proteina de
enlace esta definido funcionalmente haciendo eferencia al resultado a obtener sobre
su expresion, a saber, “una actividad terapéutica cuando es expresado por células
tumorales infectadas por el virus”. A |a vista del estado de |a técnica, esto es, es
conacido que el paramixovirus (NDV) posee inherente una selectividad a tumores
(D3: pp. 759, columna derecha, Litimo parrafo) y ya ha sido utilizado en estudios
clinicos para el tratamiento de cancer {D3: tabla 1, pp. 760), el objeto de |a
reivindicacion 1 debe ser definido en términos mas concretos, esto es, haciendo
referencia a las realizaciones (Ejemplos 6-9), a los fines de permiitir al experto
distinguir el paramixovirus oncolitico recombinante de aquellos conocidos en el
estado de la técnica

No obstante, incluso en el caso de reconocimiento de novedad, las reivindicaciones 1-
19 no cumplen los requisitos del PCT, dado que estan consideradas como carentes
de actividad inveritiva en el sentido del articulo PCT 33(2)(3).

V.4 Actividad inventiva (articulo PCT 33(2)(3))

V.41

V.42

V.43

V.44

V.45

La presente solicitud no cumple los criterios del articulo PCT 33(1), porque el objeto
de las reivindicaciones 1-19 no involucra una actividad inventiva en el sentido del
articulo PCT 33 (3):

El documento D4 es considerado como el estado de la técnica mas cercano al objeto
de la reivindicacién 1, y da a conocer “un paramixovirus oncolitico recombinante que
comprende un acido nucleico que codifica para al menos un transgénico, donde el
acido nucleico de este(os) transgénico(s) codifica para una proteina de enlace”, esto
es, un NDV recombinante expresando una proteina VP2 |IBDV.

El objeto de la reivindicacion 1 difiere de este paramixovirus recombinante conogido
con respecto al transgénico, esto es, la proteina de enlace referida en la
reivindicacion 1 “posee una actividad terapéutica cuando es expresada por la célufa
tumoral infectada por et virus®, donde aquella de D4 “induce fuertes respuestas
inmunes humorales frente a ambos VDV y IBDV y confiere una proteccién completa
contra los dos virus luego de una inmunizacién secundaria” (pp. 10055, columna
izquierda), 4° parrafo)”.

El problema a resalver por la presente invencidén puede ser considerado como la
provision de un paramixovirus oncolitico recombinante para uso terapéutico, o sea,
para el tratamient> de cancer.

La solucién propuesta por la reivindicacidn 1 de la presente solicitud no puede ser
considerada como involucrando una actividad inventiva en el sentido del articulo PCT
33(3) por las siguientes razones;

Fomulariv PCTHoja adjumad09 (hoje 2) {EPO-abril 2003)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacionat

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186
{HOJA ADJUNTA)
V.4.5.1 Los autores de D4 ya consideran el uso de NDV en el tratamiento de cancer y terapia

V.4.52

V.453

V.46

V.4.6.1

V.4.6.2

V.486.3

genética (pp. 10052, columna derecha, ultimo parrafo). Adicionalmente es conocido
en el estado de Iz técnica que el NDV tanto posee una selectividad inherente a
tumores (D3: pp. 759, columna derecha, Gltimo parrafo) como ya ha sido usado en
estudios clinicos v preclinicos (D3: tabla 1, pp. 760). Por ello, debido al hecho de que
D1 revela “un virus RNA oncolitico recombinante que comprende al menos un
transgénico, doncle el acido nucleico de este(os) trangénico(s) codifican para una
protefna de enlac2 que posee una actividad terapéutica cuando esta expresada por la
célula tumoral infectada por el virus®, o sea, un VSV recombinante que expresa una
proteina mutante (L289A) F de NDV, o sea, la proteina F o protelna de fusién
requerida para la fusion de membrana (fig. 1, fig. 6), que posee una actividad
terapéutica cuancio es expresada por la célula tumoral infectada por el virus, es decir,
la expresion con la que accede a propiedades oncoliticas mejoradas frente al
carcinoma hepatccelular multifocal (HCC) en el higado de ratas inmunocompetentes,
el experto esta considerado como suficientemente capaz de seleccionar una proteina
de enlace apropizda e insertar el respectivo acido nucleico que codifica para ello en
un paramixovirus oncolitico, o sea, NDV, arribando asi al objeto de la reivindicacion 1
sin necesidad de ejercitar su actividad inventiva.

El razonamiento se aplica al objeto de las reivindicaciones 11-13 y 15-18.

Las reivindicaciones dependientes 2-10, 14 y 19 no contienen caracteristicas que,
combinadas con las caracterlsticas de cualquier reivindicacién a la que se refiera,
cumplan los requisitos del PCT en lo referente a la novedad y/o 1a actividad inventiva,
ya que las respectivas caracteristicas aparentan ser de conocimiento técnico general
y/o de practica normal en el estado de la técnica, de manera que el experto puede
considerar su seleccién como una seleccién de avanzada que no requiere ninguna
actividad inventiva.

Basicamente por las mismas razones, el objeto de la reivindicacion 20 no puede ser
considerado comao inventivo frente al estado de la técnica.

El documento D2 es considerado como el estado de la técnica mas cercano al objeto
de la reivindicacién 20, y da a conocer un virus RNA oncolltico recombinante que
comprende un transgénico que codifica para una enzima convertidora de prodroga
que posee actividad terapéutica es expresada por la ¢élula tumoral infectada por el
virus es decir, para la expresién del gen suicida de fusidén E. coli cytosina deaminasa
{CD) / fosforibosil transferasa (UPRT) — un sistema de enzimas prodroga bien
caracterizado que funciona similarmente al paradigma de herpesvirus TK". Se
comprobd que la insercidn del gen de fusion CD / UPRT potencia la eficiencia
oncolltica def VSV, Se genera un fuerte efecto colateral que contribuye a la activacion
del sistema inmune general frente al tumor sin alterar negativamente fa cinética de la
oncolisis mediada por el virus. Se discute la utilidad del virus en el tratamiento de
enfermedades malignas.

El objeto de la reivindicacion 20 difiere de este virus RNA oncolitico recombinante
conocido en que se refiere a “un paraximovirus oncolitico recombinante que
comprende un acido nucleico con al menos un transgénico, donde el acido nucleico
de este(os) transgiénico(s) codifican para una enzima convertidora de prodroga que
posee actividad terapéutica cuando esta expresada por la célula tumoral infectada por
el virus.

El problema a resolver por la presente invencién puede entonces ser considerado
como la provision de otro virus RNA oncolltico recombinante para uso terapéutico, o
sea, para el tratarniento de cancer.

Formulario PCTHujn adjunta/409 (heje 3) (EPO-abril 2005)
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INFORME PRELIMINAR IMTERNACIONAL Referencia Internacional

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2005/012186
{HOJA ADJUNTA)
V.486.4 La solucidon propuesta por la presente solicitud no puede ser considerada como \ rﬁ

V.46.5

Va7

V471

V472

V472

V.48

V.4.8.1
V.5

V.51

involucrando una actividad inventiva en el sentido del articulo PCT 33(3} por las
siguientes razones:

Como se declard anteriormente, tanto el NDV como el VSV poseen inherentes una
selectividad de tumores y ya han sido utilizados en estudios clinicos y preclinicos (D3:
pp. 759, columna derecha, dltimo parrafo, pp. 760, tabla 1)

El experto es considerado como combinando las revelaciones de D4 y D3, arribando
asi a los paramixovirus de la reivindicacion 20. En consecuencia, no se puede
reconocer actividad inventiva en el sentido del artfculo PCT 33(1)(3) para el objeto de
la mencionada reivindicacion.

Ademads, se aplican los mismos razonamientos al objeto de la reivindicacién 21:

El objeto de la reivindicacion 21 difiere del del estado de la técnica mas cercano (D4)
en lo referente al rasnsgénico, esto es, haciendo referencia a “una proteasa que
posee actividad terapéutica cuando esta expresada por la célula tumoral infectada por
el virus®”.

El problema a resolver puede ser considerado entonces como la provision de otro
paramixovirus recombinante que comprende al menos un transgénico que codifica
para una proteina que posee una actividad cuando esta expresada por la célula
tumoral infectada por el virus.

No obstante, ante el hecho de que el concepto "virus armados terapéuticamente” esta
bien establecido en ¢l estado de la técnica (D3), el experto parece ser
suficientemente capaz de seleccionar otros transgénicos, por ejemplo, una proteasa
que posea un efecto beneficioso en 1a ¢élula tumoral infectada. En consecuencia,
él/ella puede arribar a la solucién propuesta por la reivindicacion 23 sin ejercitar
ninguna actividad inventiva. Por ello, el objeto de la reivindicacion 23 no puede ser
considerado como cumpliendo los requisitos del articulo PCT 33(1)(3).

Ninguno de los documentos da a conocer o provee algin incentivo para la generacion
de las composicicnes farmacéuticas mencionadas en las reivindicaciones 22 y 26, y
el objeto de tales reivindicaciones puede, en principio, aparecer como comprendiendo
una actividad inventiva. No obstante, dado que la presente solicitud no da a conocer
ninguna de estas composiciones farmacéuticas, el objeto de las reivindicaciones 24,
26 y 27 no puede ser considerado como una solucién de un problema técnico y, en
consecuencia, no cumple los requisitos del articulo PCT 33(1)(3).

El mismo razonamiento se aplica a los objetos de las reivindicaciones 25 y 28.
Aplicabilidad Industrial (articulo PCT 33(1))

Para la evaluacion de las presentes reivindicaciones 18, 19, 25 y 28 acerca de la
cuestion de si son aplicables industriaimente no existe un criterio unificado en los
estados dignatarios del PCT. La patentabilidad puede depender entonces de la
formulacién de las reivindicaciones. La EPQ, por ejemplo, no reconoce como
industrialmente aplicable el objeto de reivindicaciones destinadec el uso de un
compuesto en tratamientos medicinales, pero permite, no obstante, reivindicaciones
de un compuesto novedoso para un primer uso en tratamientos medicinzles y el uso
de un compuesto de tal tipo en la manufactura de un medicamento destinado a un
nuevo tratamientc medicinal.

Fonnulario PCT/Hojn adjunia’d09 (hoja 4) (EPO-abril 2003)
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Reivindicaciones 1-28

1. Un paramixovirus oncolitico recombinante que
comprende un 4acido nucleico con al menos un transgen, en
donde el &cido nucleico de este transgen(es) codifica para
una proteina de unidén gque tiene una actividad terapéutica
cuando es expresada por la célula tumoral infectada con
virus.

2. El virus de la reivindicacidén 1, que es un virus de
la Enfermedad de Newcastle (VEN).

3. El virus de la reivindicacidén 2 que es un VEN no
lentogénico, por ejemplo un VEN mesogénico o velogénico, en
particular la cepa mesogénica MTH6S8.

4. El wvirus de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 en donde la proteina de unidén pertenece
al siguiente grupo: un ligande natural o un ligando
modificado genéticamente, un dominio soluble recombinante de
un receptor natural o una versién modificada del mismo, un
ligando de péptido o polipéptido, una molécula de anticuerpo
o un fragmento o un derivado del mismo © una molécula
similar a anticuerpo como una proteina de repeticiones de
anquirina o un fragmento o derivados de los mismos.

5. El wvirus de acuerdo a <cualquiera de las
reivindicaciones 1-4 en donde la proteina de unién es de

mamifero, por ejemplo humana, murina o de origen

U



cercanamente relacionado o una proteina quimérica.

6. El virus de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde la proteina de unién
es una proteina monomérica, dimérica, trimérica, tetramérica
o multimérica.

7. El wvirus de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde la proteina de unidén
es monoespecifica, biespecifica o multiespecifica.

8. El wvirus de acuerdo a <cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde la proteina de unién
es una proteina ce fusidén que comprende al menos un dominio
de unién y un dominio heterélogo.

9. El virus de acuerdo a la reivindicacién 8 en donde
la proteina de +unién es una proteina de fusidén con una
toxina tal como ARNasa humana (exotoxina de pseudomonas,
toxina de Diphtheria), o© una proteina de fusidén con una
enzima como betaglucuronidasa, beta-galactosidasa, beta-
glucosidasa, carboxipeptidasa, beta-lactamasa o una proteina
de fusidén con una proteina estimuladora del sistema inmune
con actividad citoquina como IL-2, IL-12, TNF-alfa, IFN-beta
o GM-CSF.

10. El wvirus de acuerde a cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde la proteina de uniédn
se selecciona del siguiente grupo: proteinas bloqueantes de

receptores de factor de crecimiento activo autédnomo (por
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)
ejemplo EGFR, Met), factores competitives para factores de
crecimiento {(antagonistas}, proteinas blcogueantes para
fosforilacién de Rb, proteinas bloqueantes para
transcripcién dependiente de EZ2F; estabilizantes para p53;
factores antagonistas para proteinas anti-apoptéticas (por
ejemplo BcL-2); factores antagonistas para ciclinas;
factores antagonistas para factores Ras {por ejemplo GEF5};
factores antagonistas para proteinas inducidas por hipoxia
{por ejemplo HiEla}); inhibidores de factores de
transcripcién que interfieren con la dimerizacidn o unién al
DNA o unién al cofactor (por ejemplo Myc/Max); inductores de
diferenciacién; inhibidores de sefializacioéon/translocacién de
smad; inhibidores de interacciones de adhesién celular
{(cadherinas, integrinas, por ejemplo Ba5p1, avfp3);
inhibidores de enzimas que degradan la matriz extracelular
(por ejemplo MMPS); factores antagonistas para ligandos pro-
angiogénicos {por ejemplo VEGF-R soluble); factores
antagonistas de receptores pro-angiogénicos; inhibidores de
formacién de complejos de plegade (por ejemplo KSR/Ras);
inhibidores de inicio de traduccién (por ejemplo eIF4E,
EIF2a); inhibidores de quinasas mitéticas (por ejemplo PIk-
1).

11. Una nucleocapside de un paramixovirus oncolitico

recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Un genoma de un paramixovirus oncolitico



recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

13. Una molécula de ADN que codifica el genoma y/o
antigenoma de un paramixovirus oncelitico recombinante de
cualquiera de la reivindicacién 1-10.

14. La molécula de ADN de la reivindicacidén 13 ligada

en forma operakle a una secuencia de contreol de la

transcripcidn.
15. Una c¢élula que comprende un paramixovirus
oncolitico recombinante de cualguiera de las

reivindicaciones 1-10, un genoma viral de la reivindicacién
12 o una molécula de ADN de la reivindicacién 13 o 14.

16. Una composicién farmacéutica que comprende un
paramixovirus oncolitico recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, un genoma viral de la reivindicacién
12 o una molécula de ADN de la reivindicacién 13 o 14 como
ingrediente activo opcionalmente junte con vehiculos,
diluyentes y/o adyuvantes aceptables para su uso
farmacéutico.

17. La composicién farmacéutica de la reivindicacidén 16
para la prevencién y/o tratamiento de cancer.

18. Un método para la prevencidén y/o tratamiento de
cancer que comprende administrar a un sujeto que lo necesite
una cantidad farmacéuticamente efectiva de una composicién
de la reivindicacién 16 o 17.

19. El1 método de la reivindicacién 18 en donde el

5



sujeto es un pacisnte humano.

20. Un paramixovirus oncolitico recombinante que
comprende un Aacido nucleico con al menos un transgen, en
donde el &cido nucleico de este transgen(es) codifica para
una enzima convertidora de pro-droga que tiene una actividad
terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral
infectada con virus.

21. Un paramixovirus oncolitico recombinante que
comprende un A&cido nucleico con al menos un transgen, en
donde el acido niucleico de este transgen(es) codifica para
una proteasa que tiene una actividad terapéutica cuando se
expresa en la célula tumoral infectada con virus.

22. Una composicidén farmacéutica que comprende un virus

oncolitico recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, un genoma viral de la
reivindicacién 12, y/o wuna molécula de ADN de las

reivindicaciones 13 0 14 como ingrediente activo
opcionalmente juntc con vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes
aceptables para su uso farmacéutico, en donde el virus,
genoma viral y/o molécula de ADN comprende al menos un
transgen que codifica para una enzima convertidora de pro-
droga.

23. La composicidén farmacéutica de la reivindicacidn 22
que ademas comprende una pro-droga que se puede convertir en

un compuesto terapéuticamente activo mediante 1la enzima
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convertidora de pro-droga codificada por el virus, genoma
viral y/o molécula de ADN de la reivindicacidn 22.

24, La composicion farmacéutica de la reivindicacidén 22
o 23 para tratamiento y/0 mejora de un desorden
proliferativo.

25. Un método para tratamiento de una enfermedad
proliferativa, que comprende administrar en una cantidad
farmacéuticamente efectiva, a un sujeto que lo necesite
(a) un virus oncoliticc recombinante de cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 10, un genoma viral de la
reivindicacién 12, y/0 una molécula de ADN de las
reivindicaciones 13 o 14 gue comprende al menos un transgen
que codifica para una enzima convertidora de pro-droga, y
(b) una pro-droga apropiada para tratamiento de la
enfermedad prolirferativa, en donde la pro-droga se puede
convertir en un compuesto farmacéuticamente activo mediante
la enzima convertidora de pro-droga de (a).

26. Una composicidén farmacéutica que comprende un virus
cncolitico recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, un genoma viral de la
reivindicacién 12, vy/o una molécula de ADN de las
reivindicacicnes 14 o 15 como ingrediente activo
opcionalmente junto con vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes
aceptables para su uso farmacéutico, en donde el virus,

genoma viral y/¢ molécula de ADN comprende al menos un



transgen que codifica para una proteasa.

27. La composicién farmacéutica de la reivindicacidn 26
para tratamiento y/o mejora de un desorden proliferativo.

28. Un método para tratamientec de una enfermedad
proliferativa, que comprende administrar, en una cantidad
farmacéuticamente efectiva, a un sujeto que lc necesite, un
virus oncolitico recombinante de cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 10, un genoma viral de la
reivindicacién 12, y/0o una molécula de ADN de las
reivindicaciones 13 o 14 gue comprende al menos un transgen

que codifica para una proteasa.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2005012186

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
@ the international application in the language in which it was filed

U a translation of tha international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of:
O international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b}))
O publication of the international application (under Rule 12.4(a))
0O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) andlor 55.3(a))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished (o the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as “originally filed" and are not annexed lo this repont).

Description, Pages

1-55 as originally flled
Sequence listings part of the description, Pages
1,2 as originally flled O

Clalms, Numbers

1-28 recelved on 13.08.2006 with letter of 13.09.2006
Drawings, Sheets
1A1-11A1 as originally flled

a sequence listing and/br any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. @ The amendments have resulted in the cancellation of:

0 the description, pages

B the claims, Nos. 29, 30

B the drawings, sheetsfigs

0 the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify): O

4. O This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the

Supplemental Box {Rule 70.2(c)).
O the description, pages
O the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify):
O any table(s) related to sequenca listing (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded."

Form PCTAPEA/409 (April 2005)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ' Intemational application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2005/012186 ‘Y%
13|

Box No. lli Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious}, or to be industrially appliceble have not been examined in respect of:

O the entire international application,
& claims Nos. 18, 19, 25, 28 with regard to industrial applicability (IA)

because:

K the said international application, or the said claims Nos. 18, 19, 25, 28 relate to the following subject
matter which does not require an intemational preliminary examination (specify):

see separate sheet

O the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify).

B no intemational search report has been established for the said claims Nos. 18, 19, 25, 28 with ragard to IA

O a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, ard such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

O fumish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary

Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the fumishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or {b) and 13ter.2.

O a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical

requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Prelitninary Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

0 the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
cornply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

[0 See separate sheet for further details
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Noveity (N) Yes: Claims
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims
Iindustrial applicability {1A) Yes: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this report was established on the basis of:

a. type of material:
B asequencs listing
O table{s) related to the sequence listing
b. format of material:
4 on paper
& in electronic form
c. time of filingfurnishing:
K contained in the international application as filed
O filed logéther with the international application in electronic form
B furnished subsequently to this Authority for the purposes of search andbr examination
(W

received by this Authority as an amendment* on

2. & In addition, in the case that more than one version or copy of a sequencae listing andbor table(s) relating
thereto has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsequent or
additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,

as appropriate, were furnished. .

3. Additional comments:

* Ifitem 4 in Box No. | applies, the listing andbr table(s) related thereto, which form part of the basis of the report,
may be marked “superseded.”
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(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/012186
Re item il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

lil.1 Claims 18, 19, 25 and 28 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims

(Art. 34(4)(a)(l) PCT).

Re item V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;

citations and explanations supporting such statement

The present application relates to recombinant oncolytic paramyxoviruses comprising )
nucleic acid coding for at least one transgene, e. a binding protein, a prodrug-converting
enzyme or a protease having a therapeutic activity when expressed by the virus infected
tumor cell as well as a pharmaceutical compositions such a recombinant oncolytic RNA virus
and its use for the manufacture of a medicament for the treatment of cancer.

V.1 Reference is made to the following document:

D1: Ebert, O. et al. (2004) Syncytia induction enhances the oncolytic potential of
vesicular stomatitis virus in virotherapy for cancer. Cancer Research 64(9), 3265 -

3270.

D2: Porosnicu, M. (2003) The oncolytic effect of recombinant vesicular stomatitis virus
is enhanced by expression of the fusion cytosine deaminase/uracil

phosphoribosyltransferase suicide gene. Cancer Research 63(23), 8366 - 8376. ®

D3: Ries, S. J. and Brandts, C. H. (2004) Oncolytic viruses for the treatment of cancer:
current strategies and clinical trials. DDT 9(17), 759 - 768.

V.11 The document D4 was not cited in the intemational search report. A copy of the
document is appended hereto.

Form PCT/Separate Sheet/400 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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D4: Huang, Zhuhui et al. (2004) A recombinant newcastle disease virus (NDV)
expressing VP2 proiein of infectious bursal disease virus (IBDV) protects against
NDV and IBDV. J. Virol. 78(18), 10054 - 10063.

V.2 Amendments (Art. 34(2) PCT)

V.21 The amendments filed with the letter dated 13.09.2006 do not introduce any
subject-matter which extends beyond the content of the application as filed and are
thus in agreement with Art. 34(2) PCT.

V.3 Novelty (Art. 33(1)}(2) PCT)

V.3.1 D4 discloses "a recombinant oncolytic paramyxovirus comprising a nucleic acid
with at least one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes for
a binding protein®, i.e. a recombinant new castle virus (NDV) expressing VP2
protein of infectious bursal disease virus (IBDV). "Vaccination with the recombinant
virus induced strong humoral immune responses against both VDV and IBDV and
conferred complete protection against both viruses after secondary immunization

(p. 10055, left-hand side column, 4th para)".

V.32 Given the fact that “a recombinant oncolytic paramyxovirus comprising a nucleic
acid with at least one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s)
codes for a binding protein” is known from D4 and due to the fact that claim 1 lacks
clarity in the sense of Art. 6 PCT, subject-matter of claims 1 - 19 cannot be

considered as novel in the sense of Art. 33(1)(2) PCT.

V.3.2.1 At present the transgene of claim 1 coding for a binding protein is functionally
defined by referring to the result to be achieved upon its expression, namely "a
therapedutic activity when expressed by virus-infected tumor cells". In view of the
state of the ant, i.e. paramyxovirus (NDV) known to possess inherent tumor-
selectivity (D3: p. 75¢, right-hand side column, last para) and having already been
used in clinical studies for the treatment of cancer (D3: Table 1, p. 760), the
subject-matter of cleim 1 needs to be defined in more concrete terms, i.e. by
referring to the embodiments (Ex. 6 - 9) in order to enable the skilled person to

Form PCT/Separate Sheel/408 (Sheset 2) (EPO-April 2005)
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distinguish the recombinant oncolytic paramyxovirus from the ones known in the
art.

V.3.2.2 However, even in case novelty were to be acknowledge, claims 1 - 19 do not meet
the requirements of the PCT, since they are considered as tacking an inventive

step in the sense of Art. 33(1)(3) PCT as outlined below.

V.4 Inventive step (Art. 33(2)(3) PCT)

V.4.1 The present application does not meet the criteria of Art. 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1 - 19 deoes not involve an inventive step in the sense of

Art. 33(3) PCT:

V.4.2 The document D4 is regarded as being the closest prior art to the subject-mattero
of claim 1, and discloses “a recombinant oncolytic paramyxovirus comprising a
nucleic acid with at least one transgene, wherein the nucleic acid of this
transgene(s) codes for a binding protein”, i.e. a recombinant NDV expressing IBDV

VP2 protein.

V.43 The subject-matter of claim 1 differs from this known recombinant paramyxovirus
with regard to the transgene, i.e. the binding protein referred to in claim 1 "has a
therapeutic activity when expressed by the virus-infected tumor cell" whereas the
one of D4 "induced strong humoral immune responses against NDV and 1BDV and
conferred complete protection against both viruses after secondary immunisation”

(p. 10055, left-hand side column, 4th para).

V.44 The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as
the provision of a recombinant oncolytic paramyxovirus for therapeutic use, i.e. for O
the treatment of cancer.

V.45 The solution proposed in claim 1 of the present application cannot be considered
as involving an inventive step in the sense of Art. 33(3) PCT for the following

reasons:

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheat 3) (EPO-Apdl 2005)
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V.4.5.1 D4's authors already consider the use of the recombinant NDV in cancer treatment
and gene therapy (p. 10062, right-hand side column, last para). In addition, it is
known in the art that NDV as well as vesicular stomatitis virus (VSV) possess
inherent tumor-seleciivity (D3: p. 759, right-hand side column, last para) and have
already been used in clinical and preclinical studies (D3: Table 1, p. 760).
Therefore, due to the: fact that D1 already discloses "a recombinant oncolytic RNA
virus comprising at least one transgene, wherein the nucleic acid of this
transgene(s) codes for a binding protein that has a therapeutic activity when
expressed by the virus-infected tumor cell’, i.e. a recombinant VSV expressing a
mutant (L289A) F protein from NDV, i.e. the F protein or fusion protein that is
required for membrane fusion (Fig. 1, Fig. 6) that has a therapeutic activity when
expressed by the virus-infected tumor cell, i.e. the expression of which led to
enhanced oncolytic properties against multifocal hepatocellular carcinoma (HCC)
in the livers of imrnunocompetent rats, the skilled person is considered as
sufficiently enabled to choose an appropriate binding protein and insert the
respective nucleic acid coding for it into an oncolytic paramyxovirus, i.e. NDV
thersby arriving at the subject-matter of claims 1 without having to the exercise his
/ her inventive activity.

V.4.5.2 The same reasoning applies to subject-matter of claims 11 - 13 and 15 - 18.

V.453 Dependent claims 2 - 10, 14 and 19 do not contain any features which, in
combination with the features of any claim to which they refer, meet the require-
ments of the PCT in respect of novelty and/or inventive step since the respective
features appear to be of general technical knowledge and/or of standard practice
in the art, so that the skilled person would regard their choice as a straightforward

choice not requiring any inventive activity.

V4.6 Basically for the same reasons, subject-matter of claim 20 cannot be considered
as inventive over the prior art:

V.4.6.1 The document D2 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter

. of claim 20, and discloses a recombinant oncolytic RNA virus comprising a
transgene coding for a prodrug-converting enzyme having therapeutic activity when
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expressed by the virus-infected tumor cell, i.e. a recombinant VSV for the
expression of the fusion suicide gene E. coli cytosine deaminase (CD)/uracil
phosphoribosyltransferase (UPRT) - a well-characterised enzyme prodrug system
that functions similar to the herpesvirus TK paradigm. The insertion of the fusion
CD/UPRT gene was found to potentiate the oncolytic efficiency of VSV. A strong
bystander effect was generated that contributed to the activation of the immune
system against the tumour without detrimentally altering the kinetics of the
virus-mediated oncolysis. The virus' usefulness for the treatment of malignant

diseases is discussed.

V.4.6.2 The subject-matter of claim 20 differs from this known recombinant oncolytic RNA
virus in that it refers to "a recombinant oncolytic paramyxovirus comprising a
nucleic acid with at least one transgene, wherein the nucleic acid of this
transgene(s) codes for a prodrug-converting enzyme that has a therapeutic activity
when expressed by the infected tumour cell". O

V.4.6.3 The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as
the provision of another recombinant oncolytic RNA virus for therapeutic use, i.e.

for the treatment of cancer.

V.4.6.4 The solution proposed in claim 20 of the present application cannot be considered
as involving an inventive step in the sense of Art. 33(3) PCT) for the following

reasons:

V.4.6.5 As stated above, NDV as well as VSV possess inherent tumor-selectivity and have
already been used in clinical and preclinical studies (D3: p. 759, right-hand side
column, last para; Table 1, p. 760).
The skilled person is therefore considered to combine D4's and D2's disclosures, .
thereby arriving at the recombinant oncolytic paramyxovirus of claim 20.
Consequently, no inventive step in the sense of Art. 33(1)(3) PCT can be

acknowledged for subject-matter of said claim.

v4.7 Moreover, the same reasons apply for the subject-matter of claim 21:

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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V.4.7.1  Subject-matter of claim 21 differs from the closest prior art (D4) with regard to the
transgene, i.e. referring to "a protease that has a therapeutic activity when

expressed by the virus-infected tumor cell”.

V.4.72  The problem to be solved may therefore be regarded as the provision of a further
recombinant paramyxovirus comprising at least one transgene coding for a protein
having a therapeutic activity when expressed by the virus-infected tumor cell.

V.4.72 However, given the fact that the concept of "ammed therapeutic viruses" is well
established in the art (D3), the skilled person appears sufficiently enabled to
choose another transgene, e.g. a protease having a beneficial effect in the virus-
infected tumour cell. Consequently, he/she would arrive at the solution provided by
claim 23 without the exercise of any inventive activity. Subject-matter of claim 23
therefore cannot be considered as meeting the requirements of Art. 33(1)(3) PCT.

V.48 None of the documents neither discloses nor provides any incentive for the
generation of the pharmaceutical compositions refeired to in claims 22 and 26, the
subject-matter of said claims might in principle appear as comprising an inventive
step. However, since the present application does not disclose any such
phammaceutical composition either, subject-matter of claims 24, 26 and 27 cannot
be considered as a solution of a technical problem and consequently does not

meet the requirements of Ant. 33(1)(3) PCT.

V.4.8.1 The same reasoning applies for subject-matter of claims 25 and 28.

V.5 Industrial applicability (Art. 33(1) PCT)

V.5.1 For the assessment of the present claims 18, 19, 25 and 28 on the question
whether they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the formulation
of the claims. The EPO, for example, does not recognize as industrially applicable
the subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but
may allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment
and the use of such a. compound for the manufacture of a medicament for a new.

e s A e e ————— ——— — =
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Claims 1-28

A recombinant oncolytic paramyxovirus comprising a nucleic acid with at
least one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes
for a binding protein that has a therapeutic activity when expressed by

the virus-infected tumor cell.

The virus of claim 1, which is a Newcastle disease virus (NDV).

The virus of claim 2 which is a non-lentogenic NDV, e.g. a mesogenic or
velogenic NDV, in particular the mesogenic strain MTH68.

The virus according to any one of claims 1-3 wherein the binding protein
belongs to the following group: a natural ligand or a genetically modified
ligand, a recombinant soluble domain of a natural receptor or a modified
version of it, a peptide- or polypeptide-ligand, an antibody molecule or a
fragment or a derivative thereof or an antibody-like molecule like an
ankyrin-repeat protein or a fragment or derivatives thereof.

The virus according to any one of claims 1-4 wherein the binding protein
is of mammalian, e.g. human, murine or closely related origin or a
chimeric protein.

The virus according to any of the preceding claims wherein the binding
protein is a monomeric, dimeric, trimeric, tetrameric or muitimeric

protein.
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The virus according to any one of the preceding claims wherein the
binding protein is monospecific, bispecific or multispecific.

The virus according to any one of the preceding claims wherein the
binding protein is a fusion protein comprising at least one binding
domain and a heterologous domain.

The virus according to claim 8 wherein the binding protein is a fusion
protein with a toxin such as human RNAse (pseudomonas exotoxin,
Diphtheria toxin), or a fusion protein with an enzyme like beta-
glucuronidase, beta-galactosidase, beta-glucosidase, carboxypeptidase,
beta-lactamase or a fusion protein with an immune-stimulatory protein
with cytokine activity like IL-2, [L-12, TNF-alpha, IFN-beta or GM-CSF.

The virus according to any one of the preceding claims wherein the
binding protein is selected from the following group: blocking proteins of
autonomous active growth factor receptors (eg. EGFR, Met), competitive
binders for growth factors (antagonists), blocking proteins for Rb-
phosphorylation, blocking proteins for E2F-dependent transcription;
stabilizers for p53; antagonistic binders for antiapoptotic proteins (eg.
Bcl-2); antagonistic binders for cyclins; antagonistic binders for Ras
effactors (eg. GEFs); antagonistic binders for hypoxia induced proteins
(eg. HIF1a); inhibitors of transcription factors that interfere with
dimerization or DNA-binding or cofactor binding (eg. Myc/Max); inducers
of differentiation; inhibitors of smad signaltling/translocation; inhibitors of
cellular adhesion interactions (cadherins, integrins, eg. pa5p1, avp3);
inhibitors of enzymes that degrade the extracellular matrix (eg. MMPs);
antagonistic binders for proangiogenic ligands (eg. soluble VEGF-R),
antagonistic binders to proangiogenic receptors; inhibitors of scaffoid
complex formation (eg. KSR/Ras); inbibitors of transtation initiation (eg.
elF4E, EIF2a); inhibitors of mitotic kinases (eg. Pik-1).

A nucleocapsid of a recombinant oncolytic paramyxovirus of any one of
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

EP2005012186

claims 1-10.

A genome of a recombinant oncolytic paramyxovirus of any one of

claims 1-10.

A DNA molecule encoding the genome and/or antigenome of a
recombinant oncolytic paramyxovirus of any-one of claim 1-10.

The DNA molecule of claim 13 operatively linked to a transcriptional
control sequence.

A cell comprising a recombinant oncolytic paramyxovirus of any one of
claims 1-10, a virus genome of claims 12 or a DNA molecule of claim 13

or 14,

A phamaceutical composition comprising a recombinant oncolytic
paramyxovirus of any one of claims 1-10, a virus genome of claims 12 or
a DNA molecule of claim 13 or 14 as an active ingredient optionally
together with pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or

adjuvants.

The pharmaceutical composition of claim 16 for the prevention and/or
treatment of cancer.

A method for the pravention and/or treatment of cancer comprising
administering a subject in need thereof a pharmaceutically effective
amount of a composition of claim 16 or 17.

The method of claim 13 wherein the subject is a human patient.

A recombinant oncoliytic pal_'g_r_rlyxovirus comprising a nucleic acid with at

34

least oné transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes
for a prodrug-converting enzyme that has a therapeutic activity when
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expressed by the virus-infected tumor cell.

21. A recombinant oncolytic paramyxovirus comprising a nucleic acid with at
least one transgene, wherein the nucleic acid of this transgene(s) codes
for a protease that has a therapeutic activity when expressed by the
virus-infected tumor cell.

22. A pharmaceutical composition comprising a recombinant oncolytic virus
of any one of claims 1 to 10, a virus genome of claim 12, and/or a DNA
molecule of claims 13 or 14 as an aclive ingredient optionally together
with pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or adjuvants,
which virus, virus genome and/or DNA molecule comprises at least one
transgene encoding for a prodrug-converting enzyme.

23. The pharmaceutical composition of claim 22 further comprising a
prodrug which can be converted into a therapeutically active compound
by the prodrug-converting enzyme encoded by the virus, virus genome
and/or DNA molecule of claim 22.

24. The pharmaceutical composition of claim 22 or 23 for treatment and/or
alleviation of a proliferative disorder.

25. A method for treatment of a proliferative disease, comprising
administering in a pharmaceutically effective amount to a subject in need
thereof O
(a) a recombinant oncolytic virus of any one of claims 1 to 10, a virus
genome of claim 12, and/or a DNA molecule of claims 13 or 14
comprising at least one transgene encoding for a prodrug-converting
enzyme, and '
(b) a prodrug suitable for treatment of the proliferative disease, which
prodrug can be converted info a pharmaceutically active compound
by the prodrug-converting enzyme of (a). - -
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26. A pharmaceutical composition comprising a recombinant oncolytic virus
of any one of claims | to 10, a virus genome of claim 12, and/or a DNA
molecule of claims 14 or 15 as an active ingredient optionally together
with pharmaceutically acceptable carriers, diluents andfor adjuvants,
which virus, virus genome and/or DNA molecule comprises at least one
transgene encoding fora protease.

27. The pharmaceutical composition of claim 26 for treatment and/or
alleviation of a proliferative disorder.

28. A method for treatment of a proliferative disease, comprising
administering in a pharmaceutically effective amount to a subject in need
thereof a recombinant oncolytic virus of any one of claims 1 to 10, a
virus genome of claim 12, and/or a DNA molecule of claims 13 or 14
comprising at least one transgene encoding for a protease.

kd/Clalms/36423PWO-claims06082 1. 0w
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EN MATERIA DE PATENTES
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Informe de Busqueda Internacional

(Articulo PCT 8, asi como reglas PCT 43 y 44)

Reterencin del solicitnte o del ugente PROCEDER Ver notificacidn formulario PCT/ISAR220, asi como, en lanto
53277AWO corresponda. el punto 5.abajo
Referencia Internacional Fucha de presentacion Intemacional Fecha de prioridad (la mis antigua)
(di/mes/aho)
PCT/EP 2005/012186 70.11.2005 12.11.2004

“Solicimnte

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Este Informe de Busqueda Intemacional fue elaborado por el Organismo de Busqueda Intemacional y, de acuerdo con
el articulo 18, es enviado a! solicitante. Se envla una copia a la Cficina Internacional.

Este informe de busqueda Internacional comprende, en total, 7 hojas.

Bd Ademas se adjunta una copia de cada uno de los anlecedentes del estado de la lécnica
mencionados en este Intorme

1. Fundamentos del Informe
a. Con respecto al idioma, la busgueda intemacional fue llevada a cabo sabre (a base de:
la solicitud intemacional en el idioma en que fue presentada
O una traduccion de la solicitud intemnacional al , que es el idioma de una traduccidn
suministrada a los fines de la busqueda intemacional (reglas 12.3(a) y 23.1 (b)).

b. B Conrespecto a los nuciedtidos y/o aminodcidos revetados en la sollcitud internaclonal, ver campo

N® 1
2. B Determinadas reivindicaciones no eran Investigables (ver campo II).
3 O Lainvencldn carece de unidad (ver campo |11).

4,  Con respecto al titulo,
B9 se aprueba el lexto preszntado por el solicitante.

O el texto fue establecido par el organismo como sigue:

5.  Con respecto al resumen,
B4  se aprueba el texto preszntado por el solicitante.

O el texto fue establecido por el crganismo, de acuerdo con la regla 38.2 b), en la version indicada en el
campo IV. El solicitante pusde presentar una posicion ante el organismo durante el transcurso de un
mes a partir de la fecha Je envio de este Informe de Busqueda Internacional.

6. Conrespecto & las llustraclones
a. Con el resumen se debe publicar la siguiente figura de Las llustraclones: figura N®
J  superida por el solicitante.
O seleccionada por el organismo, dado que e mismao solicitante no sugiere ninguna figura.

[0  seleccionada por el organismo, dado que esta figura caracteriza mejor la invencidn.

b. [ con elresumen no se publica ninguna de las ilustraciones

Foarmulariv PCT/ISA/210 (hoja 1) (abril de 2005)
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Campo |:_Secuencias de nucledtidos /o aminoécides {continuacidn del tem 1.b de la hoja 1)

Con respecio a cualquier secuencia de nucledtidos y/o aminoacidos revelados en la solicitud intemacional y

necesarios para la invencion reivindicada, ta bisqueda internacional fue llevada a cabo basada sobre:
a.  Tipo de material

un listado de secuencia
[T tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencia

b. Formato del material

B enpapel
B enforma electronica

[ Momenio de presentacidén/surinistro

€ contenido en la solicitud intemacional tal como fue presentada
[1 presentado con Ja soliciiud internacional en forma eltectrénica
(& suministrado posteriormente a los propdsitos de la busqueda

Adicionalmente, en caso de que fueran presentadas o suministradas mds de una versitn o copia
del listado de secuencia y/o tabla relacionada a éste, se suministra la declaracién raquerida de que
la infarmacidn incluida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntlca a aguella incluida en la
solicitud tal como fue presentada o no supera la solicitud tal como fue presentada, lo que sea
apropiado.

Comentarios adicionales
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A. CLASIFICACION DEL OBJETC DE LA SOLICITUD

INV. AGT1K35/76 CO7K14/115

Segun la clasificacidn internacional de patentes (IPK) o la clasificacién internacional la IPK

B. AMBITOS INVESTIGADOS

Material minimo investigado (Sistema de clasificacién y simboelos da clasificacion)

AG1K  C81K

Publicacionas investigadas pero no pertenecientes al material minimo investigado, en tanto pertenezcan al dmbito

investigado

Banco electronico de datos consultado durante la busqueda intemaciona! {nombre del banco de datos y expresiones

de bisqueda eventualmente empleadas)

EPO-Internal, WPI Data, BICSIS, MEDLINE

C. ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria’

Denominacién de la publicacidn, asi como, de ser requarido,
indicacion de los pasajes relevanies

Con referencia a
reivindicacion N°

X EBERT OLIVER ET AL: “Syncytia induction enhances the oncolilic potential of 1,26

CANCER RESEARCH, 1 MAY 2004

vol. 64, N° 9, 1 de mayo de 1994 (2004.05.01)
pp. 3265-3270

XP002384970

1SSN: 0008-5472

todo el documento

vesicular stomalits virus in virdtherapy for cancer” 8-10

13-21

— e Ml ——

Otras publicaciones estan listadas en Ia
continuacidn del campo C

B  Verfamilia de patentes en el anexo

Categorias particulares indicadas en publicaciones

“A" publicacion que define el estado general de la
técnica pero no considerada coma particularmente
importante

"B" documento anterior pero publicado recién o después
de la de |a fecha de presentacion intemaclonal

“L" publicacidn adecuada para hacer aparecer como
dudosa una reivindicacidn de priorldad, o mediante
la cual debe ser considerada la fect a de divulgacién
de otra publicacidn mencionada en el Informe de
busqueda o que es indicada por otri razdn particular
(como realizada)

"0" publicacién que se refiere a una revelacion oral, a
una utilizacién, a una exposicion o a oiras
disposiciones

“P"  publicacién realizada antes de la fecha de
presentacion internacional pero lueg o de la fecha de
prioridad reivindicada

“T" publicaciones posteriores a las difundidas en la
fecha de presentacldn internacional o de la fecha
de prioridad y que no colisionan con la eolicitud,
gino que solo estdn indicadas para mayor
entendimiento del principlo fundamental de (a
invencién o de la teoria sobre la cual se basa

“X" publicacién de particular Importancia: la Invencién
reivindicada no puede ser considerada, solo como
consecusncia de esta publicacidn, como novedosa
0 apoyarse en una actividad inventiva

“Y" publicacidon de particular importancia: la invencién
reivindicada no puede ser considerada como
apoyada en una actividad inventiva cuando puede
ser relacionada con una o© varias otras
publicaciones de esta categoria y lal relacion es
notoria para un especialisia

“&" publicacién que es miembro de la misma familia

Fecha de finalizacién de la busgueda internacional

Fecha de envio del Informe de Blsqueda Intenacional

13 de junio de 2006 28.06.2006
Nombre y Cédigo Postal de ISA Funclonario Apoderado
European Patent Office — P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk Schulz, R

Tel.: (+31-70) 340-2040; Tx: 31 651 epo nl
Fax: (+31-70) 340-3016

Furmulinio PCT/ASAR 10 (hoja 2) (abril 2005)
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C. {continuacién) ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria’

Denominacion de la publicacion, asi como, de ser requerido,
indicacion de los pasajes relevanies

Con referencia a
reivindicacion N°

X

POROSNICU MERCEDES =T AL: "The oncolitic effect of recombinant vesicular
stomatitis virus is enhanced by expression of the fusion cytosine deaminase/uracil
phosphoribosylransferase suizide gene”

CANCER PESEARCH. 1 DIC 2003

vol, 63, N® 23, 1 de diciambra de 20003 (2003.12.01),

pp. B366-8376

XP002384971

ISSN: 0008-5472

tedo el documento

RIES S J ET AL: "Oncolitic viruses for the treatment of cancer: curren! strolegies and
clinical trials"

DDT - DRUG DISCOVERY TODAY, ELSEVIER SCIENCE LTD, GB

vol 8, N° 17, septiembre 2004 (2004.09)

pp. 759-768,

XP004a534151

ISSN: 1259-6446

pp. 7685; figura 1; tablas 1, 2

HERMISTON TERRY ET AL: “Armed therapeulic viruses: Strategies and chalineges to
arming oncolitic viruses with trerapeutic genes®

CANCER GENE THERAPY,

vol 8, N® 12, diciembre 2002 (2002.12)

pp. 1022-1035,

XP002384972

ISSN: 0929-1903

todo el documento

WO 2005014017 A (SHINO, YUJI;, SUNQUCHI, KOUTA: ASANO, TAKEHIDE:
SHIRASAWA, HIROSHI)

17 de febrero de 2005 (2005.02.17)

resumen
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Campo ll: Observaclones acerca de porque determinadas relvindicaclonas no eran Investigables

{continuaclén del item 2 de la hoja 1)

Este Informe de Busqueda Intemacional no fue confeccionado con respecto a atgunas reivindicaciones, segon el
articulo 17(2)(a), por las siguientes razones:

1. H
2 0O
3. 04

Reivindicaciones N*. ,
porque se refieren a objetos que no requieren ser investigados por este Organismo, a saber:

A pesar de que las reivindicaciones 20, 21, 27 y 30 estén referidas a un método de
tratamiento del cuerpo humano/animal, fa biisqueda se lfevo a cabo y estuvo basada
sobre los efectos alegaclos del compuesto/composicion.

Reivindicaciones N
parque se refieren a partes de la Solicitud Internacional que no cumpien con loe requisitos prescriptos en
una extension que no permite llevar a cabo una busqueda intemacional, especificamente:

Reivindicaciones N°:
perque son reivindicacionas dependientes y no estan desarrolladas en acordanza con la segunda y 1a
tercera frase de la regla 6.4(a).

Campo |lI: Observaciones por falta de uniformidad de Ia invencién (continuacién del Item 3 de la hoja 1)

Este Organismo de Busqueda Internacional encontré invenciones multiples en esta solidtud Internacional, a saber:

ver hoja adicional

1 [0J Como todas las tasas adicionales fueron abonades en término por el solicitante, este Informe de
Busqueda Internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2 Como todas las reivindicaciones investigables pueden ser investigadas sin un esfuerzo que justifique una
tasa adicional. este Organismo no sollcita ninglin pago o tasa adicional.

3 O Como solo algunas de las tasas adicionales fueron abonadas en término por el solicitante, este Informe
de Busqueda Intemacional cubre solo aguellas reivindicaciones para los cuales fueron abonadas las
tasas, especificamente, las relvindicaciones N®:

4 O Ninguna de las tasas adicionales requeridas fue abonada en término por el solicitante. En consecuencia,
este Informe de Busqueda Intermacional esta restringido a I2 invencidn mencionada inlciaimente en las
reivindicaciones; la misma esti cubierta por las reivindicaciones N*:

Observaclones sobre protestas [OJ Les tasas adicionales fueron acompafiadas por la protesta

del solicitante

O Las tasas adicionales no fueron acompafiadas por
ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuncion de hoja | {2)} (enero 2004)

\A



Solicitud Internacional N® PCT/EP 2005/012186

MAS INFORMACION CONTINUADA DE PCT/ISA/210

Este Organismo de Busqueda internacional encontré multiples (grupos de)
invenciones en esta solicitud internacional, a saber:

1. reivindicaciones: 1-21 {(completas), 24-27 (parcialmente)

virus RNA recombinante oncolitico que comprende un acido nucleico que
codifica al menos un transgénico, por ejemplo, un proteina de enlace que
posee una aclividad terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral
infectada por el virus; una nucleocapside, un genoma, una molécula de
ADN de tal virus RNA oncolltico recombinante; una célula, una
composicidn farmacéutica que comprende tal virus RNA oncolitico
recombinante; su uso en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de cancer; una composicion farmacéutica que comprende el
virus. RNA oncolitico recombinante segun cualquiera de |Ias
reivindicaciones 1-12; un genoma de virus segun la reivindicacion 14 y/o
una molécula de ADN segun las reivindicaciones 15 o 16; etc., cuyo virus,
genoma de virus y/o molécula de ADN comprende al menos un transgénico
que codifica una enzima prodroga; su uso en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de cancer.

2. reivindicaciones: 22 (completa), 24-27 (parcialmente)

virus RNA recombinante oncolitico que comprende un acido nucleico que
codifica al menos un transgénico, por ejemplo, una prodroga que convierte
enzimas que posee una actividad terapéutica cuando es expresada por {a
célula tumoral infectada por el virus; una composicion farmacéutica que
comprende el virus RNA oncolitico recombinante segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-12; un genoma de virus segun la reivindicacién 14 y/o
una molécula de ADN segun las reivindicaciones 15 o 16; etc., cuyo virus,
genoma de virus y/o molécula de ADN comprende al menos un transgénico
que codifica una enzima prodroga; asi como su uso en la manufactura de
un medicamento pzra el tratamiento de cancer.

3. reivindicaciones: 23 (completa), 28-30 (parciaimente)

virus RNA recombinante oncolitico que comprende un acido nucleico que
codifica al menos un transgénico, por ejemplo, una proteasa que posee
una actividad terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral
infectada por el virus; una composicién farmaceéutica que comprende el
virus RNA oncolltico recombinante segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-12; un genoma de virus segan la reivindicacién 14 ylo
una molécula de ADN segun las reivindicaciones 15 o 16, etc., cuyo virus,
genoma de virus y/o molécula de ADN comprende al menos un transgénico
que codifica una proteasa; su uso en la manufactura de un medicamento
para el tratamiento de cancer.

\a\



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Detalle de publicaciones que pertenecan a la misma familia de patentes

Referancia Internacional

PCT/EP 2005/012186

Documentos de Patente
citados en el
Informe de Bisquada

Fecha de la publicacion

Miembros de la
familia de patentes

Fecha de |a publicacion

WO 2005014017 A

17.02.2005

NINGUNO

Formulario PCT/SA210 (Anexo lamilia de patentes} (enero 2004)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES
Remite; EL ORGANISMO DE BUSQUEDA PCT
INTERNACIONAL
NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DE
A BUSQUEDA INTERNAGIONAL Y DEL INFORME

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT
MUilersirasse 178

ESCRITO DEL QRGANISMO DE BUSQUEDA
INTERNAGIONAL O DE LA DECLARACION

13342 Beriin
Alemania (regla PCT N° 44.1)
Fecha da envlo {dla/mes/afio)
28.06.2006
Relerencia del Solicitante o Agent2 PROCEDER

Ver abajo, puntos 1y 4
53277AW0

Refarencia Internacional

Fecha de Presentacion Internacionat {d/a‘mes/afto}

PCT/EP 20057012186 10.11.2005

Solicitante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Se notifica al solicitante de la confeccidén del Informe de Bisqueda Intemacional y de la opinién escrita
del arganismo de bliscueda internacional y de que &2 los envia adjunto a la presente.

Presentacldn de modlificaclones y una declaraclén, segon articulo 19:
El solicitante puede modificar por su propia voluntad las reivindicaciones de la solicitud intemacional {ver
regla 46):
{Hasta cuando se pueden presentar las modificaclonas?
El plazo para la presentacién de tales modificaciones es usualmente de dos meses a partir del envio
de! Informe de Eusqueda Internacional.
¢DoOnde se deben praosentar las modificaciones?
Directamente en la Oflcina Intemacional de la WIPQO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-1211
Ginebra 20. Suiza, Telefax N® (41-22) 740.14.35

Instrucciones mas dotalladas se pueden obtener en las instrucciones de la hoja adjunta.
0 Se notifica &l solicitanie de que no se confecciona un Informe de Busquada Internaclonal y de gue, segun

el articulo 17{2)a. se sdjunta a la presente la daclaracién a tales efectos .y el informe escrito del Organismo
[l Acerca de la protesta contra el pago de una tasa adicional (tasas adicionales) segun la regla 40.2, se

la protesta y la resolucién han sido anviadas desds aqul a la Oficina Internacional, junto con su
solicitud de envio del texto, asi como el requerimianto del solicitante a los organismos designados de

O No existe todavia ninguna resolucién acerca de la objecdn; el solicitante sera informado en cuanto se

2.
de Busqueda Internac onal.
3.
notifica al solicitante q.Je
impulsar la objeién y la resolucidn,,
tome una resoluzion.
4.  Recordatorlos:

Brevemente tras el trascurso de 18 meses a partir de la facha de prioridad la Oficina Internacionat publicara la
solicitud internacional. Si el solicitante quiere impedir o postergar la publicacion, debe presentar en fa Oficina
tnternacional, segun la ragin 90bis.1 a 90bis.], antes de concluir las preparaciones técnicas para la publicacion
internacional, una declaracion acerca del desistimianto de la solicitud intemacional o de la reivindicacién de
prioridad.

El solicitante puede presentar en la Oficina Intemacional una posicién informal acerca del informe escrite del
Organismo de Busqueda Internacional. La Oficina Interngcional remite una copia de esta posicién a todos los
organismos designados en tanto no esié o recién hubiera sido confecclonado un Examen Preliminar
Internacional. Tal posicion lambién se hard pdblica, pero solo después de transcurrir 30 meses a partir de la
fecha de prioridad.

Cuando el solicitante desea postergar en hasta 30 meses (en algunos organismos hasta mas) a partir de (a fecha
de prioridad el ingreso en la fase nacional, debe presentar una solicitud de Examen Preliminar Internacional
dentro de los 19 meses a parlir de fa fecha de prioridad; de otra manera, para ingresar en la etapa de la fase
nacional, €l solicitante debe llevar a cabo, dentro de los 20 meses a parir de la fecha de prioridad, las gestiones
prescriptas por estos organismos,

£n olros organismos designados tamblan es valido el plazo de 30 mesas (o algun plazo mae large) cuando no se
presenta tal solicitud en el plazo de 19 meses.

Ver anexo del formulario PCT/IB/301. Indicaciones precisas de los plazos vilidos en los organismos individuales
se exhiben en PCT Applicants Guide, Volumen |l, capitulo nacional, asl como el sitio de Internet de WIPQ.

Nombre y Direccién Postal del Organismo de Busqueda
Internacional
Oficina de Patentes Europea, P.B. 5818 Patantiaan 2
ML - 2280 HV Rijswik
Tal. (+31-70) 340-2040, Tx; 31 651 apo nl
Fax: (+31-70) 340-3018

Funclonario Apederado

Reneé De Hoogd

Formularia PCT/ISA/220 (octubre 2005)

fVer inxirucciones on o adpniig
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INSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCTNSA/220

Estas Instrucciones son indicaciones bdsicas para la presentacién de modificaciones segun el articulo 19. Estas
obsarvaciones se basan sobre los requisitos del Tratado de Cooperacién Internaclonal en Materia de Patentes (PCT),
del reglamento de aplicacion y de [as normas administrativas del mismo. Ante diferenclas entre estas observaciones y
los textos mencionados anteriormente son decislvos los Uitimos, Otros detalles se pueden obtener en el Manual PCT

para solicitantes, una publicacion de la WIPO.
Las expresionas “articulo”, “vegla® y “pardgrafo” empleados en estas instrucciones se refieren siempre a las
disposiclones del Tratado PCT, al regtamento de aplicacién PCT o a las normas administrativas PCT.

INSTRUCGCIONES PARA MODIFICACIONES SEGUN ARTICULO 19

Luego de recibir el Informe ce Bisqueda Internacional y &l informe escrito del Organismo de Busqueda
Intemnacional, el solicitante tiene la posibilidad de modificar una vez las rivindicaciones de Ia sollcitud internacional. Sin
embargo, se debe hacer notar que, dado que todas las partes de la solicitud intemacional (reivindicaciones, descripcidn
y figuras) pueden ser modificados durante el Examen Preliminar Intemacional, no existe usualmente la necesidad de
presentar modificaciones de las reivindicaciones segiin el articulo 18, excepto cuendo el solicitante desea la
publicacién de estas reivindicaciories o presenta algun otro motivo para la modificacién de las reivindicaciones de su
publicacidn internacional, por ejemplo, a los fines de una proteccidn provisoria. También se enfatiza que una proteccion
provisoria se puede obtener 6olo €n algunos estados (ver PCT Appicants Guide, Volumen /A, Anexos B1 y B2).

Se hace notar al solicitante ¢l hecho de que las snmiendas de !a reivindicaciones segun el articulo 19 no son
admitida cuando el Organismo de Bisqueda Intermacional ha declarado, segun el articulo 17(2), que no se confecciond
un informe de busqueda intemacicnal (ver PCT Applicant's Guide, Volumen I/A, parrafo 298).

LQue partea de una solicltud internacional pueden ser modificadas?

En el marco del articulo 19 olo pueden ser modificadas las reivindicaciones.

£n la fase internacional, segtin ! articulo 34, las reivindicaciones también pueden ser modificadas {o

nuevamente modificadas) ante e! Organismo Encargado del Examen Preliminar internacional. Segun et articulo

34, la descripcion y las figuras solo pueden ser modificadas ante el organismo encargado del Examen Preliminar

Internacional.

Al ingresar en la fase naciona), segun el articulo 28 o, cuando correspnde, el articutoc 41, pueden ser modificadas
todas ias partes de la solicitud internacional.

(Hasta cuando se pueden presentar modificaclones?
Dentro de los dos meses a partir del envlo del informe de busqueda internactonal o dentro de dieciséis meses a
pariir de la fecha de prioridad, segtin el plazo que venza mas tarde. No obstante, las modificaciones son
consideradas como validas cuando son enviadas a la Oficina Internacional luege del plazo establecido pero antes
de la conciusion de las preparaciones técnlcas para la publicacién intemacional (regla 48.1).

¢Donda no se deben presentar las modificaciones?

Las modificaciones solo pueden ser presentadas ante la Oficina Intemacional y no en la Oficina de Ingreso o en
el organismo de busquedas internacionales (regla 46.2).

En caso de presentarse o haber presentado una solicitud de Examen Preliminar Intemacional, ver abajo.

{En que forma pueden ser llevadas a cabo modlficaciones?
Una modificacion puada proceder en la versidn presentada mediante la eliminacion de una o varias
reivindicaciones, mediante el agregado de una o varias reivindicaciones nuavas o medlante modificaciones de!
texto de una o varias reivindicaciones.

Se debe presentar una hoja de reemplazo por cada hoja de reivindicaciones que, como consecuericia de una o
varias modificaciones, se difsrencia de la presentada originalmente.

Todas las reivindicaciones que aparecen una hoja de reemplazo deben estar numeradas con cifras aribigas. Asi.

cuando se elimina una reivindicacion, las demds no deben ser numeradas nuevamenta. En el caso de una nueva

numeracion, las reivindicaciones deben ser numeradas en forma sucesiva (normas administrativas, item 205b)).

Las madificaciones deben estar redactadas en el idloma en gque fue publicada la solicltud Internaclonal.
£Qué documentos deben acompafar a las modificaclones?

Egcrito adjunto (itam 205b)):

Las modificaciones se deben presentar con un escrito adjunto.

El escrito adjunto no se publica junto con 1a solicitud internacional y las reivindicaciones modificadas. No se debe
confundir con “aclaracién se3an articulo 19(1)" (Ver abajo, "adaracién segon articuto 18(1)").

El escrito adjunto pueds eatar redactado, a elecclén de! soilcitante, en idioma Ingléds o francés. En
solicitaciones intemaclonales vertidas en Idioma inglés, el escrito adjunto debe estar redactado
asimismo en idloma Inglés v en las solicitudes Internacionales redactadas en Idloma francés en idloma
francés.

Instrucciones para MCT/ISA220 (haja 1) (ectubre 2005)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

Del ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT
A INFORME ESCRITO
ver formulario PCT/ASA/220 DEL ORGANISMC DE

BUSQUEDA INTERNACIONAL
(regla PCT N° 43bis.1}

Fecha de envio (dia/nes/afio)
ver formulario PCTASAR10 thoja 2)

Refsrencia del Solicitanie o Agente PROCEDER

Ver abajo, punto 2

ver formulario PCTASA/220
Referencia Internacional Fecha de Presentacién Internacional | Fecha de Prioridad
{dfa‘/mes/afio) (dla/mes/aflo)
PCT/EP 2005012186 10.11.2005 12.11.2004

Clasificacién Internacional de Patentes {IPK) o clasificacion nacional e IPK

INV. AG1K35/76, COTK14/115

Soilicitante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Este informe contiene indicaclones acerca de los siguientes puntos:

B CampoN°| Fundamento del informe

[J CampoN°Il Prioriiad

Bd CampoN°II No realizacién de dictamen alguno sobre novedad, actividad inventiva y aplicabilidad
industrial

Bd Campo NIV Falta de uniformidad de la invencion

B CampoNV Decle racién fundada segun regla PCT 43bis.1(a)(i} con respecto a ia novedad, la
actividad inventiva y |a aplicabilidad industrial; documentos y declaraciones dastinadas
a apeyar esta resolucion.

0 Campo N°VI Docunentos especlficos expuestos
0 Campo N° VI Falenclas especificas da la solicltud Intemacional
O CampoN°VIll Observacicnes especificas a la solicitud intemacional

2. PROCEDER
Cuando se solicita un Examen Preliminar Internacional, este informe es vilido como informe escrito del
organismo encargado de la busqueda intemacional {"IPEA"); esto no es asl cuando, seguin la regla 68.1bis(b}, el
solicitante elige otro organismo distinto a este como IPEA y el IPEA elegide informd a la Oficina Intemacional
que los informes escritos de este organismo de bisqueda intemacional no serén reconocidos.
Cuando este informe es valido como informe escrito de IPEA, tal como eetd previsto arriba, el solicitante es
intimado a presentar ante IPEA una posicidn por escrito, y cuando corresponde. modificaciones, en el plazo de 2
meses a partir de la fecha en la que fue remitide el formulario PCT/ISA/220 o en el plazo de 22 meses a partir
de 1a fecha de prioridad, segun el plazo que venza mas tarde.
Para otras opciones, ver formJlario PCT/ISA/220.

3.  Para otros detalles, ver las instrucclones del formularlo PCT/ISA/220.

Nombre y Direccién Postal del |SA Facha de confeccién de | Funcicnarlo autorizade

Oficina de Patentas Eurcpea — P.B. 5818 Palentlaan | este informe:

NL-2280 HV Rijswijk ~ Holanda ver formulario Schuiz, R

Tal- +31 70 340 - 2040; Tx: 31 651 epo nl PCT/ASA(210

Fex' +31 70 340 - 3016 Telkfono N° +31 70 340 - 4381

Furmiulatio PCTASA/237 (caratuln) (obril 2005)
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INFORME ESCRITO DEL Referencia Intermacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCY/EP 2005621286

Campo N°]

Fundamentc del informe

1.

Con respecto al ldloma, el inlorme fue confeccionado, basado sobre la solicitud internacional, en el idioma en
que fue presentada, en tanto an este punto no se indigue otra cosa.

m]

La solicitud internacional en ¢l idioma en que fue prasentada

El informe esta basado sobre una traduccién det idioma original al siguiente idioma, el que se trata del
idioma de la traduccion presentada a los efectos da la busqueda internacional (segon las reglas 123 y
23.1 bj).

Con respecto a la secuencla de nucledtidos y/o aminoAcidos revelada en |a solicitud interacional y
requerida para la invencion reivindicada, el informe fue confeccionado sobre la siguiente base:

=

Tipo de material

listado de secuencias

O tablas del listado de secuencias

Forma del material

B enforma escrita

pd enferma legible por computadora

Momento de |a presentacion

comprendida en |12 presentacidn internacional tal como fue presentada

[0 presentado, junto con |a solicitud internacional, en forma legible por computadora

X suministrado posieriormente ante el organismo a los efectos de la bisqueda
Habiendose presentado més de una version o copia de un protocolo de secuencias y/o ia tabla
correspondiente se deben presentar adicionalmente las declaraciones requeridas de que [a informacién

de las copias presentadas posteriormente o adicionales coincide con la versidn original de la solicitud o
gue no ia supera.

Qbservaciones adicionales

Fonnularie PCT/SAZ237 (abril 2005)
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INFORME ESCRITO DEL Referencia Internacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2005012186
Campo N° (Il No confecclén de un Informe con respecto a la novedad, 1a actlvidad inventivay la

aplicabilidzd industrial

La cuestién acerca de si la invenciin reivindicada parece ser novedosa, involucra aclividad inventiva (no obvia) o es
aplicable industriaimente no fue examinada con respacto a:

O toda la solicitud internacional
reivindicaciones N°: 20, 21, 27, 30 con respecto a la aplicabilidad industrial
porque

® las mencionadas solicitud intemacional completa o reivindicaciones N° 20, 21, 27, 30 se refieren al siguiente
objeto, el que no requiere un 2xamen preliminar internacional {aspecificar):

ver hoja ad)unta

[J Iadescripcidn, reivindicaciones o ilustraciones {indicar elementos particulares abajo) o las mencionadas
reivindicaciones N* son tan poco claras que no 58 puede confeccionar un informe coherente (especificar):

O las reivindicaciones o las mencionadas reivindicaciones N°  esta apoyadas tan inadecuadamente por la
descripgion que no se puede confeccionar un informe coherente.

& no se confecciond ningln informe de biisqueda para toda la solicitud o para las mencionadas reivindicaciones
20, 21,27, 30

O no se pudo confeccionar un ir forme coherente sin el listado de secuenclas; el solicitante, en ef plazo prescripto.

O no suministrd sobre papel un listado de secuencias que cumpla con el estandar provisto para ello en el
Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y tal listado no estaba dieponible para el Organismo de
Busqueda Intemacional en un formulario y manera aceptable.

[0 no suministré en forma electronica un listado de secuencias que cumpla con el estindar provisto para ello
en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y tal listado no estaba disponible para el Organismo de
Busqueda Intemacional en un formulario y manera aceptable.

0 no pagé |z tasa requerida por la presentacién tardia de un listedo de secuencias en respuesta a una
invitacién segin las reglas 13ter.1{a) o (b).

O no se pudo confecclonar un irforme coherente &in las tablas relacionadas con el listado de secuencias; el
solicitante no suministré en sl plazo prescripto tales tablas en forma electrdnica para cumplir con 108 requisitos
técnicos provistos para ello en el Anexc C de las Instrucciones Adminisirativas, y tal listado no estaba disponible
para el Organismo de Bosqueda Intemnacional en un formulario y manera aceptable.

O Ilas tablas relacionadas con el listado de secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos, si estan sélo en forma
legible por computadora, no cumplen con los requerimientos técnicos provistos por el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[ para otros detalles, ver hoja adjunta

Formuluriv PCT/ASA/237 (abril 2005)



INFORME ESCRITO_ DEL Referencia Intemacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2005012186

Campo N° IV Falta de uniformidad de la invenclén

1. [0 Enrespuesta a ta invitazién {formulario PCT/ISA/206) & pager tasas adicionales, el solicitante, dentro de
los correspondientes pliazos:

O hapagado las tatas adiclonales

[0 ha pagado las tasas adicionales bajo protesta y, si corresponde, lae tasas de protesta

O hapagado las tasas adicionales bajo protesta pero no pago la correspondiente tasa de protesta
O no ha pagado las lasas adicionales

2. [ Este Organismo encontrd que no se cumplen fos requisitos de unidad de la invencidn y opta per no invitar
al solicitante a pagar tasas adicionales

3. Este Organismo considera que los requisitos de unidad acordes con las reglas 13,1, 13.2y 13.3
O secumplien
X no se cumplen por las siguientes razones:
ver hoja adjunta

4, En consacuencia, este Informe ha sido confeccionado con respecto a las siguientes partes de la solicitud
internacional:

X todas las partes

O las partes relacionadas con las reivindicaciones N°. 1 {parcial), 2 (parcial), 6-8 {parcial}, 26, 27

Campo N°V Resoluclén fundada aagiin regia PCT 43b/s.1(a)(l) con respecto a la novedad, la actividad
inventiva y la aplicabllidad Industrlal; documentos y declaraclones destinadas a apoyar esta
resolucion

1. Resolucion

Novedad Si  Reivindicaciones: 3-5 7 11, 12, 21, 23-30
No Relvindicaciones: 1. 2 6, 810, 13-20, 22
Actividad inventiva 81 Reivindicaciones: 35 24-30
No  Relvindicaciones: 7.11,12, 21, 23
Aplicabilidad industrial Si  Reivindicaciones: 1-19, 22-26, 28, 29

No Reivindicaciones:
2. Documentos y declaraciones:

ver hoja adjunta

Formulario FCT/ISA/237 (ubril 2005)



INFORME ESCRITO DEL - .
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL POTEP 2008019186
{HOJA ADJUNTA)

Con respecto al item Il
No formulacion de un dictamen con respecto a la novedad, la actividad inventiva y la
aplicabilidad industrial

lil.1 Las reivindicaciones 20, 21, 27 y 30 se refieren a objetos considerados por este
Organismo cubiertos por las previsiones de la regla PCT 67.1(iv). En consecuencia, no se
formula un dictamen con resoecto a la aplicabilidad industrial del objeto de estas
reivindicaciones (articulo PCT 34(4)(a)(l)).

Con respecto al item 1V
Carencia de unidad de la invencion

IV.1.5e hace referencia a los siguientes documentos:

D1: Ebert, Q. et al (2004) Syncytia induction enhances the oncolitic potential of vesicular

stomatits virus in virotherapy for cancer. Cancer Research. 64(9), 3265-3270

D2: Porosnicu, M.(2003) The oncolitic effect of recombinant vesicular stomatitis virus is

enhanced by expression of the fusion cytosine deaminase/uracil
phosphoribosylransferase suicide gene. Cancer Research 63(23), 8366-8376

D3: Ries, S J and Brandts, C. H. (2004) Oncolitic viruses for the treatment of cancer:

current strategies znd ¢linical trials. DDT 9(17), 759-768,

IV.2 La presente solicitud se refiere a un virus RNA recombinante oncolitico que comprende un
acido nucleico que codifica al menos un transgénico, es decir, un proteina de enlace, una

enzima convertidora de prodroga o una proteasa, que posee una actividad terapéutica
cuando es expresada por fa célula tumoral infectada por el virus, asi como a

compaosiciones farmacéuticas tales como virus RNA recombinante oncolitico y su uso en la

manufactura e un medicamento para el tratamiento de cancer.

IV.2.1  Este Organismo considera que existen tres invenciones cubiertas por las
reivindicaciones, indicadas como sigue:

I. Las reivindicaciones: 1-21 (completas), 24-27 (parcialmente) estan relacionadas con
un virus RNA recombinante oncolitico que comprende un acido nucleico que codifica
al menos un transgénico, es decir, un protelna de enlace que posee una actividad
terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral infectada por el virus; una
nucleocapside, un genoma, una molécula de ADN de tal virus RNA oncolitico
recombinante; una célula, una composicién farmacéutica que comprende tal virus
RNA oncolitico recombinante; su uso en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de cancer; una composicién farmacéutica que comprende el virus RNA
oncolitico recombinante segun cualguiera de las reivindicaciones 1-12; un genoma de
virus segdn la reivindicacion 14 y/fo una molécula de ADN segun las reivindicaciones
15 0 16; etc., cuyo virus, genoma de virus y/o molécula de ADN comprende al menos
un fransgénico que codifica una enzima prodroga; su uso en la manufactura de un

medicamento para el tratamiento de cancer.

Il. lLas reivindicaciones: 22 {completa), 24-27 {parciaimente) estan relacionadas con un
virus RNA recombinante oncolltico que comprende un acido nucleico que codifica al
menos un transgénico, es decir, una prodroga que convierte enzimas que posee una
actividad terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral infectada por el virus;
una composicion farmacéutica que comprende el virus RNA oncolltico recombinante
segun cualguiera de las reivindicaciones 1-12; un genoma de virus segun [a
reivindicacion 14 yfo una molécula de ADN segun las reivindicaciones 15 o 16; etc.,
cuyo virus, genoma de virus y/o molécula de ADN comprende al menos un
transgénico que codifica una enzima prodroga; asi como su uso en la manufactura de

un medicamento para el tratamiento de cancer.

Fomulario PCT/ASA/237 (hajn adjunta) (hoja | XEPO — abril 2005)
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Las reivindicaciones: 23 (completa), 28-30 (parcialmente) estan relacionadas con un
virus RNA recombinante oncolitico que comprende un acido nucleico que codifica al
menos un transgénice, es decir, una proteasa que posee una actividad terapéutica
cuando es expresada por la célula tumoral infectada por el virus; una composicién
farmacéutica que comprende el virus RNA oncolitico recombinante segun cualquiera
de fas reivindicacicnes 1-12; un genoma de virus segun la reivindicacién 14 y/o una
molécula de ADN segun las reivindicaciones 15 o 16; etc., cuyo virus, genoma de
virus y/o molécula de ADN comprende al menos un transgénico que codifica una
proteasa; su uso en la manufactura de un medicamento para el tratamiento de
cancer.

Las razones por las cuales estas invenciones no estan derivadas como para formar
un concepto inventivo general individual, como lo requiere la regia PCT 13.1, son las
siguientes:

D1 da a conocer la construccion de un “virus RNA oncolitico recombinante”, es decir,
un virus de estomalitis vesicular (V3V) recombinante que “comprende un acido
nucleico con al menos un transgénico®, es decir, una proteina mutante de NDV
{L289A), "en la cual el &cido nucleico de este(os) transgénico(s) codifican para una
protelna de enlace", es decir, la proteina F o proteina de fusién requerida para la
fusion de membrana (fig. 1, fig. 6), “que posee una actividad terapéutica cuando es
expresada por la celula tumoral infectada por el virus®, es decir, la expresidn con la
que accede a propiedades oncollticas mejoradas frente al carcinoma hepatocelular
multifocal (HCC) en el higado de ratas inmunocompetentes (resumen).

Ademas, D2 da a conocer un “virus RAN oncolltico recombinante”, es decir, un VSV
recombinante que “comprende un acide nucleico con al menos un transgénico, en el
cual el Acido nucleico de este{os) transgénico(s) codifican para una enzima
convertidora de prcdroga”, es decir, para la expresion del gen suicida de fusidn E. coli
cytosina deaminasa (CD} / fosforibosil transferasa (UPRT} - un sistemna de enzimas
prodroga bien caracterizado que funciona similarmente al paradigma de herpesvirus
TK “que posee una actividad terapéutica es expresado por la célula tumoral infectada
por el virus, es decir, se comprobé que la insercion del gen de fusion CD f UPRT
potencia la eficiencia oncolltica del VSV.

A la luz del estado de [a técnica, el problema subyacente en la presente solicitud
puede ser considerado como la provisién de otros virus RNA oncoliticos
recombinantes que comprenden un acido nucleico que codifica para al menaos un
transgénico que posee una actividad terapéutica cuando es expresado por la célula
tumoral infectada por el virus.

En vista del hecho de que tales virus RNA oncollticos recombinantes ya han sido
revelados en el estado de la técnica, (D1, D2), debido a la diferencia esencial entre
los respectivos trarisgénicos que representan las tres soluciones alternativas y debido
al hecho de que no se puede distinguir otra caracteristica técnica que, a la luz del
estado de la técnica, pueda ser considerada como caracteristica técnica acorde con
la regla PCT 13.1, no se puede identificar ningun concepto inventivo individual (regla
PCT 13.1) que sirva de base a estas tres soluciones reivindicadas por la presente
solicitud.

En consecuencia, el grupo de reivindicaciones no estan derivadas por caracteristicas
técnicas especiales comunes o correspondientes y las diferentes invenciones no
estan derivadas por un concepto inventivo general individual.

Por ello, esta soliciud ne cumple los requisitos de unidad de invencidn tal como estan
definidos en las reglas PCT 13.1 y 13.2.

Con respecto al item V
Declaracion fundada con raspecto a la novedad, la actividad inventiva y la aplicabilidad
industrial; menciones y explicaciones que apoyan tal declaracion

V.1 Novedad (articulo PCT 33(1)(2))

Fonnulario PCT/ISAR237 (hoja adjuntu) (hojn 2{EMO - abril 2005)
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V.1.2 La presente solicitud no cumple los criterios del articulo PCT 33(1) porque el objeto

V.1.21

V.1.2.2

V.1.2.3

V.3

V.31

V.3.2

V.33

de las reivindicaciones 1, 2, 6, 8-10, 13-20 y 22 no es novedoso en el sentido del
articulo PCT 33(2).

D1 da a conacer la construccion de un virus de estomatitis vesicular recombinante
(VSV) capaz de inducir formacién de syncytia entre células tumorales mediante fusion
de membrana a pH neutro. El virus desarrolla propiedades oncolfticas mejoradas
frente a un carcinoma hepatocelular mulitifocal (HCC) en el higado de ratas
inmunocompetentes (resumen). En realidad, el VSV recombinante revelado en tal
documento es perjudicial con respecto a la novedad de los objetos de las
reivindicaciones 1, 2, 6, 8-10, 13-20, desde que tal VSV recombinante es “un virus
RNA oncolitico que comprende un acido nucleico con al menos un transgénico”, es
decir, una proteina mutante de NDV (L289A), en el cual el acido nucleico de este{os)
transgénico(s) codifican para una protelna de enlace, es decir, |la proteina F o
proteina de fusién requerida para la fusidn de membrana (fig. 1, fig. 6), que posee una
actividad terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral infectada por el virus,
es decir, la expresiin con |2 que accede a prapiedades oncollticas mejoradas frente
al carcinoma hepatacelular multifocal (HCC) en el higado de ratas
inmunocoempetentes.

D2 da a conocer un VSV recombinante para la expresion del gen suicida de fusion E.
coli cytosina deaminasa (CD) / uracil fosforibosiltranferasa (UPRT) - un sistema de
enzimas prodroga bien caracterizado que funciona similarmente al paradigma de
herpesvirus TK, Se comprobd que fa insercién del gen de fusion CD / UPRT potencia
la eficiencia oncolltica del VSV. Se genera un fuerte efecto colateral que contribuye a
la activacion del sistema inmune general frente al tumor sin alterar negativamente la
cinética de la oncolisis mediada por el virus. Se discute la utilidad def virus en el
tratamiento de enfermedades malignas.

A la luz de la revelzacién de D2, el objeto de la reivindicacion 22 no puede ser
considerado como novedoso en el sentido del artlculo PCT 33(1)(2).

El objeto de las reivindicaciones 7, 11, 12, 21, 23-30 no parece ser novedoso con
respecto al estado de la técnica, y no cumple los requisitos del articulo PCT 33(1)(2).

Actividad inventiva (articulo PCT 33(2)(3))

La presente solicitud no cumple el criterio del articulo PCT 33(1), perque el objeto de
las reivindicaciones 7, 11, 12, 21 y 23 no involucran una actividad inventiva en el
sentido del articulo PCT 33(3).

En vista de la revelacion de D1, es decir, dando ya a conocer "un virus RNA oncolitico
recombinante que comprende al menos un fransgénico en el cual el acido nucleico de
este(os) transgénico(s) codifican para una proteina de enlace que posee una
actividad terapéutica cuando es expresada por la célula tumoral infectada por el
virus”, el experto es considerada como suficientemente capaz de seleccionar
cualquier proteina de enlace de interés e inserta el respectivo cédigo de acido
nucleico en el virus RNA, arribando con ello al objeto de las reivindicaciones
dependientes 7, 11, 12 y 21 sin ejercitar una actividad inventiva.

Los documentos D1 y/o D2 pueden ser considerados como el estado de la técnica
mas cercano para «l objeto de la reivindicacion 23, dando a conocer virus RNA
oncoliticos recombinantes que comprenden una codificacion transgénica tanto para
una protelna de enlace {D1) como para una enzima convertidora de prodroga (D2)
gque posee una actividad terapéutica cuando estan expresadas por la célula tumoral
infectada por el virus.

El objeto de la reivindicacion 23 difiere en que se relaciona un virus RNA oncolitico
recombinante que comprende al menos un transgénico, en el cual el Acido nucleico
de este(os) transgénico(s) codifica(n) para una proteasa que posee una actividad
terapéutica cuando esta expresada por la célula tumoral infectada por el virus.

Formuleria PCTASA/237 {hoja acjunta) (haju 3)(EPO — abril 2005)
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V.34

El problema a resoiver puede ser considerado como la provisién de otros virus RNA
oncoliticos recombinantes que comprenden al menos una codificacion transgénica
para una proteina ¢ue posee una actividad terapéutica cuando esta expresada por la
célula tumoral infectada por el virus.

No obstante, ante el hecho de que el concepto “virus armados terapéuticamente” esta
bien establecido er el estado de 1a técnica (D3), el experto parece ser
suficientemente capaz de seleccionar otros transgénicos, por ejemplo, una proteasa
que posea un efecto beneficioso en la célula tumoral infectada. En consecuencia,
él/ella puede arribar a la solucidn propuesta por la reivindicacion 23 sin ejercitar
ninguna actividad inventiva. Por ello, el objeto de la reivindicacion 23 no puede ser
considerado como cumpliendo los requisitos del articulo PCT 33(1)(3).

Ninguno de los documentos da a conocer o provee algun incentivo para la generacién
de las composiciones farmacéuticas mencionadas en las reivindicaciones 24 & 28, y
el abjeto de tales reivindicaciones puede, en principio, aparecer como comprendiendo
una actividad inventiva. No obstante, dado que la presente solicitud no da a conocer
ninguna de estas composiciones farmacéuticas, el objeto de las reivindicaciones 24-
30 no puede ser considerado como una solucion de un problema técnico y, en
consecuencia, no cumple los requisitos del articule PCT 33(1)(3). En linea con el
razonamiento anterior (V.3.3), el objeto de las reivindicaciones 24-30 es considerado
otro virus RNA oncalitico recombinante que comprenden al menos una codificacion
transgénica para una o mé&s protelnas que posee(n) una actividad terapéutica cuando
estan expresadas por la célula tumoral infectada por el virus.

V.4 Aplicabilidad industrial (articulo PCT 33(1))

V.41

Para ia evaluacién de las presentes reivindicaciones 20, 21, 27 y 30 acerca de la
cuestién de si son aplicables industriaimente no existe un criterio unificado en los
estados dignatarios del PCT. La patentabilidad puede depender entonces de la
formulacion de las eivindicaciones. La EPO, por ejemple, no reconoce como
industrialmente aplicable el objeto de reivindicaciones destinado el uso de un
compuesto en tratamientos medicinales, pero permite, no obstante, reivindicaciones
de un compuesto novedoso para un primer uso en tratamientos medicinales y el uso
de un compuesto de tal tipo en la manufactura de un medicamento destinado a un
nuevo tratamiento medicinal.

Fonnulsrio PCTASAS2YT (hoja adjunia) (hojn 4{EPO — abril 2003}
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Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been estatfishad in raspect of cenlain claims under Article 17(2}{a) for the following reasons:

1. m Claims Nos.: -
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2, D Claima Nos.:
bacause they ralate to paris of the Intemational Application that do not comply with the prescribed requiremants to such

an extent that no meaninglul Intamational Search ¢an be carried out, spacificatly:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Although ctaims 20, 21, 27 and 30 are directed to a method of treatment of the

Box lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

-h

. I:] As all required additional search feas were timely pald by the applicant, this International Search Report covers all
searchabie claims, ;

2, m As all searchable claims could be searched vithout effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additicnal fee.

[

X D As only soma of the required additional search feas wera timaly paid by the applicant, this International Search Report
covers only those claims for which fees ware paid, spacifically claims Nos.:

4, D No required addHional search fees ware timely paid by the ubplicanl. Consequently, this intemnational Search Report is
restricted to the invention first mentioned In th2 claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-21 (complete), 24 - 27 (in part)

recombinant oncolytic RNA virus comprising a nucleic acid
coding for at least one transgene, i.e. a binding protein
having a therapeutic activity when expressed by the virus
infected tumor cell; a nucleocapsid, a genome, a DNA
molecule of said recombinant oncolytic RNA virus; a cell, a
pharmaceutical composition comprising said recombinant
oncolytic RNA virus; its use for the manufacture of a
medicament for the treatment of cancer; a pharmaceutical
composition comprising the recombinant oncolytic RNA virus
of any of claims 1 - 12, a virus genome of claim 14, and/or
a DNA molecule of claims 15 or 16 etc. which virus, virus
genome and/or DNA molecule comprises at least one transgene

encoding for a prodrug enzyme; its use for the manufacture
of a medicament for the treatment of cancer.

2. claims: 22 (complete), 24 - 27 (in part)

recombinant oncolytic RNA virus comprising a nucleic acid
coding for at least one transgene, i.e. a prodrug converting
. enzyme having a therapeutic activity when expressed by the
virus infected tumor cell; a pharmaceutical composition
comprising the recombinant oncolytic RNA virus of any of
claims 1 - 12, a virus genome of claim 14, and/or a DNA
molecule of claims 15 or 16 etc. which virus, virus genome
and/or_DNA molecule comprises at least one transgene
encoding for a prodrug enzyme as well as fts use for the
manufacture of a medicament for the treatment of cancer.

3. claims: 23, 28 - 30 (complete)

recombinant oncolytic RNA virus comprising a nucteic acid
coding for at least one transgene, i.e. a protease having a
therapeutic activity when expressed by the virus infected
tumor cell; a pharmaceutical composition comprising the
recombinant oncolytic RNA virus of any of claims 1 - 12, a
virus genome of claim 14, and/or a DNA molecule of claims 15
or 16 etc. which virus, virus genome and/or DNA molecule
comprises at least one transgene encoding for a protease as
well as 1ts use for the manufacture of a medicament for the

treatment of cancer.
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1. This opinion contains indications relating to the folowing items:

& Box No. | Basis of the opinion
O BoxNo.it  Priority
B BoxNo. Il  Non-establishment of opinion with regard io novelty, inventive step and industrial applicability

X BoxNo.IV Lack of unity of invention

& BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1 (a)(i} with regard to novelty, inventive step or industrial
applicabllity; cltations and explanations supporting such statement

O BoxNo. VI Certain documents cited

O Box No. VIl  Certain defects in the international application

[J Box No. VIll Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considerad to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authorlty ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
Intemational Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority C)

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the explration of 22 months from the priority date,

whichever expires later.
For further options, see Form PCTASA220,
3.  Forfurther details, see notes to Form PCTASA220.

Name and mailing address of the ISA: Date of completion of Authorized Officer
this opinlon f""ﬁﬁ
European Patent Office - P.B. 5818 Patentida >
NL-2280 HV Rijswilk - Pays Bas ;%%;;‘g:m Schulz, R i g)) ,;
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo ni LY &
Fax: +31 70 340 - 3016 Telephone No. +31 70 340-4381 -
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Box No.| Bagls of the opinlon

1. With regard fo the language, this opinion has been established on the basis of:

&  the international application in the language in which it was filed

O a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acld sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
& - asequence listing
O table(s) related to the sequence listing

b. format of material:
& on paper
B in electronic form

" c. time of filingAurnishing:

contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in electronic form.

B fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. & in addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as

appropriate, were furished.

4. Additional commenis:

Form PCTASA/237 (April 2005)
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Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabliity

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

(]
X

the entire international application

claims Nos. 20, 21, 27, 30 with regard to industrial applicability

because:

the said international application, or the said claims Nos. 20, 21, 27, 30 relate to the following subject
matter which does not require an international search (spacify):

se0 separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (spscify):

no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos. 20, 21,
27, 30

a meaningful opinion coukd not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O fumish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not availabie to the Intemational Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, fumish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

the tables related to the nucleotide andior amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See Suppiemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)
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Box No. IV Lack of unity of invention

1. 01 In response to the invitation (Form PCTIISA/ZOG) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

O paid additional fees

0O paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee

O paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
O not paid additional fees

2. This Authority found that the requirament of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

O complied with
B not complied with for the following reasons:

see soparate sheet
4. Consequently, this report has been estzblished in respect of the following parts of the international application:

& all parts.
O the parts relating to claims Nos.

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yos: Claims 3-5,7,11,1221,23-30
No: Claims 1,2,6,8-10,13- 20, 22
Inventive step (IS) Yes: Claims 3-5,24-30
No: Claims 711,12, 21,23

Industrial applicability ({A) Yes: Claims 1-19, 22 - 286, 28, 29
. No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2005)
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Re item Il
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicability

l1.1 Claims 20, 21, 27 and 30 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims

(Article 34(4)(a)(l) PCT).

Re ltem IV
Lack of unity of invention

IV.1 Reference is made to the following document: O

D1: Ebert, O. et al. (2004} Syncytia induction enhances the oncolytic potential of
vesicular stomatitis virus in virotherapy for cancer. Cancer Research 64(9), 3265 -

3270.

D2: Porosnicu, M. {(2003) The oncolytic effect of recombinant vesicular stomatitis virus
is enhanced by expression of the fusion cytosine deaminase/uracil
phospheribosyltransferase suicide gene. Cancer Research 63(23), 8366 - 8376.

D3: Ries, S. J. and Brandts, C. H. (2004) Oncolytic viruses for the treatment of cancer:
current strategies and clinical trials. DDT 9(17), 759 - 768.

IV.2 The present application relates to recombinant oncolytic RNA viruses comprising a
nucleic acid coding for at least one transgene, e. a binding protein, a prodrug converting
enzyme or a protease having a therapeutic activity when expressed by the virus infected @
tumor cell as well as a pharmaceutical compositions such a recombinant oncolytic RNA
virus and its use for the manufacture of a medicament for the treatment of cancer.

v.2.1 This Authority considers that there are three inventions covered by the claims
indicated as follows: -

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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I:  Claims 1 - 21 (completely), 24 - 27 (in part) directed to a recombinant oncolytic
RNA virus comprising a nucleic acid coding for at least one transgene, i.e. a
binding protein having a therapeutic activity when expressed by the virus infected
tumor cell; the respective nucleocapsid, genome, DNA molecule of the
recombinant oncolytic RNA virus; a cell, a pharmaceutical composition comprising
said recombinant oncolytic RNA virus; its use for the manufacture of a medicament
for the treatment of cancer; a pharmaceutical composition comprising the
recombinant oncolytic RNA virus of any of claims 1 - 12, a virus genome of claim
14, and/or a DNA molecule of claims 15 or 16 etc. which virus, virus genome
and/or DNA molecule comprises at least one transgene encoding for a prodrug
enzyme, its use for the manufacture of a medicament for the treatment of cancer.

fl:  Claims 22 (completely), 24 - 27 (in part) directed to a recombinant oncolytic RNA
virus comprising a nucleic acid coding for at least one transgene, i.e. a prodrug
converting enzyme having a therapeutic activity when expressed by the virus
infected tumor cell; a pharmaceutical composition comprising the recombinant
oncolytic RNA virus of any of claims 1 - 12, a virus genome of claim 14, and/or a
DNA molecule of claims 15 or 16 etc. which virus, virus genome and/or DNA
molecule comprises at least one transgene encoding for a prodrug enzyme as well
as its use for the manufacture of a medicament for the treatment of cancer.

ll:  Claims 23 (completely), 28 - 30 (in part) directed to a recombinant oncolytic RNA
virus comprising a nucleic acid coding for at least one transgene, i.e. a protease
having a therapeutic activity when expressed by the virus infected tumor cell; a
pharmaceutical composition comprising the recombinant oncolytic RNA virus of any
of claims 1 - 12, a virus genome of claim 14, and/or a DNA molecule of claims 15
or 16 etc. which virus, virus genome and/or DNA molecule comprises at least one
transgene encoding for a protease as well as its use for the manufacture of a
medicament for the treatment of cancer.

Iv.2.2 The reasons for which these inventions are not so linked as to form a single
general inventive concept, as required by Rule 13.1 PCT, are as follows:

D1 discloses the construction of "a recombinant oncolytic RNA virus", i.e. a

Form PCT/ISA/237 (Separate Shest) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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recombinant vesicular stomatitis virus (VSV),"comprising a nucleic acid with at least
one transgene”, i.e. a mutant (L289A) F protein from NDV, "wherein the nucleic
acid of this transgene(s) codes for a binding protein”, i.e. the F protein or fusion
protein that is required for membrane fusion (Fig. 1, Fig. 6), "that has a therapeutic
activity when expressed by the virus-infected tumor cell”, i.e. the expression of
which led to enhanced oncolytic properties against multifocal hepatocellular
carcinoma (HCC) in the livers of immunocompetent rats (abstract).

Moreover, D2 discloses "a recombinant oncolytic RNA virus®, i.e. a recombinant
VSV "comprising a nucleic acid with at least one transgene, wherein the nucleic
acid of this transgene(s) codes for a prodrug-converting enzyme", i.e. for the
expression of the fusion suicide gene E. coli cytosine deaminase (CD) / uracil
phosphoribosyl transferase (UPRT) - a well-characterised enzyme prodrug system
that functions similar to the herpesvirus TK paradigm "that has a therapeutic
activity when expressed by the virus-infected tumor cell, i.e. the insertion of the O
fusion CD / UPRT gene was found to potentiate the oncolytic efficiency of VSV.
In light of the prior art, the problem underlying the present application can be
regarded as the provision of further recombinant oncolytic RNA viruses comprising
a nucleic acid coding for at least one transgene having a therapeutic activity when
expressed by the virus infected tumor cell.

in view of the fact that such recombinant oncolytic RNA viruses have already been
disclosed in the prior art (D1, D2), due to the essential difference between the
respective transgenes representing the three alternative solutions and due to the
fact that no further technical feature could be distinguished which in the light of the
prior art could be regarded as special technical feature according to Rule 13.1
PCT, no single inventive concept (Rule 13.1 PCT) underlying these three solutions
claimed by the present application could be identified.

Consequently, the groups of claims are not so linked by common or corresponding
special technical features and the different inventions are not so linked by a single O
general inventive concept.

The application, hence does not meet the requirements of unity of invention as
defined in Rules 13.1 and 13.2 PCT.

Re item V

Reas ned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheat 3) (EPO-April 2005)
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citations and explanations supporting such statement

V.1 Novelty (Art. 33(1)(2) PCT)

V.i.2 The present application does not meet the criteria of Art. 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1, 2, 6, 8 -10, 13 - 20 and 22 is not new in the sense of

Art. 33(2) PCT:

V.1.21 D1 discloses the construction of a recombinant vesicular stomatitis virus (VSV)
capable of inducing syncytia formation between tumour cells through membrane
fusion at neutral pH. The virus displayed enhanced oncolytic properties against
multifocal hepatocellular carcinoma (HCC) in the livers of immunocompetent rats
(abstract). In fact, the recombinant VSV disclosed by said document is prejudicial
with regard to novelty of subject-matter of claims 1, 2, 6, 8 - 10, 13 - 20, since said
recombinant VSV is "an oncolytic RNA virus comprising a nucleic acid with at least
one transgene”, i.e. a mutant (L289A) F protein from NDV, wherein the nucleic acid
of this transgene(s) codes for a binding protein, i.e. the F protein or fusion protein
that is required for membrane fusion (Fig. 1, Fig. 6), that has a therapeutic activity
when expressed by the virus-infected tumor cell, i.e. the expression of which led
to enhanced oncolytic properties against multifocal hepatocellular carcinoma (HCC)
in the livers of immunocompetent rats.

V.1.22 D2 discloses a recombinant VSV for the expression of the fusion suicide gene E.
coli cytosine deaminase (CD)/uracil phosphoribosyitransferase (UPRT) - a
well-characterised enzyme prodrug system that functions similar to the herpesvirus
TK paradigm. The inseriion of the fusion CD/UPRT gene was found to potentiate
the oncolytic efficiency of VSV. A strong bystander effect was generated that
contributed to the activation of the immune system against the tumour without
detrimentally altering the kinetics of the virus-mediated oncolysis. The virus
usefulness for the treatment of malignant diseases is discussed.

In the light of D2's disclosure, subject-matter of claim 22 cannot be considered as
novel in the sense of Art. 33(1)(2) PCT.

V.1.2.3 Subject-matter of claims 7, 11, 12, 21, 23 - 30 appears to be novel over the art and

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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to meet the requirements of Art. 33(1)(2)PCT.

V.3 Inventive step (Art. 33(2)(3) PCT)

V.3.1 The present application does not meet the criteria of Art. 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 7, 11, 12, 21 and 23 does not involve an inventive step in

the sense of Art. 33(3) PCT:

V3.2 In view of D1's disclosure, i.e. already disclosing "a recombinant oncolytic RNA
virus comprising at least one transgene, wherein the nucleic acid of this
transgene(s) codes for a binding protein that has a therapeutic activity when
expressed by the virus-infected tumor cell", the skilled person is considered as
sufficiently enabled to chose any binding protein of interest and insert the
respective nucleic acid coding for it into the oncolytic RNA virus thereby arriving ato
the subject-matter of dependent claims 7, 11, 12 and 21 without the exercise of

any inventive activity.

V.33 The documents D1 and/or D2 can be considered as closest prior art for subject-
matter of claim 23 disclosing recombinant oncolytic RNA viruses comprising a
transgene coding for either a binding protein (D1) or a prodrug-converting enzyme
(D2) that have a therapeutic activity when expressed by the virus-infected tumor
cell. :

Subject-matter of claim 23 differs in that it refers to a recombinant oncolytic RNA
virus comprising at least one transgene, wherein the nucleic acid of this
transgene(s) codes for a protease that has a therapeutic activity when expressed
by the virus-infected tumor cell.

The problem to be solved may therefore be regarded as the provision of further
recombinant oncolytic RNA viruses comprising at least one transgene coding for O
a protein having a therapeutic activity when expressed by the virus-infected tumor
cell.

However, given the fact that the concept of "armed therapeutic viruses” is well
established in the art (D3), the skilled person appears sufficiently enabled to
choose another transgene, e.g. a protease having a beneficial effect in the virus-
infected tumour cell. Consequently, he/she wouid arrive at the solution provided by

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet} (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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claim 23 without the exercise of any inventive activity. Subject-matter of claim 23
therefore cannot be considered as meeting the requirements of Art. 33(1)(3) PCT.

V.34 None of the documents neither discloses nor provides any incentive for the
generation of the pharmaceutical compositions referred to in claims 24 and 28, the
subject-matter of said claims might be in principie appear as comprising an
inventive step. However, since the present application does not disclose any such
pharmaceutical composition either, subject-matter of claims 24 - 30 cannot be
considered as a solution of a technical problem and consequently does not meet
the requirements of Art. 33(1)(3) PCT. In line with the above reasoning (V.3.3),
subject-matter of claims 24 - 30 is considered as just another recombinant
oncolytic RNA virus comprising at teast one transgene coding for one or more
proteins that has/have a therapeutic activity when expressed by the virus-infected

tumor cell.

V.4 Industrial applicability (Art. 33(1) PCT)

V.4.1 For the assessment of the present claims 20, 21, 27 and 30 on the question
whether they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the formulation
of the claims. The EPO, for example, does not recognize as industrially applicable
the subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but
may allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment
and the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new

medical treatment.
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