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DESCRIPCION
Inmunoterapia de vacuna para pacientes inmunosuprimidos
La presente invencion se refiere a una terapia de vacuna para pacientes con cancer

Se ha vuelto cada vez mas evidente que los canceres humanos tienen antigenos, que si reaccionan con los
sistemas inmunitarios del huésped, conducen a regresién tumoral. Estos antigenos se han definido mediante
enfoques inmunitarios tanto serolégicos como celulares. Esto ha conducido a la definicién de epitopos tanto de
células B como T (Sahin U, et al, Curr Opin Immunol 9:709-715, 1997; Van der Eynde, B, et al. Curr Opin Immunol
9:684-693, 1997; Wang RF, et al., Immunologic Reviews 170:85-100, 1999). Basandose en estos resultados, se ha
convertido en un objetivo de los inmunoterapeutas del cancer inducir regresiones de tumores. Sin embargo,
histéricamente, los esfuerzos satisfactorios han sido esporadicos y generalmente minoritarios en cuanto a frecuencia
y magnitud.

Un problema fundamental en el esfuerzo por inmunizar pacientes con cancer es que el estado que lleva el tumor
esta asociado con mecanismos inmunosupresores derivados tanto del tumor como del sistema inmunitario alterado
del huésped (Kavanaugh D Y, et al, Hematol-Oncol Clinics of North Amer 10(4):927-951, 1996), haciendo de ese
modo la inmunizacion dificil y hasta ahora imposible en una base constante. La reducciéon o supresiéon inmunitaria
implica una capacidad reducida del sistema inmunitario para responder. Tal supresiéon puede estar inducida por
enfermedades o farmacos. El estado puede estar inducido por farmacos por el tratamiento, inducido por virus como
en el SIDA o inducido por un estado patoldgico tal como cancer. El sistema inmunitario en este estado esta
desactivado de manera eficaz.

Se han desarrollado una variedad de estrategias de inmunizacion tumoral. Sin embargo, todas las estrategias de
este tipo son complejas y se desvian significativamente de las estrategias de inmunizacién convencionales usadas
para enfermedades infecciosas (Weber J. Tumor, Medscape Anthology 3:2, 2000). Una estrategia de inmunizacion
tumoral de este tipo implica un material comercializado con el nombre comercial Theratope, un antigeno sialil TN
polisacarido mucina conjugado con hemocianina de lapa californiana y administrado con adyuvante de micobacterias
Detox (Detox es una marca comercial) y ciclofosfamida a dosis baja (Maclean G D, et al, J Immunother Emphasis
Tumor Immunol 19(4):309-316, 1996). Sin embargo, el uso de esta vacuna en pacientes con cancer de ovarios o
mama metastasico ha producido respuestas clinicas importantes en un bajo porcentaje de pacientes. Una respuesta
importante significa una reduccién del tumor de mas del 50%.

También se ha intentado terapia génica usando un constructo de adenovirus como vector de expresién para genes
gue expresan el péptido 16 del virus del papiloma para la inmunizacién de pacientes con cancer de cuello uterino y
ha producido respuestas clinicas importantes en un bajo porcentaje de pacientes (Borysiewickz L K, et al, Lancet
347:1524-1527, 1996).

También se ha intentado terapia mediada por células dendriticas, en la que se pulsaron células dendriticas con
fragmentos de oligopéptidos de antigenos especificos de la préstata (PSA). Se ha usado el antigeno de membrana
especifico de la prostata (PSMA) en pacientes con cancer de préstata metastasico con respuestas clinicas
importantes en un bajo porcentaje de pacientes (Sanda M G, et al, Urology 52:2, 1999; Murphy GP, et al, The
Prostate. 38:43-78, 1999).

Adicionalmente, se han usado tumores autélogos con ciclofosfamida a baja dosis y BCG para inmunizar pacientes
con cancer con melanoma maligno. Sin embargo, se notificaron pocas respuestas clinicas (Mastrangelo M J, et al,
Seminars in Oncology 23(6):773-781, 1996). Otra estrategia intentada incluia el uso de antigenos MAGE con una
variedad de adyuvantes de vacuna. De nuevo, esto ha producido pocas, si acaso algunas, respuestas en pacientes
con melanoma maligno.

Las patentes estadounidenses 5503841; 5800810; 6060068; 5643565 y 5100664 (todas a nhombre de Doyle) dan a
conocer métodos de potenciacion de la respuesta inmunitaria en pacientes usando interleucina 2-(IL-2). Este método
se da a conocer para su uso en respuesta a enfermedades infecciosas y principalmente funciona usando antigenos
gue se sabe que son inmunogénicos.

Tal como se dio a conocer anteriormente, se sabe que el tratamiento del cancer requiere diferentes enfoques. Hasta
la fecha, el tratamiento con IL-2 ha mostrado efectos minoritarios en dos canceres, melanoma maligno y de células
renales (tasas de respuesta inferiores al 20%). Se considera generalmente ineficaz en cancer de células escamosas
de cabeza y cuello (H&NSCC); en cancer de cuello uterino y en cancer de prostata. Por tanto, no esta aprobado
para estos usos. Por tanto, no seria obvio, basandose en el método de las patentes anteriores, usar péptidos
pequefios en el tratamiento del cancer.

Es importante contrastar la prevencion con antigenos “clasicos” conocidos de estructura compleja y altos pesos

moleculares en pacientes sanos frente al tratamiento (generalmente insatisfactorio) con antigenos o péptidos
tumorales (generalmente insatisfactorio) en pacientes inmunosuprimidos (generalmente insatisfactorio). Lo primero
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es facil y las vacunas virales actuales atestiguan su eficacia. Lo UGltimo es casi imposible en una base rutinaria a
pesar de 30 afios de intenso esfuerzo.

Se ha propuesto ahora la inmunizacién con péptidos enddgenos procesados y presentados por células dendriticas o
administrados enddégenamente a un entorno (ganglio linfatico) en el que se han preparado células dendriticas y
pueden presentarlos a células T eficazmente. Esto se consideré una vez que era un reto insuperable. Los péptidos
son demasiado pequefios como para ser inmundgenos eficaces; su vida media es corta, son a menudo
autoantigenos no mutados para los que el paciente es inmunolégicamente tolerante y la obtencién de una respuesta
equivale a inducir autoinmunidad.

En varias de las estrategias anteriores, se ha inducido inmunidad celular y/o tumoral a antigenos asociados a
tumores (Weber J. Tumor, Medscape Anthology 3:2, 2000; Maclean G D, et al, J Immunother Emphasis Tumor
Immunol 19(4):309-316,1996; Borysiewickz L K, et al, Lancet 347:1524-1527, 1996; Sanda M G, et al, Urology
52:2,1999). Esto es especialmente asi en asociacion con la regresion tumoral. No obstante, la tasa de éxito de tales
tratamientos es insignificante e inconstante (<30%).

Ahora se sabe que NCM, una mezcla de citocinas no recombinantes, es activa en el desbloqueo de la inmunizacion
en un ganglio linfatico regional. NCM, tal como se define en las patentes estadounidenses 5632983 y 5698194, se
prepara (en resumen) en presencia continua de un antibiético de 4-aminoquinolona y con la presencia continua o
pulsada de un mitdgeno, que en la realizacion preferida es PHA.

Los documentos W002/34119 y WO03/035004 dan a conocer ambos el uso de una mezcla de citocinas naturales
(NCM) de este tipo, que incluye las citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-gamma, TNF alfa, G-CSF y GM-CSF,
para el tratamiento de pacientes con cancer, generalmente mediante inyeccién, dando como resultado la
maduracion de células dendriticas inmaduras en ganglios linfaticos regionales. Estos documentos proporcionan un
gran conjunto de informacion referente a cémo la NCM puede administrarse (normalmente mediante inyeccién
alrededor de vasos linfaticos que drenan a ganglios linfaticos), en algunas realizaciones junto con timosina al. La
NCM puede administrarse ademas junto con ciclofosfamida (CY) y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE)
tal como indometacina (INDO).

Se proporcionan ejemplos e instrucciones detalladas en ambos documentos de los modos de administracion y los
modos de accién en pacientes inmunosuprimidos, por ejemplo, junto con un “adyuvante” que puede potenciar la
respuesta inmunitaria a un antigeno particular, y junto con un antigeno asociado al tumor endégeno o exégeno.

El ejemplo 1 del documento WO03/035004 da a conocer las pruebas previas de pacientes con una prueba cutanea
usando NCM, aunque la terapia con NCM esta indicada sélo tras un resultado positivo que muestra receptividad a
NCM. En otras palabras, el uso de NCM esta contraindicado tras obtenerse un resultado negativo de este tipo. El
andlisis adicional de los datos clinicos, patolégicos y de supervivencia del estudio de ese ejemplo ofrece mas
comprension ya que se refiere a la inmunizacion de pacientes con cancer frente a sus propios antigenos tumorales
autélogos y la regresiéon inmunitaria resultante de sus tumores.

En los dibujos adjuntos, la figura 1, que es un grafico que ilustra el porcentaje de supervivencia de pacientes
tratados a los 48 meses, muestra que el tratamiento de pacientes con NCM (denominado IRX-2) esta asociado con
un aumento de la supervivencia a los 48 meses (p < 0,01).

La figura 2 es un grafico que ilustra la supervivencia de pacientes que responden de manera parcial y completa en
comparacién con pacientes que no responden y que responden de manera minoritaria, tal como se explicara en el
presente documento. La figura muestra que las respuestas clinicas determinan la supervivencia, porque pacientes
con respuesta completa (RC) y respuesta parcial (RP) (reduccion del tumor de >50%) tienen mejor tasa de
supervivencia que los que tienen respuestas minoritarias (RM) (reduccion del tumor de <50%, pero >24%) o0 no
tienen respuesta (NR) (<25%) (p<0,01).

La figura 3, que es un grafico que ilustra la relacién del indice de patologia con la supervivencia, muestra que los
pacientes con respuestas patologicas mas fuertes (indice de 6 a 9) tienen mejor tasa de supervivencia que los que
tienen respuestas patoldgicas mas débiles (<6) (p<0,02).

La figura 4, que es un grafico que muestra la relacién de la infiltracién de linfocitos con la supervivencia, muestra que
la infiltracién linfoide en el tumor como variable Unica predice la supervivencia.

La figura 5 es un grafico que ilustra el porcentaje de supervivencia (respuesta a la dosis) de pacientes tratados a los
24 meses, en la que “X” es igual a aproximadamente 100 Ul/ml de IL-2.

El analisis de chi-cuadrado de la relacion de la respuesta clinica con la respuesta patolégica en las figuras anteriores
muestra una relacion altamente significativa (p<0,01) que indica que las dos estan relacionadas coordinadamente
entre si asi como con la supervivencia y por tanto proporcionan una triangulacion estadistica de los datos que
interrelacionan las respuestas clinicas, los parametros de regresién inmunitaria y la supervivencia. Tales relaciones
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nunca se han mostrado para la inmunoterapia de un cancer humano.

Esto ha conducido al sorprendente hallazgo de que puede ser ventajoso administrar la NCM a un paciente con
cancer que muestra un resultado de prueba cutanea negativa a una prueba cutanea de NCM.

Por consiguiente, la presente invencién comprende el uso de una mezcla de citocinas naturales (NCM) que incluye
las citocinas L-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-gamma, TNF-alfa, GM-CSF y G-CSF (incluyendo recombinantes de las
mismas) para la inmunoterapia de un paciente con cancer en un régimen de dosificacion que comprende

(i) la aplicacion de dicha mezcla de citocinas naturales en una cantidad de prueba cutanea a un paciente con cancer
de manera que dicha aplicacion muestra una respuesta clinica o bien positiva o bien negativa a dicha prueba
cutanea en el plazo de 24 horas, y

(i) la administracién intracutanea posterior de dicha mezcla de citocinas naturales a un paciente con cancer que
muestra dicha respuesta clinica negativa a dicha aplicacion en la etapa (i).

Se exponen caracteristicas preferidas de la presente invencién en las reivindicaciones dependientes.

La figura 5 mencionada anteriormente ilustra una serie de dosis de NCM sobre una supervivencia global durante 24
meses. Un impacto optimo sobre la supervivencia es a lo largo del intervalo de 100 a 233 equivalentes ya que esta
cantidad tiene un impacto 6ptimo sobre la supervivencia. No se observd efecto a aproximadamente 16 unidades y
menos efecto a aproximadamente 1320 unidades.

Tal como se describioé anteriormente en los documentos W002/34119 y WO03/035004 mencionados anteriormente,
la NCM para su uso segun la invenciéon es preferiblemente para su inyeccion alrededor de vasos linfaticos que
drenan a ganglios linfaticos regionales con respecto un tumor.

La NCM se administra de manera conjunta preferiblemente con CY y un AINE. El AINE de eleccion es indometacina
(INDO). Sin embargo, también pueden usarse ibuprofeno, celecoxib, rofecoxib y otros inhibidores de Coxll como
AINE. Los efectos secundarios de los AINE deben tratarse agresivamente con inhibidores de protones y un analogo
de prostablandina E.

El zinc y las multivitaminas son agentes Utiles para ayudar a restaurar la inmunidad de células T, posiblemente
incluyendo la adicidon de selenio. La dosificacion preferible de zinc es de 50 a 75 mg. Puede administrarse una
multivitamina convencional. El zinc puede ser un gluconato disponible.

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente con referencia al siguiente ejemplo de trabajo.
Ejemplo

Tal como se mencioné anteriormente, el documento WO 03/035004 sugiere que los pacientes con una prueba
cutanea intradérmica negativa a la NCM podrian mostrar escasas respuestas clinicas.

Sin embargo, se ha acumulado ahora una serie de pacientes negativos para la prueba cutanea y se ha encontrado
gue muestran cambios similares a la combinacién de CY e INDO sin NCM significativa. Diez pacientes tenian
pruebas cutaneas negativas (incluyendo cuatro del Juarez Hospital) con NCM (es decir, insensibles a NCM) y se
trataron con la NCM méas CY e INDO. Estos pacientes tenian escasas respuestas clinicas, menos fragmentacion y
reduccion del tumor y escasa supervivencia (20%) (véase la tabla 1). Estas observaciones corroboran la conclusion
de que INDO y CY tienen una actividad marcada sin NCM.

De manera importante, confirman que la prueba cutanea es critica para pronosticar las respuestas patologicas y
clinicas enérgicas que se relacionan con una supervivencia mejorada. Ademas, una prueba cutanea negativa
pronostica la incapacidad de los pacientes para responder a la cirugia con o sin radioterapia. La prueba cutanea de
NCM puede emplearse de manera util para pronosticar el desenlace terapéutico en H & N SCC. Anteriormente,
pruebas cutaneas de dinitroclorobenceno (DNCB) mostraban significacion de pronéstico en H & N SCC, pero debido
al engorroso procedimiento que requeria sensibilizacién, ya no se usa en la practica clinica. La prueba cutanea de
NCM ofrece una prueba de veinticuatro horas conveniente. De manera interesante, estos pacientes se dividieron en
dos grupos. En un grupo, tabla I(b), las respuestas eran especialmente escasas sin supervivientes. En el otro grupo,
tabla I(a), estos pacientes convirtieron la prueba de NCM negativa en una positiva tras el tratamiento y mostraron
respuestas clinicas y patolégicas y supervivencia similares a pacientes que siguen el protocolo.

Uno de estos pacientes tenia un tumor que se consideraba inoperable y se mostré que convertia la prueba negativa
en positiva y permitia que un segundo tratamiento redujera clinicamente el tumor y mediante criterios patologicos y
permitia una supervivencia prolongada tras cirugia (> 7 afios). Este tratamiento previo de pacientes negativos para la
prueba cutdnea de NCM puede aumentar las tasas de respuesta. También puede pronosticarse que NCM mas
timosina a; funciona (véase la solicitud estadounidense publicada n.° 20030124136). La prueba cutanea de NCM
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negativa refleja un defecto de monocitos y se pronosticaria que el tratamiento con citocinas activas en monocitos de
forma natural o recombinante seria (til individualmente o en combinacion de las mismas. Estas incluyen, pero no se

limitan a, GM-CSF, M-CSF, IFN-¢, IL-1, IL-6, 1I-8, IL-12 y otras.

Tabla |I: Pacientes con prueba cutanea de NCM negativ  a

Tabla I(a)
Paciente Iniciales % de % de % de % de % de linf. Reduccién  Resp. Estado
n.° de los tumor sélido frag. estroma absoluta subj.
pacientes del tumor
La prueba cutanea de NCM negativa cambi6 a positiva
13 ANA 48 15 33 16 36 42 RP Vivo > 24
meses
15 ICV 70 63 7 6 24 5 RM Vivo > 24
meses
22 JMM 50 10 40 10 40 30 RP Murié sin
enfermedad
alos9
meses
27 MVR 70 28 42 12 18 10 RP Perdido
hasta el
seguimiento
Media 60 29 31 11 30 22
DE 12 24 16 4 10 17
Tabla I(b)
Prueba cutanea de NCM negativa
29 JISM 80 80 0 10 10 0 NR Murié de
enfermedad
<1 afio
30 AGM 80 48 32 10 10 0 NR Murié de
enfermedad
<1 afio
35 NGS* 70 70 0 0 30 0 NR Murié de
enfermedad
<1 afio
36 GCs* 50 15 35 10 40 40 NR Murié de
enfermedad
<1 afio
37 MJIBV* 80 16 64 16 4 0 NR Murié de
enfermedad
<1 afio
39 FHV* 70 28 42 25 5 0 NR Murié de
enfermedad
<1 afio
Media 72 43 29 12 17 7
DE 12 28 25 8 15 16

*Extraido de JUAREZ Hospital Experience
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REIVINDICACIONES

Mezcla de citocinas naturales (NCM) que incluye las citocinas IL-1 IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-gamma, TNF-
alfa, GM-CSF y G-CSF, para su uso en inmunoterapia de un paciente con cancer en un régimen de
dosificacion que comprende

(i) la aplicacion de dicha mezcla de citocinas naturales en una cantidad de prueba cutanea a un paciente
con cancer de manera que dicha prueba cutanea muestra una respuesta clinica o bien positiva o bien
negativa a dicha prueba cutanea en el plazo de 24 horas, y

(i) la administracion intracutanea posterior de dicha mezcla de citocinas naturales a un paciente con cancer
gue muestra dicha respuesta clinica negativa a dicha aplicacién en la etapa (i).

Uso segun la reivindicacion 1, en el que se emplean de 100 a 233 unidades de dicha IL-2 en dicha
administracion.

Uso segun la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha administracion precede a la cirugia, con o sin
radioterapia.

Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha administracién es junto con
ciclofosfamida e indometacina.
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