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DESCRIPCION
Combinacién de anticuerpos con glucocorticoides para el tratamiento del cancer.

La presente invencién se refiere a la utilizacién de glucocorticoides para la produccion de medicamentos que
reducen o eliminan los efectos secundarios no deseados que se producen durante el tratamiento de enfermedades
con anticuerpos inmunoestimuladores debido a la liberacion no especifica de citoquinas, asi como a una
composicion farmacéutica que contiene al menos un anticuerpo inmunoestimulador y al menos un glucocorticoide.

Los procedimientos inmunoterapéuticos tienen un papel cada vez mas importante en el tratamiento de
enfermedades dificiles o poco controlables, en particular en el cancer e infecciones. Preferentemente se utilizan
anticuerpos como medios inmunoestimuladores (véase Glennie y Johnson (2000), Immunology Today 21(8): 403-
410). En particular, la eficacia de este tipo de anticuerpos inmunoestimuladores se basa en la posibilidad de unién
especifica a antigenos definidos. Sin embargo, hasta la fecha, un importante problema de la lucha contra
enfermedades como el cancer y las infecciones con anticuerpos inmunoestimuladores estriba en los graves efectos
secundarios provocados por la administracién de este tipo de anticuerpos, observandose principalmente una fuerte
indisposicién, vomitos, reacciones alérgicas, hipotonia, taquicardia, fiebre alta e incluso fallo circulatorio u orgénico
mortal, en la mayoria de los casos debido a un SIRS (inglés: “systemic inflammatory response syndrome” - sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica).

En la mayoria de los casos, estos fuertes efectos secundarios de los anticuerpos inmunoestimuladores se relacionan
con la liberacion no especifica de citoquinas provocada por los anticuerpos, que es la causa de gran parte de los
efectos secundarios clinicos arriba mencionados. La magnitud de la liberacion de citoquinas, que depende de la
cantidad administrada y de la velocidad de administracion del anticuerpo inmunoestimulador, limita la dosis tolerable
del anticuerpo inmunoestimulador correspondiente en la aplicacion clinica.

Los glucocorticoides son conocidos desde hace tiempo como principios activos antiinflamatorios e
inmunosupresores altamente eficaces. Un mecanismo relacionado con el efecto inmunosupresor de los
glucocorticoides es su efecto reductor de la transcripcion de citoquinas (véase, por ejemplo, Blotta y col. (1997) J.
Immunol. 158: 5589 a 5595; Ballow y Nelson (1997) JAMA 278 (22), capitulo 24: 2008 a 2017). En los ultimos afios
se han hecho progresos en la investigacion del efecto inmunosupresor de los glucocorticoides, en particular en
relacién con el desarrollo de células Ty su funcidon, descritos de forma resumida, por ejemplo, en Ashwell y Vacchio
(2000) Annu. Rev. Immunol. 18: 309 a 345. En el desarrollo de terapias inmunosupresoras eficaces, en particular
para evitar rechazos (agudos) de trasplantes, se utilizan preferentemente glucocorticoides en combinacién con otros
agentes inmunosupresores. Por ejemplo, Herbelin y col. (Transplantation (2000) 68 (5): 616 a 622) informan de una
mejora de la terapia inmunosupresora aguda con el anticuerpo anti-CD3 OKT3 por administracion previa de
glucocorticoides, gracias a la reduccion de la producciéon de TNF-a, IL-2 e IFN-y provocada por éstos. Sin embargo,
en el estado actual de la técnica, la administracion de glucocorticoides en relacion con la estimulacién del sistema
inmunolégico mediante terapias con anticuerpos, por ejemplo con anticuerpos trifuncionales (ACtr), es totalmente
desconocida. Hasta la fecha, los glucocorticoides se administran cuando el objetivo terapéutico es la
inmunosupresion.

Por ello, la presente invencion tiene por objetivo proponer un nuevo sistema para reducir en la mayor medida posible
los efectos secundarios de los anticuerpos con actividad inmunoestimuladora.

Este objetivo se resuelve mediante las formas de realizacion de la presente invencidon caracterizadas en las
reivindicaciones.

En particular, de acuerdo con la invencién se propone la utilizacion de uno o mas glucocorticoides en la produccion
de un medicamento para reducir la liberacion no especifica de citoquinas durante el tratamiento de enfermedades
con uno 0 més anticuerpos inmunoestimuladores, segun las reivindicaciones.

Esta novedosa indicacion de los glucocorticoides en relacion con la terapia con anticuerpos para la
inmunoestimulacion en caso de ciertas enfermedades, en particular cancer, se basa en la sorprendente constatacion
de que la combinacion de anticuerpos inmunoestimuladores de especificidad definida junto con los glucocorticoides
conduce a reducir la liberacion no especifica de citoquinas por las células inmunoldgicas, sin que ello influya
negativamente en el efecto de los anticuerpos inmunoestimuladores dirigido contra el o los antigenos definidos.
Principalmente en relacion con la utilizacion de anticuerpos para la inmunoestimulacion (por ejemplo contra células
tumorales), la combinacion de anticuerpos con glucocorticoides conduce a una modulacion de la actividad
inmunolégica resultante: la actividad inmunolégica del o de los anticuerpos dirigida contra el o los antigenos
definidos se mantienen en gran medida inalterada, mientras que los efectos no especificos que se producen con la
administracion de anticuerpos inmunoestimuladores independientemente de la unién con el antigeno o los antigenos
diana, como la liberacién no especifica de citoquinas anteriormente descrita, se reducen de forma significativa.

Gracias a la combinacién de glucocorticoides (esto es uno o mas glucocorticoides) con uno 0 mas anticuerpos
inmunoestimuladores se obtienen diversas ventajas en comparacion con las terapias inmunoestimuladoras
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conocidas del estado actual de la técnica, que amplian considerablemente la aplicabilidad clinica de los anticuerpos
en la terapia inmunolégica:

1. Con una misma dosificacion y un efecto especifico en gran medida inalterado (es decir contra el antigeno o los
antigenos diana), los efectos secundarios no deseados provocados se reducen considerablemente (como se ha
indicado mas arriba) debido a que disminuye la liberacién de citoquinas.

2. La reduccion de los efectos secundarios no deseados permite aumentar considerablemente la dosificacion del
anticuerpo o los anticuerpos a administrar. De este modo, la combinacién con glucocorticoides posibilita un
aumento considerable del efecto con el aumento de la dosis de anticuerpo.

3. Sorprendentemente, los glucocorticoides a utilizar segun la invencion sélo reducen la liberacion no especifica de
citoquinas independiente de la union del antigeno diana (sistémica). Por consiguiente, la liberacién de citoquinas
s6lo se produce en el lugar de la unién con el antigeno (por ejemplo en el lugar de unién y destruccién
intencionada de células tumorales). Asi, gracias a este efecto, ademas de la nueva posibilidad de mayor
dosificacién arriba descrita, el efecto del anticuerpo inmunoestimulador se focaliza en el lugar de la unién de
antigeno sin que influya en las citoquinas liberadas de forma sintética.

En el sentido de la presente invencién, el concepto “anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales, quiméricos,
humanizados, pudiendo todos ellos estar presentes en forma combinada o soluble, asi como también fragmentos de
los anticuerpos arriba mencionados. Ademas de los fragmentos de anticuerpos segun la invencién de forma aislada,
también se pueden presentar anticuerpos segun la invencién en forma recombinante como proteinas de fusion con
otros componentes (proteinicos). Los fragmentos como tales o los fragmentos de anticuerpos segun la invencion
como componentes de proteinas de fusion se obtienen habitualmente por métodos de disociacion enzimatica,
sintesis de proteinas o métodos de recombinacion usuales para los especialistas. De acuerdo con la invencion se
trata de un anticuerpo trifuncional (ACtr).

Los anticuerpos quiméricos segun la invencion son moléculas de acuerdo con las reivindicaciones y que contienen
diferentes componentes, derivandose éstos de diferentes tipos de animales (por ejemplo anticuerpos que presentan
una regién variable derivada un anticuerpo monoclonal de ratén y una regiéon constante de una inmunoglobulina
humana). Por un lado, los anticuerpos quiméricos segun las reivindicaciones se utilizan preferentemente para reducir
la inmunogenicidad durante el uso y, por otro lado, para aumentar los rendimientos de produccién. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales murinos tienen mayores rendimientos en lineas celulares de hibridoma, pero también
conducen a una mayor inmunogenicidad en humanos, de modo que, preferentemente, se utilizan anticuerpos
guiméricos humanos/murinos. De forma especialmente preferente, se utiliza un anticuerpo monoclonal que retine en
si las regiones hipervariables que definen la complementariedad (CDR, en inglés: “complementary defining region”)
de un anticuerpo monoclonal murino con las demas areas de un anticuerpo humano. Este tipo de anticuerpos se
denominan anticuerpos humanizados. En el estado actual de la técnica se conocen anticuerpos quiméricos y
procedimientos para su produccion (Cabilly y col., Proc. Natl. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984); Morrison y col. Proc.
Natl. Acad. Sci USA 81:6851-6855 (1984); Boulianne y col. Nature 312 643-646 (1984); Cabilly y col., EP-A-125023;
Neuberger y col., Nature 314: 268-270 (1985); Taniguchi y col., EP-A-171496; Morrion y col., EP-A-173494,
Neuberger y col., WO 86/01533; Kudo y col., EP-A-184187; Sahagan y col., J. Immunol. 137: 1066-1074 (1986);
Robinson y col., WO 87/02671; Liu y col., Proc. NatL Acad. Sci USA 84: 3439-3443 (1987); Sun y col., Proc. Natl.
Acad. Sci USA 84: 214218 (1987); Better y col., Science 240: 1041-1043 (1988) y Harlow y Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, supra).

En el sentido de la presente invencién, el concepto “anticuerpo inmunoestimulador” o “anticuerpo inmunoterapéutico”
significa que el anticuerpo en cuestion, debido a su especificidad antigénica, provoca o favorece la estimulacién del
sistema inmunoldgico del paciente deseada en el marco del tratamiento de la enfermedad correspondiente.

En el sentido de la presente invencion, los anticuerpos inmunoestimuladores son, en particular, aquellos que
provocan una activacion de células T. En este contexto es especialmente preferente la activacion de las células T
citotoxicas (CTL, en inglés: “cytotoxic T lymphocytes”, denominadas células T asesinas). No obstante, también estan
incluidos los anticuerpos inmunoestimuladores con efectos facilitados por anticuerpos, que se producen por ejemplo
por la activacion de células T coadyuvantes, células accesorias (macréfagos), células dendriticas, células B o células
asesinas naturales (células NK).

Los anticuerpos inmunoestimuladores son biespecificos y trifuncionales. En particular en el caso de los anticuerpos
biespecificos se mencionan las moléculas de anticuerpos recombinantes que se producen mediante técnicas
recombinantes, por ejemplo moléculas scFv (denominadas “single chain antibodies”), diabodies (“diacuerpos”). La
estructura basica de inmunoconjugados y anticuerpos biespecificos se describe por ejemplo en Spriel y col. (2000)
Immunol. today 21: 391-397. Evidentemente, también se pueden preparar anticuerpos biespecificos mediante
técnicas de hibridoma conocidas. Algunos procedimientos para la produccion de fragmentos de anticuerpo
multivalentes y biespecificos son conocidos por los especialistas y se describen, por ejemplo, en Tomlinson y
Holliger (2000) Meth. Enzymol 326: 461 y siguientes. Un ejemplo especialmente preferente de anticuerpo
biespecifico es un anticuerpo biespecifico trifuncional en cuya parte Fc, es decir la parte del anticuerpo que no
interviene directamente en la unién a antigeno, se pueden unir inmunocitos accesorios.
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De acuerdo con la invencién, anticuerpos inmunoestimuladores biespecificos preferentes son aquellos que
presentan al menos una especificidad contra un antigeno de una célula a eliminar, por ejemplo una célula tumoral, y
contra un marcador CD. El marcador CD de un anticuerpo inmunoestimulador biespecifico de este tipo se expresa
preferentemente en los linfocitos T y, por tanto, se elige de entre el grupo consistente en CD2, CD3, CD4, CD5,
CD6, CD8, CD28 y CD44. Asi, la especificidad de las células T del anticuerpo biespecifico recluta por un lado
células T de forma especifica. La segunda especificidad del anticuerpo con actividad inmunoestimuladora esta
dirigida contra un antigeno, que a ser posible se expresa especificamente en la célula a eliminar por el sistema
inmunolégico. En el caso de las células cancerosas se trata preferentemente del llamado antigeno tumoral, es decir,
un péptido o polipéptido expresado sobre la superficie de las células tumorales. Anticuerpos preferentes con accion
inmunoestimuladora contra células cancerosas son, por ejemplo, EpCAM, HER2/neu, HER3/neu, G250, CEA,
MAGE, VEGF, GD3, EGFR, aVp3-integrina, HLA, HLADR, ASC, CD1, CD2, CD4, CD6, CD7, CD8, CD11, CD13,
CD14, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD33, CD40, CD41, CD52, c-erb-2, CALLA (CD10), MHCII,
CD44v3, CD44v6, CD117, p97, gangliésido GD2, GD3, C215, antigeno del Ak 9.2.27, antigeno del Ak NE150 y
antigeno del Ak CA125 (véase también Jager (2001) J. Clin. Pathol. 54(9): 669-674; Jager (2002) Curr. Opin.
Immunol 14(2): 178-182).

En este contexto resulta especialmente preferente, como ya se ha mencionado, una variante de una molécula de
anticuerpo biespecifica que presenta en la parte Fc uno 0 mas sitios de uniéon para inmunocitos accesorios. Por
tanto, este tipo de anticuerpo no soélo recluta la célula a eliminar, por ejemplo una célula tumoral, y células T, sino
que, al mismo tiempo, también recluta inmunocitos accesorios, como monocitos o macréfagos, formando asi un
“complejo tricelular”. Mediante el reclutamiento del tercer componente de union celular se provoca la fagocitosis de
la célula a eliminar. Esta es a su vez una condicién previa para la produccidon de una respuesta inmunitaria
policlonal, con la que el paciente no sélo se inmuniza contra el antigeno aislado expresado sobre la célula a eliminar,
sino también contra muchas de las células a eliminar, en particular células tumorales, en el cuerpo del paciente con
todas sus posibles mutaciones.

Algunas formas de realizacion especialmente preferentes de anticuerpos biespecificos trifuncionales que tienen
efecto inmunoestimulador estén provistos, por ejemplo, de la especificidad anti-EpCAM x anti-CD3 o anti-HER2/neu
x anti-CD3.

El glucocorticoide a utilizar segin la invencién no presenta ninguna limitacion especial y puede ser tanto natural, por
ejemplo hidrocortisona (cortisol) o cortisona, como sintético. Tampoco existe ningun tipo de limitacion en lo que
respecta a su seleccién en relaciébn con la vida media biolégica (accion breve, accion intermedia y accion
prolongada). Algunos glucocorticoides sintéticos a utilizar segun la invencidn son, por ejemplo y sin limitacion,
prednisona, prednisolona, metilprednisolona, triamcinolona, betametasona, dexametasona, acetato de cortisona,
prednilideno, deflazacort, cloprednol, fluocortolona y budendsido.

Un glucocorticoide especialmente preferente segun la presente invencién es el glucocorticoide dexametasona. Se
trata de un glucocorticoide sintético cuya vida media oscila entre 36 y 54 horas, lo que corresponde a un
glucocorticoide de accién prolongada. Por ello es especialmente adecuado para un tratamiento que requiera una
accion continua de glucocorticoides. Después de su administracion, entre un 70 y un 80% de la dexametasona se
une a albumina, con lo que queda una proporcion libre y eficaz del glucocorticoide de entre un 20 y un 30%. La
dexametasona tiene un efecto aproximadamente 30 veces mas fuerte que el de la cortisona (hormona natural
segregada por la corteza adrenal), un bajo efecto de corticoide mineral y un bajo efecto de retenciéon de agua y
sales. Entre muchas otras aplicaciones, también es particularmente adecuada para ser administrada a pacientes con
insuficiencia cardiaca o hipertonia. También tiene importancia terapéutica el fuerte efecto antiflogistico e
inmunosupresor (antialérgico) de la dexametasona. Otra ventaja es que, después de inyeccion intravenosa, en
pocos minutos se alcanzan concentraciones maximas en plasma.

Como ejemplos de canceres que pueden ser tratados con el anticuerpo (o varios anticuerpos) inmunoterapéutico
segun la invencion junto con el glucocorticoide (o varios glucocorticoides) se pueden mencionar: carcinoma de
estdmago, adenocarcinoma, melanoma maligno, carcinoma de colon, carcinoma de pancreas, carcinoma 0OVarico,
carcinoma de Utero, carcinoma hepatocelular, carcinoma bronquial (todos los tipos histolégicos), linfomas, sarcomas,
carcinoma pulmonar de células pequefias, blastomas, tumor estromal gastrointestinal (GIST), etc.

De acuerdo con la invencion no existe ningun tipo de limitacion en cuanto al modo de administracion tanto del
anticuerpo inmunoestimulador como del glucocorticoide. Por consiguiente, tanto el glucocorticoide como el
anticuerpo pueden ser administrados via intraperitoneal, sistémica (intravenosa o intraarterial), intramuscular,
intradérmica, subcutdnea, intratumoral o también selectivamente en un érgano definido o a través de éste.
Evidentemente, el glucocorticoide también se puede administrar via oral o se puede aplicar sobre la piel en forma de
pomada, gel u otra forma de administracién adecuada. Como ejemplo de administracion selectiva o a través de un
o6rgano se puede mencionar la administracion a través de la médula (como 6rgano inmunoldgico) o a través de un
catéter superselectivo en un vaso (arteria) que abastece el 6rgano correspondiente. Un ejemplo especifico de
administracion de este tipo con catéter puede ser el empleo de la arteria hepatica para la administracion selectiva en
el higado o para la administraciéon sistémica después del paso por el érgano. Otros ejemplos de administracion
especifica en un érgano son la administracion en el higado a través de la vena porta, en los rifiones a través de la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2417065 T3

arteria renal, en el pancreas a través del tronco celiaco y la arteria mesentérica superior y en tumores en las
extremidades a través de las arterias correspondientes. Ademas, también se puede llevar a cabo una administracion
directa en un tumor. Evidentemente, en la utilizacion segun la invencion de los anticuerpos inmunoestimuladores y
glucocorticoides, la administraciéon de estos componentes activos se puede llevar a cabo por la misma via o por vias
diferentes, por ejemplo el o los anticuerpos se pueden administrar selectivamente por el higado, y el o los
glucocorticoides se pueden administrar de forma sistémica, por ejemplo via intravenosa.

Por ejemplo, el glucocorticoide se puede administrar de forma simultanea, por separado o de modo escalonado en el
tiempo con respecto al anticuerpo que actlda como agente inmunoestimulador. Asi, el glucocorticoide se puede
administrar, antes, después o al mismo tiempo que el anticuerpo. De acuerdo con una forma de realizacion
especialmente preferente, el glucocorticoide y el anticuerpo inmunoestimulador se administran aproximadamente al
mismo tiempo.

Otro objeto de la invencién es un producto que contiene al menos un anticuerpo inmunoestimulador o
inmunoterapéutico tal como se ha definido anteriormente y al menos un glucocorticoide tal como se ha definido
anteriormente como preparado combinado para la administracion simultanea, por separado o de modo escalonado
en el tiempo, en el tratamiento y/o la profilaxis de canceres, enfermedades tumorales. Los canceres incluyen, por
ejemplo, carcinoma de estdmago, adenocarcinoma, melanoma maligno, carcinoma de colon, carcinoma de
pancreas, carcinoma ovarico, carcinoma de Utero, carcinoma hepatocelular, todos los tipos histolégicos del
carcinoma bronquial, linfomas, sarcomas y/o blastomas.

Los componentes del producto segun la invencion: al menos un anticuerpo inmunoestimulador o inmunoterapéutico
(1* componente) y al menos un glucocorticoide tal como se define mas arriba (2° componente), forman una unidad
funcional por su utilizaciéon dirigida a un objetivo. Los componentes del producto no pueden desplegar
independientemente entre si el efecto ventajoso segun la invencién arriba descrito, de modo que, a pesar de la
separacion fisica de los componentes 1 y 2 (para una administracién simultdnea, por separado o de modo
escalonado en el tiempo), su utilizacion constituye un producto combinado nuevo, no descrito en el estado actual de
la técnica.

Un producto segun la invencion puede incluir todos los componentes, sustancias y formas de realizacién, tal como
se utilizan en un procedimiento, por ejemplo de terapia, para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades o en el
procedimiento de terapia combinada segun la presente invencion.

Otro objeto de la invenciéon se refiere a una composicion farmacéutica que contiene al menos un anticuerpo
inmunoestimulador o inmunoterapéutico tal como se define méas arriba y al menos un glucocorticoide tal como se
define méas arriba. La composicién farmacéutica de la presente invencién es particularmente adecuada para el
tratamiento de las enfermedades arriba mencionadas. En caso dado, los componentes farmacolégicamente activos
de la composicion farmacéutica segun la invencién se presentan junto con uno o mas vehiculos y/o coadyuvantes,
tal como se describir4 con mayor posteriormente.

En la composicion farmacéutica segun la invencion o en la utilizacién segun la invencion de los glucocorticoides,
éstos y los anticuerpos se preparan ventajosamente en formulaciones adecuadas. Este tipo de formulaciones son
conocidas por los especialistas y, ademas de las sustancias de efecto terapéutico o inmunoestimulador, contienen
uno o mas soportes y/o vehiculos farmacéuticamente compatibles. Por ejemplo, en “Remington’s Pharmaceutical
Sciences” (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980), cuyo contenido completo forma parte de la divulgacion de la presente
invencion, se dan a conocer métodos para la formulaciéon y preparacion adecuada de este tipo de formulaciones.
Como material soporte para la administracion parenteral entran en consideracion, por ejemplo, agua estéril, solucion
salina estéril, polialquilenglicoles, naftalenos hidrogenados y en particular polimeros de lactida biocompatibles,
copolimeros de lactida/glicélido o copolimeros de polioxietileno/polioxipropileno. Las composiciones farmacéuticas
segun la invencién pueden contener sustancias de carga o0 sustancias como lactosa, manitol, sustancias para la
unién covalente de polimeros, por ejemplo polietilenglicol, con los anticuerpos inmunoestimuladores segun la
invencion, para formar complejos con iones metalicos o incluir materiales en o sobre determinados preparados de
compuestos poliméricos, por ejemplo polilactato, acido poliglicélico, hidrogel, o sobre liposomas, microemulsiones,
micelas, vesiculas unilaminares o multilaminares, fragmentos de eritrocitos o esferoblastos. Las formas de
realizacién correspondientes de las composiciones farmacéuticas se eligen en funcién de su comportamiento fisico o
de la solubilidad, la estabilidad, la biodisponibilidad o la degradabilidad. La liberacion controlada o constante de los
componentes de principio activo segin la invencion incluye la formulacion basada en depositos lipofilos (por ejemplo
acidos grasos, ceras o0 aceites). En el marco de la presente invencién también se dan a conocer revestimientos de
composiciones farmacéuticas o medicamentos segun la invencién, que contienen las sustancias de efecto
terapéutico, es decir, revestimientos con polimeros (por ejemplo polioxdmeros o polioxaminas). Ademas, las
sustancias o composiciones de efecto terapéutico segun la invencién pueden presentar revestimientos protectores,
por ejemplo inhibidores de proteasa o amplificadores de la permeabilidad. Algunos vehiculos preferentes son
tipicamente materiales acuosos, utilizandose agua para inyeccion (WFI) o agua tamponada con fosfato, citrato,
HEPES o acetato, etc., y ajustandose el pH tipicamente a un valor entre 5,0 y 8,0 (preferentemente entre 6,5y 7,5).
Preferentemente, el soporte o vehiculo contendra adicionalmente componentes salinos, por ejemplo cloruro de
sodio, cloruro de potasio u otros componentes que llevan a la solucion por ejemplo a condiciones isoténicas.
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Ademas de los componentes arriba mencionados, el soporte o vehiculo también puede contener componentes
adicionales, como seroalbumina humana (HSA), polisorbato 80, azlicares 0 aminoacidos, etc.

El modo de administracion y la dosificacion del medicamento, del producto segin la invencién o de las
composiciones farmacéuticas dependen del tipo de enfermedad a combatir, en caso dado su estadio, el antigeno a
dirigir, y también del peso corporal, la edad y el sexo del paciente.

La concentracion de los componentes activos en las formulaciones segin la invencion puede variar dentro de
amplios margenes. La dosis del anticuerpo segun la invencidon oscila entre aproximadamente 1 ug y
aproximadamente 1 mg, mientras que los glucocorticoides se administran en general a dosis de entre
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 1.000 mg, en particular entre aproximadamente 1 mg vy
aproximadamente 100 mg.

De acuerdo con la invencién se propone ademas un procedimiento para el tratamiento de las enfermedades arriba
mencionadas, que incluye la administracion de un anticuerpo inmunoestimulador tal como se define més arriba y al
menos un glucocorticoide a un paciente, en particular a un humano. En este contexto es preferente la administracion
previa o simultanea del glucocorticoide, o previamente o junto con el anticuerpo inmunoestimulador. Evidentemente,
de acuerdo con la invencibn se pueden utilizar diversos anticuerpos inmunoestimuladores y diversos
glucocorticoides en cualquier combinacion.

Otro objeto de la invencién se refiere a un kit que contiene al menos un anticuerpo inmunoestimulador o
inmunoterapéutico tal como se define mas arriba y al menos un glucocorticoide tal como se define mas arriba,
estando separados entre si el o los anticuerpos inmunoestimuladores o inmunoterapéuticos tal como se definen mas
arriba y el o los glucocorticoides tal como se definen mas arriba.

Una forma de realizacion preferente de la invencion se refiere a la utilizacién del kit para el tratamiento y/o la
profilaxis de cénceres, enfermedades tumorales. Los canceres incluyen, por ejemplo, carcinoma de estdmago,
adenocarcinoma, melanoma maligno, carcinoma de colon, carcinoma de pancreas, carcinoma ovarico, carcinoma de
Utero, carcinoma hepatocelular, todos los tipos histologicos del carcinoma bronquial, linfomas, sarcomas y/o
blastomas.

En las Figuras:

Fig. 1: representaciones graficas que documentan la liberacién de interleuquina-6 (IL-6) por células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) (concentracion 10° células/ml) después de estimulacion
con o sin células tumorales EpCAM-positivas (concentracion 5.10* células/ml).

Fig. 1A: representa la liberacion de IL-6, indicando el eje “Y” la concentracion de IL-6 en pg/ml. El eje “X” indica
la estimulacién correspondiente con PBMC, utilizandose como control PBMC no estimuladas (barra
PBMC). En este contexto, E representa en cada caso la estimulacion con 100 pg/ml de anticuerpo
biespecifico trifuncional con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3. Con el término “dexa” se designa
dexametasona a la concentracion indicada en pg/ml. En el experimento segln la Fig. 1A se analiz6 la
liberacion de IL-6 a partir de PBMC después de estimulacidn sin contacto con células tumorales Ep-
CAM-positivas (= células diana). La estimulacion sin células tumorales Ep-CAM-positivas corresponde a
la liberacidn no especifica de citoquinas, que es independiente de la unién de antigeno. Asi, la liberacién
se produce de forma sistémica en todas las PBMC. Como muestra la Fig. 1A, la dexametasona reduce
la liberacion de IL-6 en funcién de la concentracion. En caso de una concentracién de 1 pg/ml se
produce una supresién practicamente completa de la liberacion de IL-6. Por ello, una dosis
suficientemente alta de dexametasona deberia permitir suprimir practicamente por completo los efectos
secundarios provocados por la liberacion sistémica de IL-6.

Fig. 1B: muestra en un gréafico correspondiente al de la Fig. 1A la liberacion de IL-6 a partir de PBMC después
de estimulaciéon en contacto con células tumorales Ep-CAM-positivas (HCT8; concentracion 5.10*
células/ml). Este método de estimulacién con células tumorales EpCAM-positivas corresponde a la
situacion de la liberacion de IL-6 en el lugar de la unién de antigeno por las PBMC. Asi, la IL-6 medida
en esta disposicién experimental corresponde a la accién especifica (es decir, dirigida a un objetivo) del
anticuerpo utilizado y por tanto no representa ningun efecto secundario no deseado. La IL-6 sélo es
liberada por inmunocitos que intervienen directamente en la respuesta inmunitaria. Por ello, la liberacion
absolutamente mayor (comparese la graduacion del eje “Y” en la Fig. 1B con la de la Fig. 1A) no debe
valorarse como una sefial de un aumento de los efectos secundarios, sino que se explica por el efecto
inmunolégico especifico en el lugar de union del antigeno. En el uso clinico del anticuerpo
inmunoestimulador junto con el glucocorticoide, la cantidad elevada de IL-6 sélo es liberada por unas
pocas PBMC que intervienen directamente en el efecto especifico. Sin embargo, los efectos
secundarios se deben a la liberacién no especifica de interleuquinas por la totalidad de las PBMC (lo
que se documenta en la anterior Fig. 1A). Tal como se desprende de la Fig. 1B, en caso de una
concentracion de dexametasona de 1 pg/ml, se reduce la liberacion de IL-6, pero ésta es muy superior a
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la liberacién sistémica observada en caso de una estimulacion sin células tumorales EpCAM-positivas
con el anticuerpo sin dexametasona (véase la Fig. 1A). Por ello, en caso de una dosis combinada del
anticuerpo inmunoestimulador con dexametasona se inhibe esencialmente la liberacién no especifica de
IL-6, mientras que el efecto selectivo del anticuerpo inmunoestimulador sigue siendo significativo.

representa en otro diagrama una comparacion porcentual de la liberacién de IL-6 después de
estimulacion sin/con células HCT8 (células diana) segun las Fig. 1A y 1B anteriores. El eje “Y” indica la
liberacion porcentual de IL-6 con respecto al valor sin la utilizacién simultanea de dexametasona (=
100%). Las barras de la izquierda representan en cada caso los valores después de estimulacion sin
HCT8, mientras que las barras de la derecha indican en cada caso el resultado después de la
estimulacion con HCT8. Entre una dosificacién de dexametasona de 0,1 a 1 pg/ml se produce una
disociacién de la secrecion de IL-6 en caso de estimulaciéon de las PBMC con los anticuerpos en
ausencia de células HCT8 en comparacion con la estimulacién en presencia de células HCT8: con 1
png/ml de dexametasona se mantiene la liberacion especifica de IL-6 (es decir, provocada por la unién de
la célula tumoral EpCAM-positiva) asociada al efecto. En cambio, la secrecion no especifica de IL-6, que
es independiente de la unién del antigeno (en este caso de la uniéon de EpCAM sobre las células HCT8),
se reduce esencialmente o desaparece.

muestra diagramas de los resultados de la liberacion del factor de necrosis tumoral o (TNF-o) después
de estimulacion con anticuerpos biespecificos trifuncionales con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3,
sin células tumorales EpCAM-positivas o0 en su presencia.

muestra, de modo similar a la anterior Fig. 1A (en ese caso con respecto a la IL-6), la liberacion de TNF-
o a partir de PBMC después de estimulacion sin contacto con células tumorales Ep-CAM-positivas. En
este caso, el eje “Y” indica la concentracién de TNF-a en pg/ml. Esta estimulacién sin células diana
corresponde de nuevo, como ya se ha descrito en relacion con la Fig. 1A, a la liberacion sistémica no
especifica de citoquinas, que se produce independientemente de la interaccién anticuerpo-antigeno.
Esta liberacion sistémica de TNF-a tiene lugar en toda la poblacién de PBMC. La dexametasona reduce
la liberacion de TNF-a en funcion de la concentracion. En caso de una concentracion de 0,1 pg/ml ya se
produce una fuerte reduccion de la liberacion de TNF-a, que corresponde aproximadamente a una
quinta parte de la liberacién de TNF-a producida en caso de una estimulacion con anticuerpos sin dosis
de glucocorticoides. A partir de una concentracion de glucocorticoide de 1 pg/ml o mas se produce
incluso una supresién completa de la liberacion de TNF-a.

representa en un diagrama similar al de la Fig. 1B la liberacion de TNF-a a partir de PBMC después de
estimulacion de anticuerpos en contacto con células tumorales EpCAM-positivas. El eje “Y” también
indica aqui la concentracién de TNF-a en pg/ml. El resto del diagrama corresponde al de la Fig. 1B. La
estimulacion con células tumorales EpCAM-positivas como células diana llevada a cabo en esta
disposicién experimental corresponde a la situacién de la liberacion de TNF-a en el lugar de la unién de
antigeno por las PBMC. Asi, la concentracion de TNF-a medida en este experimento se debe en su
mayor parte al efecto especifico (es decir, dirigido a un objetivo) del anticuerpo y por tanto no presenta
ningun efecto secundario no deseado. En la liberaciéon de TNF-a, en caso de una estimulacion en
contacto con células tumorales EpCAM-positivas también se miden valores absolutamente mas altos en
comparacion con la estimulacién sin contacto con células diana, valores que sin embargo, como ya se
ha descrito anteriormente en relacion con la liberacién de IL-6 en la Fig. 1B, se deben al efecto
inmunolégico especifico en el lugar de la interaccion anticuerpo-antigeno. En esta liberacion de TNF-a
analizada, con una concentracion del glucocorticoide dexametasona de 1 pg/ml o mas, también se
observa una clara disminucion de la liberacion especifica de TNF-a, aunque ésta sigue siendo
significativa.

representa, en un diagrama correspondiente a la Fig. 1C, una comparacion porcentual de la liberacion
de TNF-a después de la estimulacion sin (en cada caso la barra izquierda) o con (en cada caso la
columna derecha) células diana HCT8. Los valores del 100% corresponden a la liberacion de TNF-a. sin
dosis simultanea de dexametasona. En lo que respecta al diagrama, véase la Fig. 1C. También en
relacion con el TNF-qo, entre una dosificacion de dexametasona de 0,1 y 1 pg/ml se observa una
disociacién de la secrecion de citoquinas son células diana en comparacion con la estimulaciéon en
contacto con células diana. Con 1 pg/ml de dexametasona se mantiene la liberacién especifica de TNF-
o (es decir, provocada por la unién de la célula tumoral EpCAM-positiva) asociada al efecto (méas del
60% de la liberacién de citoquina con respecto a la estimulacion por anticuerpos sin adiciéon simultanea
de glucocorticoides). En cambio, la secrecién no especifica de TNF-a, que es independiente de la union
del antigeno (unién de EpCAM sobre células HCT8), bajo adicion de 0,1 pg/ml de dexametasona se
reduce se reduce al menos a un 20% del valor medido en caso de estimulacion con anticuerpos sin
adicion de dexametasona. Con 1 mg/ml de dexametasona, la liberacién no especifica de TNF-a incluso
desaparece por completo.

otros diagramas, correspondientes a las representaciones de las Fig. 1 y 2 arriba descritas, de los
resultados de la liberacion de interferén y (IFN-y) a partir de PBMC después de su estimulacién con
anticuerpos biespecificos (anti-EpCAM x anti-CD3) sin o con contacto con células diana (células
tumorales EpCAM-positivas). El IFN-y (como el TNF-a) es una citoquina especifica de TH1 (células T
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coadyuvantes de tipo 1) y ademas un marcador para la destruccion de células diana especifica de
antigeno y facilitada por células T. El IFN-y es descargado por linfocitos T especificos después de
estimulacion contra antigeno. Por ello, en caso de una estimulacién con anticuerpos sin contacto
simultaneo con las células diana no deberia aparecer IFN-y, ya que aqui no se produce ninguna
estimulacion basada en una interaccién antigeno diana-anticuerpo.

confirma, en un diagrama correspondiente a la Fig. 1A o 2A (eje “Y”: concentracion de IFN-y en pg/ml),
las expectativas ya descritas, ya que en ninguna de las estimulaciones sin contacto con células
tumorales EpCAM-positivas se produce una liberacion de IFN-y.

documenta la liberacion de IFN-y a partir de PBMC después de estimulacion de anticuerpo en contacto
con células tumorales EpCAM-positivas (HCT8). En caso de estimulacion de las PBMC con el
anticuerpo biespecifico en contacto con las células diana (HCT8) se produce una liberacion significativa
de IFN-y que, cuando no se afiade glucocorticoide, es superior a 6.000 pg IFN-y/ml. En caso de una
dosis simultdnea de 0,01 pg/ml de dexametasona, dicha liberacion de IFN-y es incluso un poco mayor
(superior a 7.000 pg/ml). En caso de una concentracién de dexametasona de 0,1 pg/ml, la liberacion de
IFN-y se reduce a cerca de 3.000 pg/ml, pero sigue siendo significativa.

representa, de modo similar a las Fig. 1C y 2C, una comparacion porcentual de la liberacion de
citoquinas (en este caso IFN-y) después de estimulacion por anticuerpos sin o con contacto con células
diana HCT8.

representaciones graficas de los resultados de experimentos para la activacion de células T con los
anticuerpos biespecificos trifuncionales con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3 (concentracion de 10°
células/ml) bajo la influencia de la dosis simultanea de dexametasona (concentraciones de 0,01, 0,1, 1y
10 ug/ml). En las Fig. 4A a 4E, el eje “Y” indica en cada caso la proporcion porcentual de los linfocitos T
CD3/CD4 (células T coadyuvantes)-positivos o CD3/CD8 (células T asesinas)-positivos con expresion
de un marcador de activacion (Fig. 4A y 4C: CD25; Fig. 4B y 4D: CD69; Figura 4E: HLADR). La medida
se realiz6 con analisis FACS. Las barras de la izquierda representan en cada caso los resultados de la
estimulacién sin contacto con células diana HCT8 (concentracion 5-10* células/ml), mientras que las
barras de la derecha representan en cada caso los valores en caso de estimulacion en contacto con
células diana HCTS8. La estimulacién con el anticuerpo biespecifico trifuncional bajo contacto con las
células diana HCT8, que corresponde a la estimulacion especifica con union del antigeno diana, no
influye en la activacion de células T por dexametasona, tal como prueban los altos valores de medida
inalterados en las Fig. 4A a 4E.

presenta diagramas de los resultados de medir la citotoxicidad porcentual especifica determinada en un
ensayo de citotoxicidad de dos horas con células tumorales HCT8 marcadas con fluorescencia. Las Fig.
5A a 5D muestran la citotoxicidad porcentual especifica contra HCT8 en funcion de la relacion células
efectoras-células dianas (R/T), habiéndose realizado el ensayo de citotoxicidad en cada caso con una
relacion células efectoras:células diana de 40:1, 20:1, 10:1, 5:1 y 2,5:1. En cada experimento se llevo a
cabo una estimulacion con 100 pg/ml de anticuerpos biespecificos trifuncionales con especificidad anti-
Ep-CAM x anti-CD3 (E) sin células HCT8, en presencia de células HCT8 (E + HCT8) y también con
dosis adicional de dexametasona en concentraciones de 0,01 pg/ml, 1,0 pg/ml o 10,0 pg/ml, sin
contacto (E + pg/ml Dexa) o en contacto con células HCT8 (E + pg/ml Dexa + HCTS8).

documenta la influencia de la dexametasona a una concentracion 0,01 mg/ml en la citotoxicidad
porcentual especifica. En comparacion con las PBMC sin dexametasona, aqui no se produce inhibicién
de la citotoxicidad porcentual especifica por parte del glucocorticoide.

presenta los resultados de las medidas correspondientes en cuanto a la influencia de 0,1 pg/ml de
dexametasona. Con esta concentracion de dexametasona se produce una clara inhibicion de la
citotoxicidad porcentual especifica en aproximadamente 50 puntos porcentuales. En este contexto no se
produjo ninguna diferencia digna de mencién cuando la estimulacion se realizé en presencia de células
HCT y cuando se realiz6 en ausencia de éstas.

muestra los resultados de mediciones comparativas con dexametasona a una concentracion de 1 pg/mi.
También en este caso se produjo una clara inhibicién de la citotoxicidad porcentual especifica, que
presentaba aproximadamente el mismo nivel que el comprobado para una concentracion de
glucocorticoide de 0,1 pg/ml (véase la Fig. 5B), cuando la estimulacién de las PBMC se llevé a cabo en
presencia de células HCT8. En caso de una relacion células efectoras:células diana de 20:1, en
ausencia de HCT8 se produjo una inhibicién claramente mayor de la citotoxicidad porcentual especifica
de las PBMC.

reproduce las medidas correspondientes para una concentracion de dexametasona de 10 pg/ml. En el
caso de la estimulacién de las PBMC en presencia de células HCT8, con esta concentracion de
dexametasona resulté una citotoxicidad porcentual especifica que correspondia aproximadamente a la
comprobada con concentraciones de dexametasona de 0,1y 1 pg/ml (véanse las Fig. 5B y 5C): con una
relacion células efectoras:células diana de 20:1 resulté en consecuencia una citotoxicidad porcentual de
un 30%, mientras que, con una relacién el doble de grande entre las células efectoras y las células
diana, la citotoxicidad porcentual especifica era de aproximadamente un 60%. En cambio, en caso de
una estimulacion de las PBMC en ausencia de células HCT8, los valores de citotoxicidad disminuyeron
mas con respecto a las menores concentraciones de dexametasona.
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De acuerdo con los resultados representados en las Fig. 5A a 5D, la dexametasona a una concentracion de 0,01
pg/ml no tiene ningun efecto en la citotoxicidad de PBMC estimuladas. A partir de una concentracion de 0,1 pg/ml se
produce una clara disminucién de la citotoxicidad independientemente de la ausencia o presencia de HCT8 durante
la estimulacién. En caso de una estimulaciéon en presencia de HCT8, la citotoxicidad porcentual especifica se
mantuvo en un nivel entre el 40% y el 60% de la citotoxicidad medida sin dexametasona, cuando se administro
dexametasona en un intervalo de concentracion de 3 6rdenes de magnitud (0,1 a 10 pg/ml) con una relacion células
efectoras:células diana de 40:1. Por ello, con una relacion correspondiente entre las células efectoras (E) y las
células diana (T), al afiadir glucocorticoides en un amplio intervalo de concentraciones se mantiene constante una
clara citotoxicidad porcentual de las PBMC estimuladas en presencia de células HCT8. En cambio, después de la
estimulacion de las PBMC sin HCT8, la citotoxicidad disminuye claramente en funcién de la concentracién de
dexametasona.

Fig. 6: documenta los valores de laboratorio de parametros inmunolégicos de un paciente con carcinoma de
estdbmago resistente a la quimioterapia tratado segun la invencion con un anticuerpo biespecifico
trifuncional (anti-EpCAM x anti-CD3) para la inmunoestimulacién contra las células tumorales y con
glucocorticoides (dexametasona) para la inhibicion de los efectos secundarios relacionados con la
inmunoterapia. El eje “Y” de las Fig. 6A a 6E muestra los valores de medicién en la unidad indicada en
cada caso. En el eje “X” se representa el desarrollo de la terapia en dias. En este contexto, E significa
una dosis del anticuerpo inmunoestimulador mencionado con dosificacion intraperitoneal en pg, y Dex
significa la dosis de dexametasona en mg, via intravenosa.

Fig. 6A: muestra el desarrollo de la concentracion de leucocitos (en g/l) (¢) y las concentraciones de CRP en
suero (en mg/dl) (m). Las dos primeras administraciones de anticuerpo el dia O y el dia 4 se llevaron a
cabo sin administracion adicional del glucocorticoide. Con esta terapia aumenta en particular la
concentracion en suero de la “proteina de fase aguda” CRP hasta 40 mg/dl. En el posterior desarrollo de
la terapia con administracién adicional de dexametasona y al mismo tiempo un aumento claro de la
dosificacion de anticuerpo hasta 500 pg, el nivel de CRP en suero cae de nuevo a los valores normales.
La concentracion de leucocitos también permanece por debajo de 20 g/l con la terapia combinada segun
la invencidn. Los valores normales en adultos sanos oscilan entre 4 y 11 g/l. El aumento observado de
la cantidad de leucocitos es también una expresién de la inmunoestimulacién deseada.

Fig. 6B: presenta el desarrollo de la proporcion porcentual de los linfocitos en la férmula sanguinea. Las
fluctuaciones observadas tanto con monoterapia con anticuerpos al comienzo del tratamiento como con
la dosificacion adicional de dexametasona con un fuerte aumento simultdneo de la dosis del anticuerpo
inmunoterapéutico corresponden a lo esperado. En particular, al final de la administracion de la
combinacién segun la invencién de anticuerpo y glucocorticoide, los valores medidos estan
aproximadamente en el intervalo normal de un adulto sano (entre un 20 y un 30% de linfocitos).

Fig. 6C: muestra el desarrollo de la concentracidn en suero del receptor de IL-2. Los valores aumentan de aprox.
1 a aprox. 2 ng/ml al comienzo del tratamiento primero al aumentar la dosis del anticuerpo
inmunoestimulador a 100 pg via intraperitoneal y administracion adicional de dexametasona hasta
aprox. 5,5 ng/ml, pero, a pesar de seguir aumentando claramente la dosis del anticuerpo biespecifico
trifuncional y administrar simultaneamente el glucocorticoide con una dosis de 10 mg via intravenosa,
caen de nuevo por debajo de 1 ng de receptor de IL-2/ml hacia el final del tratamiento.

Fig. 6D: muestra el desarrollo de la concentracion de TNF-a en suero (en pg/ml) medida en el paciente con
carcinoma de estdmago. La concentracion de TNF-o. aumenta con la terapia con un incremento de la
dosis de 10 pug a 500 pg del anticuerpo inmunoterapéutico como expresion de una actividad
inmunoldgica con un valor menor de 50 pg/ml con una monoterapia con anticuerpos de baja dosificacion
hasta aproximadamente 200 pg/ml con una dosis de 200 o 500 up via intraperitoneal del anticuerpo
biespecifico mas 10 mg via intravenosa de dexametasona en cada caso. Por consiguiente, gracias a la
administracion del glucocorticoide, que inhibe los efectos secundarios y posibilita un aumento
considerable de la dosis del anticuerpo inmunoestimulador, con la utilizacion del glucocorticoide o la
terapia segln la invencion se observa una excelente actividad inmunoldgica especifica celular.

Fig. 6E: muestra el desarrollo de la concentracion de IL-6 en suero (en pg/ml) del paciente con carcinoma de
estomago en terapia indicada en el eje “X”. Después de la primera y la segunda administracién del
anticuerpo inmunoestimulador sin dosis simultdnea de dexametasona (el dia 0 y el dia 4) se observan
claros aumentos de la concentracion de IL-6 a aproximadamente 300 o cerca de 1.000 pg/ml,
respectivamente. Después de la primera administracién combinada de anticuerpo y glucocorticoide (100
Mg de anticuerpo via intraperitoneal mas 40 mg de dexametasona via intravenosa el dia 9) también se
observa un breve aumento de la concentracion de IL-6 con un valor maximo de aproximadamente 1.200
pg/ml. Sin embargo, la concentracion de IL vuelve muy rapidamente a los valores béasicos y se mantiene
constante en valores bajos a pesar del aumento de la dosis de anticuerpo hasta 500 pg via
intraperitoneal y la administracion simultanea de 10 mg de dexametasona via intravenosa.

Los valores de los parametros inmunolégicos determinados en un paciente con carcinoma de estdmago muestran
gue, con la terapia combinada con anticuerpos biespecificos trifuncionales con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3
mas dexametasona, se provoca una clara actividad inmunolégica especifica celular, como muestra el aumento de la
concentracion de TNF-a. Gracias a la administracién del glucocorticoide, todos los deméas parametros se mantienen
esencialmente constantes con el enorme aumento de la dosis del anticuerpo. En este contexto se ha de sefialar que,
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aparte del TNF-o, ninguno de los pardmetros inmunolégicos medidos refleja el efecto provocado por el anticuerpo en
la célula tumoral, sino que éstos corresponden a los efectos secundarios inmunolégicos. En particular, a pesar del
fuerte incremento de la dosis del anticuerpo con la administracién simultanea de dexametasona, no se observa
ninguna sefial de SIRS (inglés: “systemic inflammatory response syndrome” - sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica). El SIRS es un sindrome inflamatorio que aparece debido a una fuerte liberacion sistémica de citoquinas
en caso de terapias con anticuerpos a altas dosis, en particular terapias inmunoestimuladoras, y puede ir
acompafiado de fallo organico y provocar un desenlace letal. Sorprendentemente, los parametros inmunolégicos
observados con la terapia combinada segun la invencién en un paciente con carcinoma de estémago resistente a la
quimioterapia no muestran ninguna sefial de un efecto secundario tan fuerte.

Fig. 7: diagramas que representan los efectos secundarios en los valores pancreaticos y hepaticos resultantes
de la terapia arriba expuesta de un paciente con carcinoma de estdmago resistente a la quimioterapia.
Fig. 7A: muestra el desarrollo de la concentracion en suero de las enzimas especificas del pancreas a-amilasa

(e) y lipasa (m), en cada caso en U/l. En ninguno de los parametros pancreaticos se produce un
aumento anormal como sefial de un efecto secundario no deseado a pesar del fuerte aumento de la
dosis del anticuerpo estimulador en el tratamiento combinado segun la invencion (valores normales de
un adulto sano: a-amilasa < 120 U/l; lipasa < 190 U/I).

Fig. 7B: muestra el desarrollo correspondiente de las concentraciones en suero de las enzimas especificas
hepéticas fosfatasa alcalina (AP; ), y-glutamiltransferasa (y-GT; m), glutamato-oxalacetato-
transaminasa (GOT; A) y glutamato-piruvato-transaminasa (GPT; x) (en cada caso en u/l) bajo la
terapia arriba descrita de un paciente con carcinoma de estdbmago. Los intervalos de referencia de las
concentraciones en suero de las enzimas medidas son: AP: de 40 a 190 U/l; y-GT: de 4 a 18 U/l; GOT:
de 5 a 15 U/l; GPT: de 5 a 19 U/l. Unicamente al comienzo de la terapia combinada con anticuerpo-
glucocorticoide (dias de terapia 10 a 13) se produce un aumento de la concentracion en suero de
enzimas hepéticas, en particular de AP, pero éstas retornan en poco tiempo a los valores normales. Por
consiguiente, en las concentraciones de las enzimas especificas del higado tampoco se produce ningun
aumento correspondiente al incremento de la dosis del anticuerpo inmunoestimulador como sefial de un
efecto secundario no deseado con la administracion simultdnea de dexametasona.

Fig. 7C: diagrama de la concentracion total de bilirrubina (en mg/ml) como pardmetro hepatico adicional en
funcion del desarrollo de la terapia del paciente con carcinoma de estdbmago. Aparte de un breve
aumento de la bilirrubina (que desaparece rapidamente) después del incremento de la dosis del
anticuerpo inmunoestimulador de 30 a 100 ug, este parametro hepatico se mantiene dentro del intervalo
de referencia, por debajo de 1 mg/dl, cuando se continla aumentando la dosis. Por ello, a pesar de una
dosificacion muy alta del anticuerpo biespecifico, en caso de administracién de dexametasona no se
detecta ningin aumento de la bilirrubina, que indicaria un efecto secundario no deseado. En este
contexto se comprobé significativamente que el paciente sometido a la terapia con administracién
simultanea de dexametasona y anticuerpos inmunoestimuladores no mostré ningdn tipo de efecto
secundario clinico importante (véase mas abajo el Ejemplo de realizacion 4).

Otro paciente fue sometido a terapia inmunoldgica segin la invencién con un anticuerpo (anticuerpo biespecifico
trifuncional con la especificidad anti-EpCAM x anti-CD3) y dexametasona. Se trataba de una paciente con
adenocarcinoma y metastasis hepatica difusa. La administracion del anticuerpo se llevd a acabo a través de un
catéter selectivo en la arteria hepatica derecha. La Fig. 8 muestra diagramas que documentan el desarrollo de
parametros inmunoldgicos en funcién de la terapia. La representacion grafica de los parametros se llevo a cabo tal
como se ha descrito mas arriba en relacién con la Fig. 6.

Fig. 8A: desarrollo de la cantidad de leucocitos y de la concentracién de CRP en suero; la Fig. 8B representa la
proporcion porcentual de los linfocitos en la formula sanguinea en funcion del desarrollo de la terapia; la
Fig. 8C reproduce el desarrollo de la concentracién del receptor de IL-2; la Fig. 8D muestra un diagrama
correspondiente para el receptor de TNF p75 y el receptor de TNF p55; y, por ultimo, la Fig. 8E muestra
el desarrollo de la concentracion de IL-6 bajo la terapia combinada segun la invencion. Bajo la terapia, a
pesar de la administracion de dexametasona, se produjo un aumento sistémico del receptor de IL-2
soluble (Fig. 8C) y de los receptores de TNF p55 y p75 (Fig. 8D), lo que refleja la activacion
inmunolégica deseada contra células tumorales. Al mismo tiempo, con un aumento de la dosis de 1 ug
de anticuerpo a 40 pg de anticuerpo, es decir, con un aumento en un factor 40, no se produjo ningdn
incremento esencial de los leucocitos, el CRP en suero y la proporcion porcentual de linfocitos, ni ningin
aumento significativo de la liberacion sistémica de IL-6 (véanse las Fig. 8A, 8B y 8E).

En el caso de la paciente de adenocarcinoma con metastasis hepatica difusa también se determinaron valores de
laboratorio especificos del pancreas y el higado durante la terapia con la utilizacién segun la invencién del
glucocorticoide junto con el anticuerpo inmunoestimulador arriba indicado. La Fig. 9 muestra los resultados de estos
analisis. El diagrama se realizé tal como se indica mas arriba en la Fig. 7 en relacién con el paciente con cancer de
estémago.
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muestra de nuevo las concentraciones en suero de las enzimas especificas del pancreas a-amilasa y
lipasa (en cada caso en U/l) en funcidon de la terapia representada en el eje “X”. Los valores
pancreaticos se mantuvieron dentro del intervalo de referencia durante toda la terapia.

muestra un diagrama correspondiente de las enzimas especificas del higado AP, y-GT, GOT y GPT
(también en U/l). Es cierto que, en caso de un aumento de la dosis de anticuerpo de 5 ug a 40 ug, se
observa un aumento de la AP de 200 U/l a aprox. 700 U/I. Las concentraciones de y-GT y GPT también
aumentaron con este incremento de la dosis de un valor claramente inferior a 100 a cerca de 400 U/l y
150 U/, respectivamente. Sin embargo, este aumento de las concentraciones de las enzimas
especificas del higado no es indicativo de efectos secundarios preocupantes, ya que dicho aumento era
totalmente reversible una vez concluida la terapia y la paciente no presentd en ningdn momento
problemas clinicos. Por lo demas, esto también es aplicable al desarrollo de la concentracion total de
bilirrubina, que se representa en la Fig. 9C en funcién del desarrollo de la terapia y constituye otro
parametro de laboratorio especifico hepatico. El aumento de la concentracion total de bilirrubina de 0,5
mg/dl con una dosis de anticuerpo de 5 pg hasta 3 a 3,5 mg/dl con una dosis de anticuerpo de 40 ug no
indica ningun efecto secundario significativo de la terapia en el higado de la paciente. En este contexto
se ha de sefialar también que los valores hepéticos de la paciente, en particular las enzimas especificas
del higado, eran elevados por las metastasis hepaticas existentes.

representaciones graficas de ensayos de citotoxicidad, donde los resultados de las medidas de
citotoxicidad porcentual especifica se determinaron utilizando las células tumorales HCT8 marcadas con
fluorescencia. Las Fig. 10A a 10C representan los valores medios de las mediciones realizadas en tres
voluntarios sanos, mientras que la Fig. 10D representa los valores medios de las mediciones realizadas
en seis pacientes con carcinoma gastrointestinal. En los experimentos se llevé a cabo una estimulacion
con anticuerpos biespecificos trifuncionales con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3 a diferentes
concentraciones de 10 ng/ml, 100 ng/ml y 1.000 ng/ml. En las Fig. 10A a 10D se indica la concentracién
correspondiente del anticuerpo utilizado. La concentracion de PBMC era de 10° células/ml y la de las
células HCTS era de 5-10” células/ml. En cada uno de los experimentos, la estimulacion se llevé a cabo
con el anticuerpo sin células HCT8 (PBMC + AK), en presencia de células HCT8 (PBMC + AK + HCT8)
y bajo administracion adicional de dexametasona a concentraciones de 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1,0 pg/ml
(PBMC + AK + 0,01 0 0,1 0 1). El eje “Y” indica la citotoxicidad porcentual y el eje “X” indica la carga de
ensayo correspondiente de las PBMC, utilizandose como control PBMC no estimuladas (PBMC).

muestra los resultados de las mediciones correspondientes con una concentracion de anticuerpo de 10
ng/ml. En caso de PBMC estimuladas en contacto con células diana HCT8 y administracion de
dexametasona resulta una inhibicion de la citotoxicidad porcentual especifica de aproximadamente 15
puntos porcentuales (aproximadamente del 55 al 41%), aumentando la inhibicién cuanto mayor es la
concentracion de dexametasona. En el caso del contacto con HCTS8, la inhibicién porcentual es mas
clara que en las cargas de ensayo que no tienen ningin contacto con células HCT8. En este caso solo
se produce una inhibicion de aproximadamente 5 puntos porcentuales.

muestra los resultados de las mediciones con una concentracion de anticuerpos de 100 ng/ml. En el
caso de las PBMC estimuladas en contacto con células diana HCT8 se produce una inhibicién clara de
la citotoxicidad porcentual especifica de hasta aprox. 30 puntos porcentuales (aproximadamente del 78
al 50%) cuando se lleva a cabo la administracion adicional de dexametasona, aumentando la inhibicion
cuanto mayor es la concentracion de dexametasona. En cambio, en el caso de PBMC estimuladas sin
contacto con HCT8 y con administracion de dexametasona solo se produce una inhibicion insignificante
de la citotoxicidad de aproximadamente 10 puntos porcentuales, que también aumenta cuanto mayor es
la concentracion de dexametasona.

muestra los resultados de las mediciones correspondientes con una concentracion de anticuerpos de
1.000 ng/ml. La dexametasona produce una inhibicion de la citotoxicidad, pero en conjunto ésta es
menor que en caso de una estimulacion con una concentracion de anticuerpos de 100 ng/ml (Fig. 10B).
En caso de PBMC estimuladas en contacto con células diana HCT8 se produce una inhibicion de la
citotoxicidad porcentual especifica de hasta aproximadamente 20 puntos porcentuales
(aproximadamente del 85 al 67%) cuando se lleva a cabo la administracion adicional de dexametasona,
aumentando la inhibicién cuanto mayor es la concentracion de dexametasona. En las cargas de ensayo
de PBMC estimuladas sin contacto con HCT8 y con administracion de dexametasona solo se produce
una inhibicibn minima de la citotoxicidad de aproximadamente 2 puntos porcentuales, que de nuevo
aumenta cuanto mayor es la concentracion de dexametasona.

muestra las mediciones medias correspondientes en caso de pacientes con tumores gastrointestinales.
Estas mediciones se llevaron a cabo con una concentracion de anticuerpos de 100 ng/ml. Tal como se
puede observar, se produce una inhibicion clara de la citotoxicidad de aproximadamente 27 puntos
porcentuales (aproximadamente del 78% al 51%) bajo administracién de dexametasona. De nuevo, la
inhibicion es mayor cuando se lleva a cabo una estimulacién en contacto con células diana HCT8. En lo
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que respecta a la concentracion de anticuerpos, los resultados son comparables a los de la Fig. 10B
(voluntarios sanos). Esta comparacion permite constatar que la administracion del glucocorticoide
dexametasona provoca una clara inhibicién de la citotoxicidad porcentual especifica tanto en voluntarios
sanos como en pacientes con tumores.

representaciones graficas de los resultados de la liberacion de diferentes citoquinas por PBMC en
voluntarios sanos (a una concentracion de 10° células/ml) después de estimulacién con un anticuerpo
biespecifico trifuncional con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3 (AK) (en una concentracion de 100
ng/ml) en ausencia o en presencia de células tumorales EpCAM-positivas (HCT8) (a una concentracion
de 5-10* células/ml). En los ejes “Y” se indica la concentracion de la citoquina correspondiente en pg/ml.
En los ejes “X” se indican las cargas de estimulacion correspondientes de las PBMC. Las indicaciones
“0,01”, “0,1” y “1” designan la concentracion correspondiente de dexametasona afiadida en pg/ml.
También se indican los valores de PBMC no estimuladas como control (‘PBMC”).

La estimulacion de las PBMC sin contacto con células tumorales EpCAM-positivas (células HCT8) corresponde (al
igual que en las Fig. 1 a 3) a la liberaciéon no especifica de citoquinas, que es independiente de la unién de antigeno
(interaccién anticuerpo-antigeno). Por consiguiente, la liberacion de las citoquinas tiene lugar de forma sistémica por
la totalidad de las PBMC. En cambio, la estimulacion de las PBMC en contacto con células tumorales EpCAM-
positivas corresponde a la liberacion de las respectivas citoquinas por las PBMC directamente en el lugar de la union
de antigeno. Por consiguiente, las respectivas liberaciones de citoquinas medidas en estas cargas de ensayo
corresponden a la accion especifica (dirigida a un objetivo) del anticuerpo utilizado y, por tanto, no representan
ningun efecto secundario no deseado (liberacién sistémica). Las citoquinas correspondientes sélo son liberadas por
los inmunocitos que intervienen directamente en la respuesta inmunitaria.

Fig. 11:

Fig. 12:

Fig. 13:

Fig. 14-16:

muestra los resultados de la liberacion de interleuquina 10 (IL-10). La IL-10 es en una citoquina
inmunosupresora. Se puede observar que la liberacion de IL-10 disminuye en caso de estimulacion con
el anticuerpo y administracion de dexametasona. Esta disminucion es mas intensa cuanto mayor es la
concentracion de dexametasona.

muestra los resultados de la liberacion de interleuquina 6 (IL-6). La liberacion de la citoquina
proinflamatoria IL-6 disminuye en caso de estimulacion con el anticuerpo y administracion de
dexametasona. Esta disminucién es méas intensa cuanto mayor es la concentracion de dexametasona.
Ademas, la liberacion de IL-6 disminuye de forma claramente mayor cuando no hay contacto simultdneo
con HCT8. La liberacion absolutamente mayor de la citoquina en caso de contacto con células HCT8 no
se debe valorar como una sefial de un aumento de los efectos secundarios (liberacion sistémica de
citoquinas), sino que se explica por el efecto inmunoldgico especifico en el lugar de union del antigeno.
Es decir, de acuerdo con la invencion, la liberacién de IL-6 disminuye mas rapidamente sin contacto con
las células HCT8 (efectos secundarios) que en contacto con células HCT8 (efecto especifico). Dicho de
otro modo, hay un mayor efecto especifico (liberacion de la citoquina en el lugar de la unién de
antigeno).

muestra los resultados de la liberacion de TNF-a. El TNF-qa, al igual que el IFN-y, es una citoquina de la
inmunidad celular. La liberacién de TNF-o disminuye con la estimulacién con el anticuerpo y
administracion de dexametasona. Esta disminucidon es mas intensa cuanto mayor es la concentracion de
dexametasona. A partir de una concentracion de 0,1 pg/ml de dexametasona, la liberacion de TNF-a
disminuye mas sin contacto simultaneo con HCT8 (liberacion sistémica; efectos secundarios) que en
caso de contacto con HCT8 (efecto especifico). La liberacion absolutamente mayor del TNF-a en caso
de contacto con células HCT8 tampoco se ha de valorar aqui como una sefial de un aumento de los
efectos secundarios (liberacion sistémica de citoquinas), sino que se explica por el efecto inmunolégico
especifico en el lugar de unién del antigeno, es decir, de acuerdo con la invencion los efectos
secundarios disminuyen mas que el efecto especifico.

representaciones graficas de los resultados de la liberacién de diferentes citoquinas por PBMC en
pacientes con tumores. Las cargas de ensayo (concentraciones, sustancias o células utilizadas)
corresponden a las cargas representadas en las Fig. 11 a 13. También se mide la liberacién de las mismas
citoquinas. Esto permite comparar los resultados de los voluntarios sanos (Fig. 11 a 13) con los resultados
de los pacientes tumorales (Fig. 14 a 16). Del mismo modo, los ejes “Y” y “X” de los graficos indican lo
mismo que los ejes correspondientes de las Fig. 11 a 13. También aqui, la estimulacion de las PBMC sin
contacto con HCT8 (segun las Fig. 1 a 3; 11 a 13) corresponde a la liberacion no especifica de citoquinas,
gue es independiente de la union de antigeno. En este caso, la liberacién de las citoquinas tiene lugar de
forma sistémica por la totalidad de las PBMC. La estimulacion de las PBMC en contacto con HCT8
corresponde a la liberacion de las respectivas citoquinas por las PBMC directamente en el lugar de la
unién de antigeno. Por consiguiente, las liberaciones de citoquinas respectivas medidas en estas Ultimas
cargas de ensayo corresponden a la accion especifica (dirigida a un objetivo) del anticuerpo utilizado y no
representan ningln efecto secundario no deseado (liberacion sistémica). En este caso, las citoquinas
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correspondientes so6lo son liberadas por los inmunocitos que intervienen directamente en la respuesta
inmunitaria.

muestra los resultados de la liberacién de interleuquina 10 (IL-10). La liberacion de IL-10 disminuye en
caso de estimulaciéon con el anticuerpo y administracion de dexametasona. Esta disminucion es mas
intensa cuanto mayor es la concentraciéon de dexametasona. La liberacion de IL-10 disminuye menos
cuando no hay ningin contacto simultaneo con HCT8. La liberacion absolutamente mayor de la
citoquina en caso de contacto con células HCT8 no se debe valorar como una sefial de un aumento de
los efectos secundarios (liberacion sistémica de citoquinas), sino que se explica por el efecto
inmunolégico especifico en el lugar de unién del antigeno. Es decir, de acuerdo con la invencion, la
liberacion de IL-10 disminuye mas rapidamente sin contacto con HCT8 (efectos secundarios) con una
concentracion creciente de dexametasona que en contacto con células HCT8 (efecto especifico). Esto
significa que, conforme a lo deseado, se produce un efecto especifico muy intenso (liberacién de la
citoquina en el lugar de la unién de antigeno).

muestra los resultados de la liberacion de interleuquina 6 (IL-6). También aqui, como en la Fig. 14, la
liberacion de IL-6 disminuye en caso de estimulacion con el anticuerpo y administracion de
dexametasona, intensificAndose también esta disminucién al aumentar la concentracién de
dexametasona. La disminucion de la liberacion de IL-6 se intensifica drasticamente cuando no hay
contacto simultdneo con HCT8. La liberacién absolutamente mayor de la citoquina en caso de contacto
con células HCT8 tampoco se debe valorar aqui como una sefial de un aumento de los efectos
secundarios (liberacion sistémica de citoquinas), sino que es el resultado del efecto inmunoldgico
especifico en el lugar de unién del antigeno. Es decir, de acuerdo con la invencion, la liberacion de IL-6
disminuye mucho mas sin contacto con HCT8 (efectos secundarios) con una concentracion creciente de
dexametasona que en contacto con HCT8 (efecto especifico). Esto permite constatar que se produce un
efecto especifico muy intenso (liberacién de la citoquina en el lugar de la unién de antigeno).

muestra los resultados de la liberacibn de TNF-a. En caso de estimulacién con el anticuerpo y
administracion de dexametasona, la liberacién de TNF-a disminuye, siendo esta disminucion mas
intensa cuanto mayor es la concentracion de dexametasona. Conforme a lo esperado, la liberacion de
TNF-a disminuye mas cuando no hay contacto simultdneo con HCT8. La liberacion absolutamente
mayor de la citoquina en caso de contacto con células HCT8 tampoco se debe valorar aqui como una
sefial de un aumento de los efectos secundarios (liberacion sistémica de citoquinas), sino que es el
resultado del efecto inmunolégico especifico en el lugar de unién del antigeno. Por consiguiente, la
liberacion de TNF-o disminuye mucho mas sin contacto con HCT8 (efectos secundarios) con una
concentracion creciente de dexametasona que en contacto con HCT8 (efecto especifico). Es decir, se
produce un efecto especifico muy intenso (liberacién de la citoquina en el lugar de la unién de antigeno).

Teniendo en cuenta los resultados de la liberacién de citoquinas en caso de utilizar el anticuerpo biespecifico
trifuncional anti-EpCAM x anti-CD3 por un lado en voluntarios sanos (Fig. 11 a 13) y por otro lado en pacientes
tumorales (Fig. 14 a 16), de acuerdo con la invencion se constata que los resultados obtenidos en los pacientes
tumorales corresponden a los resultados de los voluntarios sanos. En los pacientes tumorales, de acuerdo con la
invencion los efectos del glucocorticoide dexametasona son mas fuertes en la liberacion sistémica no especifica de
citoquinas (efectos secundarios; sin contacto con HCT8) que en el efecto especifico (contra EpCAM y CD-3), lo que
implica una fuerte reduccioén de los efectos secundarios de acuerdo con la invencion.

Fig. 17-18: muestran representaciones graficas de los resultados de la liberacion de diferentes citoquinas por

Fig. 17:

PBMC en voluntarios sanos (en una concentracién de 10° células/ml) después de estimulacion con el
anticuerpo monoclonal monoespecifico Herceptin (AK) (a una concentracion de 1 mg/ml) en ausencia o
en presencia de células tumorales HER2/neu-positivas (HCT8) (a una concentracion de 5.10*
células/ml). En los ejes “Y” se indica la concentracion de la citoquina correspondiente en pg/ml. En los
ejes “X” se indican las cargas de estimulacion correspondientes de las PBMC. Las indicaciones “0,01”,
“0,1” y “1” designan la concentracion correspondiente de la dexametasona afiadida en pg/ml. También
se indican los valores de PBMC no estimuladas como control (“PBMC”).

muestra los resultados de la liberacion de interleuquina 6 (IL-6). La liberacion de IL-6 disminuye en caso
de estimulacion de las PCMB con los anticuerpos y administracion de dexametasona, siendo esta
disminucion mas intensa cuanto mayor es la concentracion de dexametasona. La liberacion de IL-6
disminuye mucho més cuando no hay contacto simultaneo con células HCT8. La liberacion
absolutamente mayor de la citoquina en caso de contacto con células HCT8 no se debe valorar como
una sefial de un aumento de los efectos secundarios (liberacion sistémica de citoquinas), sino que es el
resultado del efecto inmunolégico especifico en el lugar de unién del antigeno. La liberacién de IL-6
disminuye mucho mas sin contacto con HCT8 (efectos secundarios) con una concentracion creciente de
dexametasona que en contacto con HCT8 (efecto especifico). Se produce un efecto especifico intenso
(liberacion de la citoquina en el lugar de la unién de antigeno).
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Fig. 18: muestra los resultados de la liberacion de TNF-o. La liberaciéon de TNF-o disminuye con la
estimulacion con el anticuerpo y administracion de dexametasona. Esta disminucién es mas intensa
cuanto mayor es la concentracion de dexametasona. La disminucion de la liberacion de TNF-a se
intensifica drasticamente cuando no hay contacto simultaneo con HCT8. La liberacion absolutamente
mayor de la citoquina en caso de contacto con células HCT8 tampoco se debe valorar aqui como una
sefial de un aumento de los efectos secundarios (liberacién sistémica de citoquinas), sino que es el
resultado del efecto inmunolégico especifico en el lugar de unién del antigeno. Por consiguiente, la
liberacion de TNF-a disminuye mucho mas sin contacto con HCT8 (efectos secundarios) con una
concentracion creciente de dexametasona que en contacto con HCT8 (efecto especifico). Es decir, se
produce un efecto especifico muy intenso (liberacién de la citoquina en el lugar de la unién de
antigeno).

Teniendo en cuenta los resultados de la liberacién de diversas citoquinas en caso de estimulacién de PBMC con
diferentes anticuerpos:

i cargas de ensayo de las Fig. 11 a 16: estimulacién con el anticuerpo biespecifico trifuncional anti-EpCAM x
anti-CD3,
ii. cargas de ensayo de las Fig. 17 a 18: estimulacion con el anticuerpo monoclonal monoespecifico Herceptin,

se puede constatar que los dos anticuerpos, a pesar de sus diferentes mecanismos de accion, mostraron
esencialmente los mismos efectos en la liberacién de diversas citoquinas, tanto en voluntarios sanos como en
pacientes con tumores.

Fig. 19: representaciones gréficas de los resultados medidos para la activacion de células T con el anticuerpo
biespecifico trifuncional con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3 a una concentracién de 10° células/ml
bajo la influencia de la administracién simultanea de dexametasona (concentraciones de 0,01, 0,1y 1
pg/ml). Se representa la medicién de los marcadores superficiales CD3/CD4/CD25 o CD3/CD8/HLADR
en células T coadyuvantes. En este contexto, CD3/CD4 representan linfocitos T coadyuvantes, siendo
CD25 un marcador de activacion de estas células. CD3/CD8 representan linfocitos T citotoxicos, siendo
HLADR un marcador de activacion de estas células. El eje “Y” indica la proporciéon porcentual de
linfocitos T CD3/CD4 (células T coadyuvantes)-positivos o CD3/CD8 (células T asesinas)-positivos con
expresion del marcador de activacién (CD25 o HLADR, respectivamente). El eje “X” indica las cargas de
estimulacion de PBMC correspondientes con y sin contacto con células diana HCT8 (concentracion
5.10" células/ml), y con y sin administracién de dexametasona a diferentes concentraciones. La
columna izquierda se refiere en cada caso a la medida CD3/CD4/CD25 y la columna derecha se refiere
en cada caso a la de CD3/CD8/HLADR. Las medidas se realizan por analisis FACS. En la tabla
mostrada en la parte inferior de la Fig. 19 se indican los valores de medida (en porcentaje) de cada
carga de estimulacion. Se puede observar que la dexametasona no influye en la activacion de células T
en caso de estimulacién con el anticuerpo biespecifico trifuncional en contacto con las células diana
HCT8 (esta estimulacion corresponde a la estimulacién especifica con unién del antigeno diana), lo que
se demuestra mediante los elevados valores de medicion inalterados en la tabla de la parte inferior de la
Fig. 19.

Los siguientes ejemplos de realizacion explican la invencién mas detalladamente, sin limitarla.
Ejemplo de realizacion 1:
Obtencién de PBMC

A partir de sangre periférica de un voluntario sano se obtuvieron células mononucleares por centrifugacion con Ficoll
(densidad 1,068 g/cm3). Para ello, la sangre venosa heparinizada se separé en capas con Ficoll y se centrifugd
durante 20 minutos a 2.000 rpm. La capa celular que se encontraba sobre el Ficoll se retir6 con pipeta después de la
centrifugacion y se lavé con PBS.

Estimulacion de PBMC

Para la estimulacion se utilizaron las PBMC en una concentracion de 1-10%ml. La estimulacién de las PBMC se
realiz6 con un anticuerpo biespecifico trifuncional intacto con especificidad anti-EpCAM x anti-CD3 a una
concentracion de 100 pg/ml o con especificidad anti-HER2/neu x anti-CD3 a una concentracion de 1 mg/ml. La
estimulacion se llevé a cabo durante 24 horas por incubacion a 37°C. La estimulacion tuvo lugar en cada caso sin
células tumorales o en presencia de 5-10* células tumorales HCT-8 (con respecto a ATCC; EpCAM-positivas) por
ml. Para el efecto del glucocorticoide sintético dexametasona (de Jenapharm®) se llevaron a cabo cargas de
estimulacion sin glucocorticoide y cargas con 0,01, 0,1, 1 0 10 pg/ml.
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Determinacion de citoquinas

Después de la estimulacion, se llevo a cabo la determinacion de las concentraciones de las citoquinas IL-6, IL-10,
TNF-a e IFN-y en el sobrenadante de placas de 24 pocillos, en cada caso por ELISA. Se realizaron en cada caso
medidas por duplicado. Los ELISA se realizaron con los kits normalizados de la firma R&D Systems conforme a las
instrucciones del fabricante.

Resultados
Liberacién de IL-6

La IL-6 es una citoquina que es descargada por células efectoras inmunoldgicas y células presentadoras de
antigenos directamente al producirse una respuesta inmunitaria. La importancia clinica de la IL-6 como citoquina en
suero estriba en que, pocas horas después de producirse una inflamacién o una respuesta inmunitaria, se descarga
IL-6 y su cantidad se relaciona con la magnitud de la respuesta inmunitaria. En el presente ejemplo de realizacion,
en caso de contacto con células tumorales EpCAM-positivas (HCT8) y administracion simultanea de 0,01 a 10 pg/ml
de dexametasona, se observa una liberacién de IL-6 de valores superiores a 5.000 pg/ml en el sobrenadante (Fig.
1B). Esta liberacion corresponde al efecto inmunolégico del anticuerpo especifico de EpCAM vy, en consecuencia,
representa el efecto inmunoldgico deseado. Esta intensa liberacion de IL-6 es realizada s6lo por unos pocos
inmunocitos que intervienen directamente en la reaccion dependiente de la interaccién especifica antigeno-
anticuerpo.

En cambio, en caso de una estimulacion de las PBMC con anticuerpos sin contacto con células tumorales HCT8,
se observa una liberacion de IL-6 superior a 9.000 pg/ml (Fig. 1A). En caso de administracién clinica del
anticuerpo inmunoestimulador, esta liberacién se produce de forma sistémica a través de muchas PBMC
independientemente del efecto especifico deseado. Asi, mediante la liberacion sistémica de IL-6 se produce en el
cuerpo una cantidad muy grande de IL-6, que finalmente es responsable de los fuertes efectos secundarios que
pueden llegar a un SIRS.

Con la combinacién del anticuerpo con un glucocorticoide (en este caso dexametasona) se ha comprobado de
acuerdo con la invencién que la liberacion no especifica de IL-6, que es esencialmente responsable de los efectos
secundarios clinicos de anticuerpos inmunoestimuladores, se reduce por completo con la dexametasona. Sin
embargo, al mismo tiempo se mantiene la liberacion de IL-6 que se induce después de la estimulacion con células
tumorales EpCAM-positivas y que, en consecuencia, corresponde al efecto especifico deseado del anticuerpo
inmunoestimulador.

Liberacion de TNF-«

El TNF-a es una TH1-citoquina descargada por células efectoras inmunolégicas (en este caso: PBMC) durante la
eliminacion inmunolégica de células diana (en este caso: células tumorales HCT8). En comparacion con una
estimulacion no especifica sin células tumorales, en el presente ejemplo se midieron los valores de TNF-a
aumentados aproximadamente al triple después de la estimulacién con el anticuerpo biespecifico trifuncional en
presencia de células diana con antigeno definido (EpCAM) (Fig. 2A y 2B). Este claro aumento de la concentracion
de TNF-a es el resultado de la liberacion dependiente de la célula diana por las PBMC durante la eliminacion de
células tumorales. Si el anticuerpo biespecifico trifuncional se combina de acuerdo con la invencion con un
glucocorticoide, en este caso dexametasona, la liberacion de TNF-a basada en efectos no especificos disminuye o,
con una concentracion correspondientemente alta de glucocorticoides, se reduce por completo. Por consiguiente,
con la utilizacién segun la invencion de glucocorticoides se pueden reducir significativamente o eliminar los efectos
secundarios clinicos preocupantes basados en una liberacién no especifica de TNF-a. A diferencia de la liberacién
no especifica de citoquinas, en caso de adicion de dexametasona se mantiene por completo la liberacién de TNF-a
dependiente del antigeno y en consecuencia especifica de la célula diana.

Liberacién de IFN-y

El IFN-y es también una TH1-citoquina. Ademas, el IFN-y es descargado por linfocitos T especificos activados
después de la estimulacion contra un antigeno, por lo que el IFN-y es un marcador para la eliminacion de células
diana especifica de antigeno facilitada por células T. Por ello, el IFN-y no es descargado después de una
estimulacion de las PBMC con el anticuerpo biespecifico trifuncional en ausencia de células diana HCT8, ya que en
este caso solo se produce una estimulacion no especifica, no dirigida contra un antigeno (Fig. 3A). En el caso de la
estimulacion en presencia de células HCT8, se midi6 una liberacion significativa de IFN-y provocada por la
estimulacion contra EpCAM mediante el anticuerpo (Fig. 3B). Esta liberacion de IFN-y especifica de la célula diana
se mantiene esencialmente con concentraciones de glucocorticoide inferiores a 1 pug/ml en el presente ejemplo de
realizacion.
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Ejemplo de realizacion 2

Para determinar la influencia de la activaciéon de los glucocorticoides en la activacion de células T mediante
estimulacion con el anticuerpo biespecifico trifuncional anti-EpCAM x anti-CD3, se llevaron a cabo experimentos de
estimulacion tal como se indica en el anterior Ejemplo de realizacion 1, y después se midieron los marcadores de
activacién especificos de células T CD25, CD69 y HLA-DR con linfocitos T CD3'/CD4" o CD3'/CD8".

Anélisis FACS

Los analisis FACS se realizaron utilizando un FACScalibur de la firma Becton Dickinson. Unas PBMC estimuladas
correspondientemente se marcaron con anticuerpos de la especificad necesaria marcados con FITC, PE y APC.

Resultados

Tal como se desprende de las Fig. 4A a 4E, en caso de una estimulacion con el anticuerpo biespecifico trifuncional
no se constatd ninguna influencia de la activacion de células T por el glucocorticoide dexametasona.

Ejemplo de realizaciéon 3

La influencia del glucocorticoide en la toxicidad de células T se analizd con ayuda de un ensayo de citotoxicidad. La
obtencion de las PBMC y su estimulacion se llevaron a cabo de acuerdo con el Ejemplo de realizacion 1 arriba
descrito.

Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad se midi6 con ayuda de un ensayo de fluorescencia utilizando el colorante BCECF-AM. La medicion
tuvo lugar mediante la técnica 2 h Release correspondientemente al método descrito en Kolben y col. (1988) J.
Immunol. Meth. 108: 255-264.

Resultados

Tal como se desprende de las Fig. 5A a 5B, el efecto de la dexametasona en la citotoxicidad de PBMC estimuladas
provocada por los anticuerpos biespecificos trifuncionales se puede resumir de la siguiente manera. En caso de una
concentracion de 0,01 mg/ml no se observé ningun efecto de la dexametasona en la citotoxicidad de las PBMC
estimuladas. A partir de una concentraciéon de 0,1 pg/ml se observo una reduccién significativa de la citotoxicidad
independientemente de la presencia o ausencia de células tumorales HCT8 durante la estimulacion. En caso de una
estimulacion en presencia de HCTS8, la citotoxicidad porcentual se mantuvo constante en un nivel alto al utilizar una
relacion células efectoras:células diana de 40:1 y concentraciones de 0,1 a 10 pg/ml de dexametasona. Cuando no
habia células diana durante la estimulacion de las PBMC, la citotoxicidad porcentual disminuy6 adicionalmente en
funcion de la concentracién de dexametasona.

Por consiguiente, los datos in vitro segun los Ejemplos de realizacién 1 a 3 se pueden resumir de la siguiente
manera: mediante la combinacion de anticuerpos inmunoestimuladores con glucocorticoides se produce una
disminucion de la liberacion no especifica de citoquinas sin que se reduzca en la misma medida la respuesta
inmunitaria especifica de antigeno deseada (Ejemplo de realizacion 1), la activacion de células T (Ejemplo de
realizacion 2) o la citotoxicidad de las células estimuladas (Ejemplo de realizacion 3). Con una concentracion de
dexametasona entre 0,1 y 1 pg/ml, la reacciéon no especifica se reduce en gran medida o se elimina por completo.
En cambio, con este intervalo de concentraciones de glucocorticoides, la actividad inmunoldgica especifica dirigida
contra el antigeno de células tumorales EpCAM no resultdé esencialmente afectada in vitro.

Ejemplo de realizacién 4

Un paciente (46 afios, varén) con carcinoma de estdbmago (carcinosis peritoneal; pT3 pN2 M1) fue sometido a
inmunoterapia utilizando un glucocorticoide con el anticuerpo biespecifico trifuncional con especificidad anti-EpCAM
x anti-CD3 segun la invencién. La terapia se llevé a cabo después de una gastrectomia en el afio 2000 y una
quimioterapia multiple ineficaz del tumor. El paciente presentaba una formacién de ascitis sintomética. El examen de
las células tumorales de la ascitis mostr6 una fuerte expresion de EpCAM (EpCAM+++). El anticuerpo se administrd
via intraperitoneal (i.p.), en cada caso mediante infusion durante 6 a 10 horas.

Al comienzo de la terapia se administraron los anticuerpos al paciente en dosis relativamente pequefias sin
combinacién con glucocorticoides. Después de estos 2 intentos de monoterapia, se aumentd claramente la dosis de
anticuerpos y al mismo tiempo se afiadié dexametasona. La siguiente Tabla 1 resume el desarrollo de la terapia
indicando los efectos secundarios observados.
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Tabla 1 Desarrollo de la terapia en un paciente con carcinoma de estémago

Dia Terapia Desatrrollo Clinico
0 10E Infusién durante 6 h, 1.000 ml Tuto ip
Medicacion previa 2A Fenistil + 1000 mg Benuron
Fiebre hasta 39,3
Vomitos
Dolor de estémago, administracion de Tramal
Decaimiento
1 Persistencia de la fiebre hasta 39,0
2
3 Fiebre 39,0 — Novalgina 1A 19.15
4 30 E Infusion durante 8 h, 1000 ml Tuto ip
Medicacion previa 2A Fenistil + 1000 mg Benuron
Interrupcion de la terapia con fiebre > 39,6 tras 6 h
Novalgina 1A
Escalofrios
Nauseas
5 Persistencia de la fiebre:
Novalgina 1A
Novalgina 30 ggt
Decaimiento
6
7
8 Cambio de catéter
Nueva cantidad de ascitis: 500 ml
9 100 E Cambio de medicacion previa
2A Fenistil
2A Tagamet
40 mg dexametasona
1000 ml Tuto ip
Infusion durante 8 h
Fiebre hasta un maximo de 39,0
10
11
12 Fuerte reaccion alérgica con enrojecimiento completo de la piel en el
tronco
13
14
15 100 E 2A Fenistil
2A Tagamet
10 mg dexametasona
1000 ml Tuto ip
Infusion durante 8 h
Sin fiebre
Sin ES
16
17
18
19 200 E 2A Fenistil
2A Tagamet
10 mg dexametasona
1000 ml Tuto ip
Infusiéon durante 10 h
Sin fiebre
Sin ES
20
21
22
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Dia Terapia Desarrollo Clinico
23 500 E 2A Fenistil
2A Tagamet

10 mg dexametasona

1000 ml Tuto ip

Infusién durante 8 h

Sin fiebre

Sin ES
E: ug anticuerpo biespecifico trifuncional anti-EpCAM x anti-CD3 i.p.
ES: Efectos secundarios

Tal como se desprende de la Tabla 1, en la monoterapia con el anticuerpo inmunoestimulador a una dosis de 10 mg
a 30 mg el paciente sufrié fuertes efectos secundarios, en particular vomitos, dolor de estdémago, indisposicion y
fiebre alta. En cambio, cuando el anticuerpo se combiné con dexametasona, la dosis de anticuerpo se pudo
aumentar a 500 mg i.p. sin la aparicién de fiebre u otros efectos secundarios. Los pardmetros inmunoldgicos de
laboratorio confirman el fuerte efecto inmunomodulador del anticuerpo dirigido contra las células tumorales (Fig. 6).
Los valores hepaticos y pancreaticos eran muy poco llamativos con la terapia combinada segun la invencion (Fig. 7).
Una vez finalizada la terapia segun la invencion, se constatd una desaparicion completa de ascitis malignas y en el
desarrollo de la terapia una eliminacion total de las células tumorales malignas en la ascitis.

Ejemplo de realizacién 5

En otro ejemplo de realizacion segun la invencién, una paciente (68 afios) con adenocarcinoma (Sigma pT3 pN2 M1)
y metastasis hepética difusa fue sometida a inmunoterapia con el anticuerpo biespecifico trifuncional anti-EpCAM x
anti-CD3 en combinacién con el glucocorticoide dexametasona. Previamente se comprobd que un 80% de las
células de las metéstasis hepaticas eran EpCAM -positivas. En esta terapia, la administracion del anticuerpo se llevo
a cabo con un catéter selectivo a través de la arteria hepatica derecha como ejemplo de administracion selectiva en
drgano (en este caso intrahepatica) o sistémica (después de pasar por el higado). La dexametasona se administrd
en cada caso como una medicacion previa antes de la administracion del anticuerpo inmunoestimulador.

La siguiente Tabla 2 muestra la terapia y su desarrollo.

Tabla 2 Desarrollo de la terapia en una paciente con adenocarcinoma y metastasis hepatica difusa
Dia Terapia Observaciones
0 1 pg Administracion por acceso arterial selectivo en la arteria hepética derecha a
lo largo de 8 horas
Medicacion previa: Dexa 40 mg, 2A Fenistil, 2A Ranitidina
Sin fiebre, sin efectos secundarios

N

3 5ug Administracién por acceso arterial selectivo en la arteria hepatica derecha a
lo largo de 8 horas
Medicacion previa: Dexa 20 mg, 2A Fenistil, 2A Ranitidina
Fiebre hasta 39,8°C, 9 h después del inicio de la terapia
Medicacion con metamizol 1A i.v.
Normalizacién de la temperatura en un plazo de 4 h

ol

6 20 pg Administracion por acceso arterial selectivo en la arteria hepética derecha a
lo largo de 8 horas
Medicacion previa: Dexa 20 mg, 2A Fenistil, 2A Ranitidina
Fiebre hasta 39,6°C, 10 h después del inicio de la terapia
Medicacion con metamizol 1A i.v.
Normalizacién de la temperatura en un plazo de 4 h

(O]~

0 4 ug Administracién por acceso arterial selectivo en la arteria hepatica derecha a
lo largo de 10 horas
Medicacion previa: Dexa 20 mg, 2A Fenistil, 2A Ranitidina
Fiebre hasta 40,1°C, 6 h después del inicio de la terapia
Medicacion con metamizol 2A i.v.
Normalizacién de la temperatura en un plazo de 10 h
Escalofrios / dolores en las extremidades

18



10

ES 2417065 T3

Con la combinacién segun la invencién del glucocorticoide con el anticuerpo inmunoterapéutico sé6lo se produjo una
fiebre pasajera, normalizandose la temperatura en un plazo maximo de 10 horas después de alcanzar la
temperatura maxima. Por consiguiente, a pesar del enorme aumento de la dosis del anticuerpo en un factor 40 (de 1
Mg a 40 pg), durante la terapia no se constatd ninguna intensificacion de los efectos secundarios del anticuerpo
inmunoestimulador correspondiente a dicho enorme aumento, lo que ha de atribuirse a la administraciéon segun la
invencion del glucocorticoide. La administracion de dexametasona no tuvo ninguna influencia negativa significativa
en el efecto inmunoestimulador del anticuerpo. Esto se documenta mediante un aumento sistémico del receptor de
IL-2 soluble y de los receptores TNF p55 y p75 (Fig. 8). En cambio, a pesar del aumento de la dosis con respecto al
anticuerpo en un factor 40, no se constatdé ningun efecto secundario significativo. Esto también se confirma en
particular con los parametros de laboratorio especificos del pancreas e higado (Fig. 9).
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REIVINDICACIONES

Uno o mas glucocorticoides para reducir la liberacién no especifica de citoquinas en el tratamiento de canceres
y de enfermedades tumorales con uno o mas anticuerpos biespecificos trifuncionales inmunoestimuladores
(ACtr).

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segun la reivindicacion 1, caracterizados porque son sintéticos.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segun la reivindicacion 2, caracterizados porque el glucocorticoide
sintético se selecciona de entre el grupo consistente en prednisona, prednisolona, metilprednisolona,
triamcinolona, betametasona, dexametasona, acetato de cortisona, prednilideno, deflazacort, cloprednol,
fluocortolona y budenésido.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizados
porque el cancer se selecciona de entre el grupo consistente en carcinoma de estdmago, adenocarcinoma,
melanoma maligno, carcinoma de colon, carcinoma de péancreas, carcinoma ovarico, carcinoma de Utero,
carcinoma hepatocelular, todos los tipos histoldgicos del carcinoma bronquial, linfomas, sarcomas, blastomas,
tumor estromal gastrointestinal (GIST).

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizados
porgue el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimeérico y/o un anticuerpo humanizado.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizados
porque el anticuerpo presenta en cada caso al menos una especificidad contra un antigeno tumoral y contra un
marcador CD.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segun la reivindicacion 6, caracterizados porque el marcador CD se
selecciona de entre el grupo consistente en CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD8, CD28 y CD44.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segin la reivindicacion 6 o 7, caracterizados porque el antigeno
tumoral se selecciona de entre el grupo consistente en EpCAM, HER2/neu, HER3/neu, G250, CEA, MAGE,
VEGF, GD3, EGFR, aVp3-integrina, HLA, HLA-DR, ASC, CD1, CD2, CD4, CD6, CD7, CD8, CD11, CD13,
CD14, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD33, CD40, CD41, CD52, c-erb-2, CALLA, MHCII, CD44v3,
CD44v6, CD117, p97, ganglidésido GD2, GD3, C215, antigeno del anticuerpo 9.2.27, antigeno del anticuerpo
NE150 y antigeno del anticuerpo CA125.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, caracterizados
porgue el anticuerpo tiene una especificidad EpCAM x anti-CD3 o anti-HER2/neu x anti-CD3.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizados
porque el anticuerpo y/o el glucocorticoide se administra via intraperitoneal, intravenosa, intraarterial,
intramuscular, intradérmica, subcutanea, intratumoral o selectivamente en un érgano definido.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segin la reivindicacion 10, caracterizados porque la administracion
selectiva en un 6rgano definido se lleva a cabo a través de un catéter en el vaso que abastece dicho 6rgano.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segin la reivindicaciéon 11, caracterizados porque la administracion
en el higado se lleva a cabo a través de un catéter en la arteria hepatica.

Glucocorticoide o glucocorticoides a utilizar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizados
porque el glucocorticoide y el anticuerpo se administran de forma simultanea.

Composicion farmacéutica que incluye al menos un anticuerpo biespecifico trifuncional inmunoestimulador y al
menos un glucocorticoide, presentando el anticuerpo una especificidad EpCAM x anti-CD3 o anti-HER2/neu x
anti-CD3.

Composicion farmacéutica para reducir la liberacion no especifica de citoquinas en el tratamiento de canceres 'y
enfermedades tumorales con uno o mas anticuerpos biespecificos trifuncionales inmunoestimuladores (ACtr),
gue contiene al menos un anticuerpo biespecifico trifuncional inmunoestimulador y al menos un glucocorticoide,
en caso dado junto con uno o mas vehiculos y/o coadyuvantes farmacéuticamente compatibles.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 14 o a utilizar segun la reivindicacion 15, caracterizada
porque el glucocorticoide es un glucocorticoide sintético.
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Composicion farmacéutica o composicion farmacéutica a utilizar segun la reivindicaciéon 16, caracterizada
porque el glucocorticoide sintético se selecciona de entre el grupo consistente en prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, triamcinolona, betametasona, dexametasona, acetato de cortisona, prednilideno,
deflazacort, cloprednol, fluocortolona y budenésido.

Composicién farmacéutica o composicién farmacéutica a utilizar segin cualquiera de las reivindicaciones 14 a
17, caracterizada porque el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimeérico y/o un anticuerpo
humanizado.

Composicién farmacéutica o composicién farmacéutica a utilizar segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a
17, caracterizada porque el anticuerpo presenta en cada caso al menos una especificidad contra un antigeno
tumoral y contra un marcador CD.

Composicion farmacéutica o composicién farmacéutica a utilizar segin la reivindicacion 19, caracterizada
porgque el marcador CD se selecciona de entre el grupo consistente en CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD8, CD28
y CD44.

Composicion farmacéutica o composicion farmacéutica a utilizar segun la reivindicacién 19 o 20, caracterizada
porque el antigeno tumoral se selecciona de entre el grupo consistente en EpCAM, HER2/neu, HER3/neu,
G250, CEA, MAGE, VEGF, GD3, EGFR, aVp3-integrina, HLA, HLA-DR, ASC, CD1, CD2, CD4, CD6, CD7,
CD8, CD11, CD13, CD14, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD33, CD40, CD41, CD52, c-erb-2,
CALLA, MHCII, CD44v3, CD44v6, CD117, p97, gangliésido GD2, GD3, C215, antigeno del anticuerpo 9.2.27,
antigeno del anticuerpo NE150 y antigeno del anticuerpo CA125.

Composicion farmacéutica o composicion farmacéutica a utilizar segun cualquiera de las reivindicaciones 19 a
21, caracterizada porque el anticuerpo tiene una especificidad EpCAM x anti-CD3 o anti-HER2/neu x anti-CD3.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 14 para el tratamiento de enfermedades seleccionadas de
entre el grupo consistente en canceres y enfermedades tumorales.

Composicion farmacéutica a utilizar segin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23, seleccionandose el
cancer entre el grupo consistente en carcinoma de estémago, adenocarcinoma, melanoma maligno, carcinoma
de colon, carcinoma de pancreas, carcinoma ovarico, carcinoma de Utero, carcinoma hepatocelular, todos los
tipos histol6gicos del carcinoma bronquial, linfomas, sarcomas y blastomas.

Kit que contiene al menos un anticuerpo biespecifico trifuncional (ACtr) inmunoestimulador y al menos un
glucocorticoide, teniendo el anticuerpo una especificidad EpCAM x anti-CD3 o anti-HER2/neu x anti-CD3,
estando separados entre si el o los anticuerpos biespecificos trifuncionales inmunoestimuladores y el o los
glucocorticoides.

Kit segun la reivindicacion 25, caracterizado porque el glucocorticoide se selecciona de entre el grupo

consistente en prednisona, prednisolona, metilprednisolona, triamcinolona, betametasona, dexametasona,
acetato de cortisona, prednilideno, deflazacort, cloprednol, fluocortolona y budenésido.
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IL-6: % inhibicion mediante dexametasona |%

100+

50 sin HCT8 3TB
B0 con HCTS B
70

m.

50 -

40+

304

104

10+ |

u | ol e I et

E E + Dexa E + Dexa E + Dexa E + Dexa
0.01 0.1 1 10

23




ES 2417065 T3

Fig. 2A

PEBMC E E#+

TNF pg/ml

E+ E+ E+
Dexa Dexa 0.1 Dexa1 Dexa 10
LT

Fig.2B -

TNF pg/ml

SR

PBMC E+ E+ E+ E+ E +
HCTBE Dexa Dexa Dexai Dexai10
001+ 01+ +HCTE +HCTE

HCTE® HCTB

24




ES 2417065 T3

Fig.2C

TNF: % inhibicion mediante dexametasona

120,
100+ sin HCT8 :TB|
80- con HCT8 B |
60

40-

’ i

0. N .

E E + Dexa E + Dexa E + Dexa E + Dexa
0.01 0.1 1 . 10

25




ES 2417065 T3

Fig. 3A

§BE8BERE

PEMC E E+ E+

IFN pgimi

E + E +
Doxa Dexa0.1 Dexa1 Dexa 10
0.0 -

Fig. 3B

-BEEBEEEE

IFN pg/ml

FEMC E+ E+ E+ E+ E+

HCTB Dexa Dexa Dexa1 Dexa10
0.01+ 01+ + HCTB + HCTB
HCTBE HCTE

26




ES 2417065 T3

Fig. 3C

IFN: % inhibicibn mediante dexametasona 1

140
1204
100- sin HCTg T8,
con HCT8 B
B0 —_
B0-
40
204
0- PR TR L e

E E +Daxa E + Daxa E + Dexa E + Daxa
0.01 0.1 1 10

27




ES 2417065 T3

Fig. 4A

CD3/CD4/CD25
50,
804
70
(1]
&0
;g' sin HCT8 T8
20 con HCTS B
104 —_—
ﬂ-
FEMC E E+ E+ E+ E+
Dexa Dexa Dexa 1 Dexa !
oM 04 10
Fig. 4B
CDICD4ICDES

.

B0

m.

604

50

40 sin HCT8 T8
m.

20 con HCTs &
m.

ol

FEMC E E+ E+ E+ E=+

Dexa Du:u:a Doxa 1 Dexa
001 041 10

28




ES 2417065 T3

Fig. 4C
CD3/CD8/CD25
BO-
70-
G0-
50
40 —_—
a0, sin HCT8 CT8
20 con HCTs @
104
0
PEMC E E+ E+ E+ E=+
Dexa Dexa Dexa Dexa
oM 01 1 10
Fig. 4D
CDICDE/ICDE
100,
o0.
80
701
&0
50, -
40 sin HCTS 1@
30 con HCT8! |
=0 _
104
0
PBMC E E+ E+ E+ E+
Dexa Dexa Dexa 1 Dexa
oM 01 10

29




ES 2417065 T3

Fig. 4E

0535388588

PEMC E

CD3/CD8HLA-DR

sin HCT8 =T&
con HCT8 B

E+ E+ E + E+
Dexa Dexa Dexa 1Dexa 10
oM 01

30




ES 2417065 T3

Fig. 5A
100 -

m-

BD -

m_

60 1 —+—E

% — - - E+HCTS

1 <+ o -+ E+0.01Dexa

40 4 =X + = E+0.01DexaHCTS
30 4

m.

10 4

B_

Fig. 5B

100 - o

920 - y )

£0 A 0

'm_

m. q—E

= === E+ HZT8

501 = edo = E+0.1Doxa
40 - _:--"'I = « 36 + = E+0, 1Dexa+HCTE
30 - - .
ﬁ_

ﬂ-.

o ,

0 40

31



ES 2417065 T3

—+—E

— == E+HCTB

== ===+ EviDexa

= = ¥ - = B+ 1DexaHCTS

- |[—e—E

= =i~ = E+HCTB

< e el « - E+10008

- =3 « = E+10DexaHCTE

32




ES 2417065 T3

Fig. 6A
L
et 'F\ —LeucocitosEytan (GA)
3 ™ — -8 — CRPS il
0 A i’ .
s P [} o
20 - ® g . A
15 - ]
104
l T
B — ."""-,-l-.tlwal-_-h-lu-l--l-.
R R L $¢0&$¢4¢¢¢?-@4¢9¢f¢#¢é'$
. 'ﬁ-. . i ﬁl ﬁt ﬁ-.
& & &
Fig. 6B

I-—i—l.'.' Linfocitos n:fh'li.l

10 -

B -

e ——

}‘Pﬁumaeﬁrﬁu11‘9@.&&@*{@&&#'##?&0&*
_#;a-' &i-" #ﬁ' épﬁ-

33




ES 2417065 T3

Fig. 6C
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