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DESCRIPCION
Radioinmunoconjugados y usos de los mismos

La presente invencion se refiere a la radioinmunoterapia de cancer hematoldgico con un anticuerpo monoclonal
radiomarcado con una citotoxicidad inesperadamente alta.

Antecedentes de la invencion

La terapia con anticuerpos radiomarcados ha sido introducida contra el linfoma no Hodgkin (NHL — siglas en inglés)
y es un método aprobado hoy en dia. Dos productos estan en el mercado, Zevalin™ y Bexxar™, y ambos fijan como
objetivo el antigeno CD20 (Jacene et al., 2007).

También el agente inmunoterapéutico rituximab (Rituxan™/Mabthera™) fija como objetivo el antigeno CD20. Un
problema con el tratamiento contra la misma diana es la posibilidad de la deriva inmunofenotipica durante el curso
de la enfermedad (Ngo et al., 2009), que podria causar efectos disminuidos de la terapia de CD20 cuando se repite
en el tiempo como en la terapia con rituximab, o si se administra radioinmunoterapia (RIT) basada en CD20 después
de una terapia prolongada con rituximab.

Un gran numero de pacientes que reciben terapia dirigida contra CD20 experimentara finalmente una recidiva
(Buchegger et al, 2006;. Gordon et al 2004). Por lo tanto, hay una necesidad significativa de una RIT que fije como
objetivo otro antigeno que no sea CD20 en pacientes con NHL.

En el desarrollo temprano de RIT, se evaluaron como dianas los dos antigenos CD37 y CD20 (Press et al., 2001).
Se concluy6 que la RIT que fija como objetivo CD20 era mas apropiada y, por lo tanto, se abandon el desarrollo la
RIT dirigida a CD37. Por lo tanto, se conoce en la técnica que los anticuerpos monoclonales son adecuados para su
uso en la RIT contra el linfoma, pero que el radioinmunoconjugado (RIC) que fija como objetivo CD20 es superior a
RIC que fija como objetivo CD37 (Press et al., 2001).

En los Ultimos afios ha atraido un cierto nuevo interés CD37 (Heider et al, 2009;. Grosmaire, 2007), principalmente
como diana para la inmunoterapia utilizando construcciones de anticuerpos quiméricos o humanizados. Estos
rabajos desaconsejan utilizar anticuerpos monoclonales de IgG murinos convencionales, ya que los anticuerpos
murinos pueden inducir la produccién de anticuerpos anti-raton humanos (HAMA) en pacientes, lo que puede causar
incomodidad y una eficacia reducida de inmunoterapias.

Para la RIT, se siguen considerando interesantes anticuerpos monoclonales murinos convencionales, ya que, en
general, las dosis de proteinas utilizadas son mas bajos y el tratamiento no necesita ser repetido en la misma
medida que con la inmunoterapia. También el aclaramiento de IgG murina es en general ligeramente mas rapido que
las versiones humanizadas o quiméricas de la misma IgG, que pueden ser mas apropiadas en términos de
exposicion a la radiacién de todo el cuerpo de RIT, por lo menos en algunas configuraciones. Cabe sefialar que
tanto Bexxar como Zevalin se basan en anticuerpos murinos.

La presente invencién proporciona el anticuerpo anti-CD37 murino HH1 como soporte para radioisétopos. El clon de
hibridoma original que produce el anticuerpo anti-CD37 murino HH1 fue desarrollado en la década de 1980
(Smeland et al., 1985) y el anticuerpo HH1 ha estado en venta para uso in vitro en la inmunohistoquimica durante
varios anos.

HH1 no ha sido previamente evaluado para la radioinmunoterapia en términos de biodistribucion y citotoxicidad
celular. Por lo tanto, el presente trabajo se realizé para evaluar la idoneidad de HH1 en radioinmunoterapia. En
contraposicion con el anterior trabajo clinico y preclinico con RIC anti-CD37, que utiliza 1| radiomarcado
directamente a los residuos de tirosina utilizando los métodos cloraminaT / yoddgeno, el HH1 fue radiomarcado a
través de un quelante utilizando un radionucleido metalico en lugar de un halégeno.

El uso de un radionucleido metalico marcado a través de un quelante-enlazador podria ser ventajoso, ya que el uso
de anticuerpos marcados con 31| se asocia con la exposicion del tiroides a diversas cantidades de yodo liberado de
los RICs.

En un estudio previo para evaluar si HH1 era adecuado para producir un radioinmunoconjugado, CHX-A-DTPA se
conjugd a HH1 y el conjugado se marco6 con 205.206Bi para fines de modelado in vitro (Henriksen et al., 1997).

La captacion en la linea celular Raji se compard para bismuto conjugado a HH1 o estreptavidina. En este ultimo
caso, las células habian sido pre-saturadas con HH1 biotinilado.

Se encontré que el numero requerido de quelantes para garantizar un RIC funcional cuando se marcan con 212Bj o
213Bj fue un factor limitante. Por consiguiente, se sugirié el uso de HH1 biotinilado en lugar de una RIC basada en
HH1.Una vez unido a las células, el HH1 biotinilado podria ser fijado como objetivo a continuacion con estreptavidina
marcada radiactivamente.

Por lo tanto, el trabajo sugiere que HH1 marcado con un radionucleido que emite particulas alfa era menos Uutil
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debido a la actividad especifica insuficiente en las concentraciones de quelante consideradas tolerable para que el
HH1 conserve una capacidad de unién suficiente.

También se indicé en el documento que un emisor beta seria incluso menos adecuado para la construccion de un
RIC funcional en comparacién con un emisor alfa (Henriksen et al, 1997), dado que los autores establecieron que la
radioterapia dirigida con emisor beta debe ser inferior en enfermedades diseminadas, porque el fuego cruzado es
esencial para obtener un efecto suficiente.

Por lo tanto, el trabajo citado anteriormente desaconseja utilizar un HH1 directamente quelado en
radioinmunoterapia y también desaconseja utilizar HH1 en un RIC basado en emisores beta.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un radioinmunoconjugado que une CD37 humano que comprende anticuerpo
monoclonal murino HH1, un enlazador y un radionucleido seleccionado del grupo que consiste en 211A’[, 213'Bi, 22p;
212Pb,225AC, 227Th, QOY, 186Re, 199AU, 194|R, 166H0, 159(3d’ 1538m, 149Pm, 142Pr, 111Ag, 109Pd, 77AS, 67CU, 47SC y 177LU.

177
L

En una realizacion de la presente invencion, el enlazador es un enlazador quelante y el radionucleido es u.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
radioinmunoconjugado de la presente invencion, y un soporte farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizaciéon de la presente invencion, la composicidon farmacéutica de la presente invencion
omprende uno o mas anticuerpos o radioinmunoconjugados adicionales.

En otra forma de realizacién de la presente invencion, los uno o mas anticuerpos o radioinmunoconjugados
adicionales fijan como objetivo CD20.

Una forma de realizacién adicional de la presente invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica de la
presente invencion en el tratamiento de células B malignas que expresan el antigeno CD37.

En una forma de realizacion de la presente invencién, la composicion farmacéutica es en el tratamiento de linfoma
no Hodgkin y leucemia linfocitica crénica.

Un aspecto de la presente invencion se refiere del radioinmunoconjugado de la presente invencion para uso en el
tratamiento de malignidades de células B.

Una forma de realizacion de la presente invencion se refiere al radioinmunoconjugado de la presente invencion en el
tratamiento de malignidades de células B, en donde el radioinmunoconjugado para uso en combinacidon con o
ademas de otra terapia.

En una forma de realizacién de la presente invencion, la terapia se selecciona de pre-tratamiento, quimioterapia,
terapia de anticuerpos monoclonales, cirugia, radioterapia y/o terapia fotodinamica.

En otra forma de realizacién de la presente invencion, la terapia comprende un pre-tratamiento utilizando anticuerpo
monoclonal anti-CD20 y/o anti-CD37 antes del tratamiento con el radioinmunoconjugado de la presente invencion.

Un aspecto de la presente invencién se refiere al uso de una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica de la
presente invencion en un método para el tratamiento de una neoplasia maligna de células B seleccionada de linfoma
no Hodgkin y leucemia linfocitica crénica.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para la produccién del radioinmunoconjugado de la presente
invencion que comprende dos o mas viales, en donde un vial contiene un conjugado que comprende un quelante
ligado a un anticuerpo monoclonal murino HH1; y un segundo vial que contiene un radionucleido.

Una forma de realizacién de la presente invencion se refiere a un kit de la presente invencion, en el que el contenido
de uno o varios de los viales esta liofilizado o en una disolucion.

En otra forma de realizacion de la presente invencion, el radioinmunoconjugado se genera mezclando el contenido
de los dos viales.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1

Anticuerpo unido a la célula inmediatamente (A) y 96 horas $B) después del lavado para la incubacion de células
Raji, Rael y Daudi con 111In-HH‘I, 111In-rituximab, 125 _HH1 y 2|_rituximab.

Figura 2

Actividad unido células Daudi después de incubacion con ""Lu-HH1 o """ Lu-rituximab durante 2 h (A) y 18 h (B).
Células bloqueadas se bloquearon con 100 ug/ml.

Figura 3
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Crecimiento de células Daudi incubadas con "’Lu-HH1 (A) o """Lu-rituximab (B) durante 2 h antes del lavado.

Figura 4

Crecimiento de células Daudi incubadas con "’Lu-HH1 (A) o 177Lu-rituximab (B) durante 18 h antes del lavado.
Figura 5

Biodistribucion de '"In-marcado a través de quelante a HH1 en ratones con xenoinjertos Daudi

Figura 6

Histogramas FITC de células Daudi no marcadas, células Daudi marcadas con anticuerpo secundario solamente,
o marcadas con HH1, ON.108, IPO.24 o0 6D263.

Figura 7

Biodistribucion de '’’Lu-en ratones inmunolégicamente deficientes hembras con tumor Daudi.

Figura 8

Terapia de ratones con células Daudi inyectadas iv. La supervivencia de los ratones tratados con 50 y 100
MBa/kg de 177Lu-HH1, HH1 frio, rituximab frio y NaCl.

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencion se refiere al uso de anticuerpos HH1 en radioinmunoterapia.

La combinacion de un radionucleido de metal, enlazador y anticuerpo monoclonal anti-CD37 ha demostrado,
sorprendentemente, que HH1 radiomarcado tiene una biodistribucion y la captacién tumoral relevantes en un modelo
de ratén con xenoinjerto/inmunolégicamente deficiente.

Esta es una informacién importante que indica la idoneidad para su uso en la radioinmunoterapia.
Radioinmunoconjugados

La presente invencion muestra, sorprendentemente, que el radioinmunoconjugado 177Lu-HH1 exhibia una
citotoxicidad significativa en células tumorales diseminadas y que 177Lu-HH1 era mas citotéxico que 177Lu-
rituximab contra las células tumorales para una dosis dada.

Este hallazgo era inesperado, ya que mas radiactividad estaba ligada por célula y la retencion del radionucleido
ligado era similar o mejor para 177Lu-rituximab. Esta ensefia, en contra del conocimiento comun en el sector, que es
que el anticuerpo anti-CD20 es mejor que el anticuerpo anti-CD37 para la radioinmunoterapia. Ademas de ello, el
presente trabajo difiere de la nocién anterior de que para un emisor beta, el fuego cruzado, que no se pueda obtener
en células diseminadas, seria esencial para la obtencién de un efecto suficiente (Henriksen et al., 1997).

La razén del efecto observado no esta clara. Los datos de los experimentos con diferentes dosis de HH1 no
marcado y rituximab no indicaban efecto alguno de los anticuerpos no marcados en el ensayo de cultivo utilizado.

Una posible explicacion podria ser que hay menos células con muy baja densidad de antigenos entre CD37 frente a
CD20, a pesar de que CD20 es, por término medio, mas fuertemente expresado en la linea celular utilizada.

Los datos de retencién no sugirieron una mejor retencion debido a la internalizacion de CD37, que de otro modo eria
una posible explicacion, ya que se ha resefiado una cierta internalizacion con el antigeno CD37 (Press et al, 2001).

Por lo tanto, la presente invencidon se refiere a un radioinmunoconjugado que se une a CD37 humano que
comprende anticuerpo monoclonal murino HH1, un enlazadora/ un radionucleido seleccionado del grupo que
consiste en 211At, 21SBL 21ZBi 212Pb,225AC, 227Th, QOY, 186Re, 199AU, 1 4|R, 166H0, 159(3d’ 1538m, 149Pm, 142Pr, 11 Ag, 109Pd,
77AS, 67Cu, 47SC y 177Lu.

En una realizacién de la presente invencion, el enlazador es un enlazador quelante.

177
L

En otra realizacion de la presente invencion, el radionucleido es u.

En aun otra realizacion, el radionucleido es otro emisor beta o un emisor alfa.

La presente invencion sugiere, con los datos in vitro, que HH1 radiomarcado se une de manera mas eficaz al
antigeno CD37 que lo que lo hace el rituximab radiomarcado al antigeno CD20, es decir, alcanz6 el maximo de
unioén al antigeno, requiriéndose menos anticuerpos circulantes (Tabla 2, Figura 2).

También requeria menos tiempo para alcanzar una unién maxima (Figura 2). Estas serian también las
caracteristicas importantes in vivo, ya que esto significa que las células tumorales pueden atrapar el RIC, incluso a
una baja concentracion de anticuerpos circulantes, una situacion que puede ocurrir en zonas menos disponibles de
tumores solidos y para células tumorales individuales y micrometastasis ubicadas en zonas remotas de los tejidos
normales.

Esto es significativamente diferente de los datos previos que indicaban que se requeria una concentracion de
anticuerpos mas alta con otro anticuerpo anti-CD37 que HH1 (Bernstein et al., 1990), también en comparacion con
un anticuerpo anti-CD20 (Press et al., 1993), para saturar antigeno y obtener una biodistribucion favorable.
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Ademas, la presente invencién muestra que HH1 tiene algunas propiedades de unién a antigeno diferentes en
comparacién con un panel de tres anticuerpos anti-CD37 diferentes - a pesar de que todos los anticuerpos se unen
sustancialmente al mismo epitopo.

Experimentos de bloqueo, es decir, utilizando células pre-saturadas con anticuerpo no marcado, demostraron que
HH1 bloquearia que el CD37 en células vivas se uniera a HH1 radiomarcado, sustancialmente mejor que los otros
tres anticuerpos anti-CD37.

En un ensayo de células comparando anticuerpos radiomarcados, HH1 mostré una fraccién inmunorreactiva mucho
mejor en comparacion con los otros tres anticuerpos. Por fraccion inmunorreactiva se quiere dar a entender la
fraccion de anticuerpo que puede unirse al antigeno si existe un exceso ilimitado de antigenos. Diferentes
anticuerpos pueden tener una capacidad diferente de preservar la inmunorreactividad después de pasar por un
proceso de marcaje. Los resultados en el Ejemplo 6, Experimento 1V, Tabla 5 demuestran que la inmunorreactividad
de HH1 se conservaba mejor que la inmunorreactividad de tres anticuerpos comercialmente disponibles.

Por otro lado, los andlisis de inmunohistoquimica demostraron que los tres anticuerpos tifieron secciones de tejido
de muestras de tumores fijadas embebidas en parafina, mientras que HH1 fracaso en hacerlo. Las diferencias en las
interacciones antigeno-anticuerpo no fueron detectables por citometria de flujo.

Los histogramas de citometria de flujo eran similares para HH1 y los otros tres anticuerpos anti-CD37 (Figura 6).

En conjunto, estos datos demuestran que HH1 tiene una interaccién con el antigeno individual significativa, que en
varios aspectos no se puede predecir a partir de estudios con otros anticuerpos anti-CD37.

El nuevo radioinmunoconjugado anti-CD37 con fuertes propiedades citotoxicas descritas aqui consiste en el
anticuerpo monoclonal murino HH1, un enlazador quelante, y el emisor beta 771

El radionucleido puede unirse al anticuerpo haciendo reaccionar primero un quelante bifuncional, p. ej. p-SCN-bn-
DOTA (Macrocyclics, Tx, EE.UU.) con el anticuerpo, seguido de purificacion para separar el quelante no conjugado,
y luego reaccion del quelante conjugado de anticuerpo con el radionucleido, seguido de purificacion para separar
cualquier radionucleido no conjugado.

Alternativamente, el quelante y el radionucleido se pueden combinar en primer lugar y posteriormente conjugar con
el anticuerpo.

Se pueden utilizar enlazadores quelantes tales como, p. e;'., p-SCN-bn-DOTA, para conjugar otros radionucleidos de
metales a HH1 de una manera similar a la descrita para Ly

Se podria utilizar cualquier tipo de enlazador con una capacidad complejante suficiente y un grupo funcional que
permita la conjugacion directa o indirecta a una proteina o un péptido. Ejemplos de tales enlazadores se describen
en la bibliografia (p. €j., Brechbiel, 2008; Liu, 2008). Algunos ejemplos utiles son quelantes bifuncionales ciclicos
tales como p-SCN-bn-DOTA, DOTA-NHS-éster; quelantes lineales bifuncionales tales como p-SCN-Bn-DTPA y
CHX-A"-DTPA.

Los radionucleidos en la presente invenciéon se conjugaran preferiblemente a una molécula fijadora de objetivo
mediante el uso de quelantes bifuncionales.

Estos podrian ser quelantes ciclicos, lineales o ramificados. Se puede hacer referencia particular a los quelantes de
poliaminopoliacidos que comprenden una cadena principal de poli-aza-alcano lineal, ciclica o ramificada con grupos
de caracter acido (p. €j., carboxialquilo) fijados en los nitrégenos de la cadena principal. Ejemplos de quelantes
adecuados incluyen derivados DOTA tales como acido p-isotiocianatobencil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacético (p-SCN-Bz-DOTA) y derivados de DTPA tales como acido pisotiocianatobencil-
dietilentriaminopentaaceético (p-SCN-Bz-DTPA), siendo el primero quelantes ciclicos y el ultimo quelantes lineales.

La metalacion del resto complejante se puede realizar antes o después de la conjugacion del resto complejante para
el resto de fijacion de objetivo.

El proceso de radiomarcaje en general sera mas conveniente en términos de tiempo utilizado, etc., si el quelante se
conjuga con el anticuerpo antes de que tenga lugar el radiomarcaje.

Los principios de la preparacion de conjugados radiomarcados utilizando quelantes fijados a anticuerpos se
describen mas ampliamente, p. €j., en Liu, 2008.

Por lo tanto, HH1 se puede utilizar para preparar radioinmunoconjugados con diferencias en las propiedades de
radiacion y semividas eficaces.
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Por ejemplo el radioinmunoconjugado anti-CD37 que consiste en el antlcuerpo monoclonal murino HH1,
enlazador quelante un radionucleido emisor de beta o alfa que inclu e ""Lu, 2"At, 2B, 2'?Bi #'?Pb,?**°Ac, 27Th

Dy, 1805 IR, "®Ho, 199%¢ 3gm, 9pm, 2pr, MMAg, %°Pd, 7'As, 67Cu y 47Sc se puede preparar y utilizar
parala producaon de preparados farmaceutlcos y puede utilizarse en aplicaciones terapéuticas.

Composiciones farmacéuticas

Un producto radioinmunoterapéutico basado en HH1 se proporcionaria tipicamente como una composicion
farmacéutica que consiste en un radionucleido, de acuerdo con la descripcidon anterior, enlazado a través de un
quelante al anticuerpo monoclonal murino HH1 disuelto en una disoluciéon tampén, que en una medida sustancial
mantiene la integridad quimica del radioinmunoconjugado y esta siendo fisioldgicamente aceptable para la infusion
en pacientes.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
radioinmunoconjugado de la presente invencion, y un soporte y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Soportes farmacéuticos aceptables incluyen, a tampones no toxicos, cargas, y disoluciones isoténicas. Mas
especificamente, el soporte farmacéutico puede ser, a disolucidon salina normal (al 0,9%), disolucién salina semi-
normal, lactato de Ringer, dextrosa al 5%, dextrosa al 3,3%/disolucién salina al 0,3%. El soporte fisiolégicamente
aceptable puede contener un estabilizante radiolitico, p. ej. Acido ascérbico, que protege la integridad del
radiofarmaco durante el almacenamiento y transporte.

Una forma de realizacion de la presente invencién comprende la composicion farmacéutica de la presente invencion,
uno o mas anticuerpos o radioinmunoconjugados adicionales. Los anticuerpos incluye Rituximab, Epratuzumab, L19,
F8, F16, Galiximab, Toralizumab, Alemtuzumab, Ofatumumab, 30 Veltuzumab, Afutuzumab, Tositumomab, Reditux
e |Ibritumomab. Radioinmunoconjugados incluye Zevalin y Bexxar.

En otra forma de realizacion de la presente invencién, el uno o mas anticuerpos o radioinmunoconjugados
adicionales fijan como objetivo CD20. Los anticuerpos incluye Rituximab, Veltuzumab, Ofatumumab, Afutuzumab,
Tositumomab, Reditux e Ibritumomab. Radioinmunoconjugados incluye Zevalin y Bexxar.

Una forma de realizacién adicional de la presente invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica de la
presente invencion en el tratamiento de células malignas de células B que expresan el antigeno CD37.

En una forma de realizacion de la presente invencién, la composicion farmacéutica es en el tratamiento de linfoma
no Hodgkin y leucemia linfocitica crénica.

Identidad de secuencia

Como comunmente se define "identidad" se define aqui como una identidad de secuencia entre los genes o
proteinas a nivel de nucleétidos o de aminoacidos, respectivamente.

Por lo tanto, en el presente contexto "identidad de secuencia" es una medida de la identidad entre proteinas en el
nivel de aminoacidos y una medida de la identidad entre acidos nucleicos a nivel de nucledtidos.

La identidad de secuencia de proteinas se puede determinar comparando la secuencia de aminoacidos en una
posicion dada en cada una de las secuencias cuando las secuencias estan alineadas.

Del mismo modo, la identidad de secuencia del acido nucleico se puede determinar comparando la secuencia de
nucleétidos en una posicion dada en cada una de las secuencias cuando las secuencias estan alineadas.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de acidos nucleicos o de dos aminoacidos, las
secuencias se alinean para fines de comparacién 6ptima (p. €j., pueden introducirse huecos en la secuencia de una
primera secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos para un alineamiento 6ptimo con una segunda secuencia
de aminoacidos o de acidos nucleicos). Luego se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las
posiciones de aminoacidos correspondientes o posiciones de nucleétidos.

Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo aminoacido o nucleétido que la
posicidon correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El
porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del numero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (es decir, % de identidad = n° de posiciones idénticas/numero total de posiciones (p. €j., posiciones
solapantes) x 100). En una forma de realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud.

Se pueden alinear manualmente las secuencias y se puede contar el nimero de acidos nucleicos o aminoacidos
idénticos. Alternativamente, se puede lograr la alineacion de dos secuencias para la determinacion del porcentaje de
identidad utilizando un algoritmo matematico. Tal algoritmo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST. Las
busquedas de nucledtidos BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de
palabra = 12, para obtener secuencias de nucleétidos homoélogas a una molécula de acido nucleico de la invencion.
Las busquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de
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palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homologas a una molécula de proteina de la invencion.
Para obtener alineaciones con huecos con fines de comparacioén, se puede utilizar Gapped BLAST.

Alternativamente, se puede utilizar PSI-BLAST para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones distantes
entre moléculas. Cuando se utilizan los programas NBLAST, XBLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los
parametros por defecto de los programas respectivos. Véase http://www.ncbi.nim.nih.gov. Alternativamente, la
identidad de secuencia se puede calcular después de haber alineado las secuencias, p. €j. por el programa BLAST
en la base de datos EMBL (www.ncbi.nim.gov/cgi-bin/BLAST).

En general, para la alineaciéon se puede utilizar la configuracién predeterminada por defecto con respecto a, p. €j.,
"matriz de puntuacion" y "penalizacién por hueco". En el contexto de la presente invencién, puede ser ventajosa la
configuracion predeterminada por defecto de BLASTN y PSI BLAST.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse utilizando técnicas similares a las descritas
anteriormente, con o sin permitir huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, sélo se cuentan coincidencias
exactas.

Una forma de realizacién de la invencion se relaciona con una secuencia que comparte un 80% de identidad de
secuencia con la secuencia de VH del anticuerpo HH1 (SEQ ID NO: 1) y/o la secuencia de VL (SEQ ID NO: 3).

Una forma de realizacién de la invencion se relaciona con un acido nucleico aislado que comprende una secuencia
con la secuencia de VH del anticuerpo HH1 (SEQ ID NO: 1) y/o la secuencia de VL (SEQ ID NO: 3).

Una forma de realizacién de la invencion se relaciona con un acido nucleico aislado que comprende una secuencia
que comparte al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia VH del anticuerpo HH1 (SEQ ID NO: 1)
y/o la secuencia de VL (SEQ ID NO: 3) tal como un 90% de identidad, un 91% de identidad, un 92% de identidad, un
93% de identidad, un 94% de identidad, un 95% de identidad, un 96% de identidad, un 97% de identidad, un 98% de
identidad o un 99% de identidad.

Una forma de realizacion de la invencién se relaciona con un anticuerpo que comprende una secuencia de
polipéptidos que comparte un 80% de identidad de secuencia con la secuencia de VH del anticuerpo HH1 (SEQ ID
NO: 2) y/o la secuencia de VL (SEQ ID NO: 4).

Una forma de realizacion de la invencién se relaciona con un anticuerpo que comprende una secuencia de
polipéptidos con la secuencia de VH del anticuerpo HH1 (SEQ ID NO: 2) y/o secuencia de VL (SEQ ID NO: 4).

Una forma de realizacion de la invencién se relaciona con un anticuerpo que comprende una secuencia que
comparte al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia de VH (SEQ ID NO: 2) y/o secuencia de VL
(SEQ ID NO: 4) del anticuerpo HH1 tal como un 90% de identidad, un 91% de identidad, un 92% de identidad, un
93% de identidad, un 94% de identidad, un 95% de identidad, un 96% de identidad, un 97% de identidad, un 98% de
identidad o un 99% de identidad.

Variacion Genética

La variacion genética es provocada por la variacion en el orden de las bases en los nucledtidos en los genes. Esta
variacion determina mutaciones en los genes y, subsiguientemente, en las proteinas que codifican dichos genes.

Estas mutaciones pueden ser mutaciones o sustituciones tanto sentido como sentido erréneo.

Una forma de realizacion de la presente invencioén se refiere a la secuencia de acidos nucleicos aislada de la cadena
VH (SEQ ID NO: 1) y/o de la cadena VL (SEQ ID NO: 3) del anticuerpo monoclonal HH1 que comprende al menos
50, tal como 20, tal como 10, tal como 5, tal como 4, tal como 3, tal como 2, tal como 1 mutaciones sentido.

Una forma de realizaciéon de la presente invencion se refiere a la secuencia de acidos nucleicos aislada de la cadena
VH (SEQ ID NO: 1) y/o de la cadena VL (SEQ ID NO: 3) del anticuerpo monoclonal HH1 que comprende 0-50, tal
como 1-50, tal como 0-20, tal como 1-20, tal como 0-10, tal como 1-10, tal como 0-5, tal como 1-5, tal como 3, tal
como 1 mutaciones sentido.

Una mutacioén sentido erréneo (un tipo de mutacién no sindnima) es una mutacién puntual en el que se cambia un
solo nucleotido, dando como resultado un codén que codifica un aminoacido diferente (mutaciones que cambian un
aminoacido por un codoén de terminacion se consideran mutaciones sin sentido, mas que las mutaciones sentido
erroneo). Una mutacioén sentido erréneo puede hacer que la proteina resultante sea no funcional.

Sin embargo, no todas las mutaciones sentido errbneo conducen a cambios apreciables en las proteinas. Un
aminoacido puede ser reemplazado por un aminoacido de propiedades quimicas muy similares, en cuyo caso la
proteina puede todavia funcionar normalmente; esto se denomina una mutacién neutra, "tranquila" o conservadora.
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Alternativamente, la sustituciéon de aminoacidos podria ocurrir en una region de la proteina que no afecta de manera
significativa la estructura secundaria o funcién de la proteina. Cuando un aminoacido puede ser codificado por mas
de un codén (la denominada "codificacion degenerada") una mutacion en un codén puede no producir cambio
alguno en la traduccion; esto seria una mutacion sinénima (una forma de mutacion silenciosa) y no una mutacion sin
sentido.

Una forma de realizaciéon de la presente invencion se refiere a un anticuerpo que comprende una secuencia de
polipéptidos de la cadena VH (SEQ ID NO: 1) y/o la cadena VL (SEQ ID NO: 3) del anticuerpo monoclonal HH1 que
comprende al menos 50, tal como 20, tal como 10, tal como 5, tal como 4, tal como 3, tal como 2, tal como 1
mutaciones sentido erréneo.

Una forma de realizaciéon de la presente invencion se refiere a un anticuerpo que comprende una secuencia de
polipéptidos de la cadena VH (SEQ ID NO: 1) y/o la cadena VL (SEQ ID NO: 3) del anticuerpo monoclonal HH1 que
comprende 0-50, tal como 1-50, tal como 0-20, tal como 1-20, tal como 0-10, tal como 1-10, tal como 0-5, tal como 1-
5, tal como 3, tal como 1 mutaciones sentido erroneo.

Una sustitucién conservadora es una sustitucion de un aminoacido con otro con propiedades similares en general de
tal manera que es probable que el funcionamiento general no resulte afectado seriamente.

Una forma de realizacién de la presente invencion en esta memoria las mutaciones sentido erréneo, mutaciones o
sustituciones conservadoras.

Una forma de realizaciéon de la presente invencion se refiere a una secuencia de acidos nucleicos aislada o a una
secuencia de polipéptidos con un 80% de identidad de secuencia con las secuencias de la cadena pesada variable
(SEQ ID NO: 2) y/o cadena ligera variable (SEQ ID NO: 4) de HH1, en donde la variacion de la secuencia son
sustituciones conservadoras.

Una forma de realizaciéon de la presente invencién es la identidad de secuencia de 80% de identidad, tal como un
90% de identidad, un 91% de identidad, un 92% de identidad, un 93% de identidad, un 94% de identidad, un 95% de
identidad, un 96% de identidad, un 97% de identidad, un 98% de identidad o un 99% de identidad y la variacion de la
secuencia son sustituciones conservadoras.

Con el fin de mejorar la etapa de radiomarcaje puede ser beneficioso introducir lisina extra, p. ej. en la porcion Fc de
HH1. Esto podria reducir la probabilidad de fijar quelantes de unién de lisina en los sitios de combinacion del
antigeno en el anticuerpo, reduciendo con ello el riesgo de comprometer la inmunorreactividad durante el
radiomarcaje.

Métodos para introducir lisina, p. €j. en la porcion Fc de HH1 se conocen en la técnica, p. ej. de Hemminki et al.,
1995. Una forma de realizacién de la presente invencion se refiere al radioinmunoconjugado de la presente
invencion que ha sido modificado por 10 Lys en la porcién Fc de HH1, tal como 8 Lys, tal como 6 Lys, tal como 5
Lys, tal como 4 Lys, tal como 3 Lys, tal como 2 Lys, tal como 1 Lys.

Tratamiento

El uso terapéutico de una disolucién farmacéutica de acuerdo con la presente invenciéon puede ser para el
tratamiento contra células malignas que expresan el antigeno CD37, incluyendo linfoma no Hodgkin y leucemia
linfocitica cronica.

Otros usos podrian ser el tratamiento de enfermedades autoinmunes y el tratamiento de efectos relacionados con |
trasplante. La terapia podria basarse en radiaciéon de particulas beta o radiacion de particulas alfa o una
combinacion de éstas. La terapia podria administrarse como una monoterapia o en combinacién con otras terapias,
preferiblemente tratamientos estandares. Tales otras terapias pueden ser pre-tratamiento, cirugia, quimioterapia,
inmunoterapia, terapia fotodinamica, radioinmunoterapia o una combinacién de dos o mas de éstos. Por
administrarse se entiende infusidbn intravenosa o inyeccion intravenosa. Mas especificamente, el
radioinmunoconjugado de la presente invencion se puede administrar directamente en una vena por una canula
periférica conectada a una camara de goteo que evita la embolia de aire y permite una estimacion del caudal en el
paciente.

En una realizacion el radioinmunoconjugado se puede administrar de una manera repetida.

En una realizaciéon el radioinmunoconjugado podria administrarse de una manera repetida, pero con diferentes
radionucleidos, p. €j., una radioinmunoterapia beta podria ser seguida por una radioinmunoterapia alfa, o viceversa.

Un aspecto de la presente invencion se refiere al radioinmunoconjugado de la presente invencion para uso en el
tratamiento de malignidades de células B.

Una forma de realizacién de la presente invencion se refiere al radioinmunoconjugado de la presente invencion, para
uso en combinacion con o ademas de otras terapias.
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En una forma de realizacion de la presente invencion las otras terapias se seleccionan de pre-tratamiento,
quimioterapia, terapia de anticuerpo monoclonal, cirugia, radioterapia y/o terapia fotodinamica.

En otra realizacion de la presente invencion las otras terapias pueden ser trasplante de médula 6sea o trasplante y/o
terapia con de células madre.

En otra realizaciéon de la presente invencién la otra terapia comprender pretratamiento terapéutico utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-CD20 y/o anti-CD37 antes del tratamiento con el radioinmunoconjugado de la presente
invencion.

Un aspecto de la presente invencién se refiere a la composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones
para uso en un método para el tratamiento de una neoplasia maligna de células B seleccionada de linfoma no
Hodgkin y leucemia linfocitica cronica, que comprende la administracion de una cantidad eficaz de la composicion
farmacéutica de la presente invencion.

En otra realizacién de la presente |nvenC|on la dosificacion de anticuerpo ser 1-1000 mg por paciente, mas
preferiblemente 5-50 mg por paciente, y Ly que asciende a 1 - 200 MBqg/kg, mas preferiblemente a 10-100 MBqg/kg
de peso corporal.

Kits

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para la produccion del radioinmunoconjugado de la presente
invencion que comprende dos o mas viales, en donde un vial contiene un conjugado que comprende un quelante
enlazado a un anticuerpo monoclonal murino HH1; y un segundo vial que contiene el radionucleido.

Un kit puede requerir realizar algunos procesos, p. €j. que tenga lugar un radiomarcaje y/o purificacion antes de la
infusién. Una forma de realizacion de la presente invencién se refiere a un kit de la presente invencion, en el que el
contenido de uno o varios de los viales esta liofilizado o en una disolucion.

Mezclando los contenidos de los dos viales para generar el radioinmunoconjugado aparecera el producto final. Por lo
tanto, en otra realizacion de la presente invencion el radioinmunoconjugado se puede generar mezclando el
contenido de los dos viales.

Este producto puede necesitar purificaciéon antes de su uso.
Ejemplos
Ejemplo 1 - Radiomarcaje de HH1

Yodacion: Los anticuerpos fueron marcados con 2| a través de yodacion indirecta utilizando tubos de yodacion pre-
revestidos IODOGEN (Pierce, Rockford, IL) de acuerdo con la descripcion del fabricante.

111 177

Marcaje con "' 'Iny "'Lu: Los anticuerpos se hicieron reaccionar en primer lugar con un quelante (p-SCN-Bn-DTPA

0 p-SCN-Bn-DOTA).

El quelante DTPA o DOTA se disolvié en HCI 0,05 M, y después se afiadi6 al anticuerpo, que se ajustd a pH aprox.
8 por lavado con tampén carbonato, en una relacion de 5:1. A continuacion, el pH se comprobé de nuevo y, en caso
necesario, se ajustd. La disolucion se agitdé durante 60 min a temperatura ambiente, y después la reaccion se
termino afadiendo 50 ul de disolucién de glicina 200 mM (por mg de anticuerpo). Para separar quelante libre, el
antlcuerpo conju%ado se lavo 4-5 veces con PBS (PAA), y después se ajustdé a pH 5 por lavado con acetato de
amonio. """In o ""’Lu (Perkin Elmer, Boston, MA, EE.UU.) se afiadi6 a continuacion a 0,5 mg de DOTA-Ab y se agit6
durante una hora a 42°C. Finalmente, el producto se purificd por elucién en una columna de filtraciéon en gel, p. ;.
Sephadex G-25 PD10 (GE health) o similar. El rendimiento global de marcaje vari6 de 17% a 63%.

La calidad de los radioinmunoconjugados se midio utilizando células de linfoma y un método de Lindmo modificado.
Se utilizaron concentraciones de células de hasta 108 celulas por ml para compensar la modesta actividad
especifica de conjugados de ""In. Para conjugados de 29 (que tienen una actividad especifica mas alta) fue
suficiente con utilizar concentraciones de células de hasta 4*107 células por ml.

La inmunorreactividad y la actividad especifica para los radioinmunoconjugados se pueden ver en la Tabla 1.
Ejemplo 2 - Parametros de union

La constante de la tasa de asociacion, ka, la constante de disociacion en equilibrio, Kd, y el nimero medio de sitios
de unién, Bmax, se determinaron por un método de ajuste de curva de una sola etapa (Dahle et al. 2007). Se
midieron los parametros de unién para HH1 y rituximab y para tres lineas celulares diferentes de linfoma; células aji,
Rael y Daudi (Tabla 2). La union especifica se midi6 como una funcion del tiempo y de la concentraciéon de
anticuerpos, y la solucion de la ecuacion diferencial que describe la tasa neta de formacion del complejo
antigenoanticuerpo se ajusté a los puntos de datos experimentales utilizando la constante de la tasa de asociacion,
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ka, la constante de disociacion en equilibrio, Kd y el nimero medio de sitios de unién, Bmax, como parametros. Se
utilizaron cinco millones de células por ml, cuatro concentraciones de anticuerpo marcado con’ (100 ng/ml, 1000
ng/ml, 5000 ng/ml y 10000 ng/ml) y 7 instantes de incubacién (5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 1,5 hy 2 h).
Después de la incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS, y luego se contaron en un contador gamma.

Ejemplo 3 — Retencién de anticuerpos unidos a células

La retenciéon de anticuerpos unido a células se midié |nmed|atamente y 96 horas despues del lavado después de la
incubacion de células Raji, Rael y Daudi con "'In-HH1, " In-rituximab, '?°I-HH1 y '®|-rituximab (Figura 1).

Un millén de células en 1 ml de medio RPMI 1640 con suero de ternero fetal aI 10%, L-glutamina al 1% vy
penicilina/estreptomicina al 1% se incubaron con 1 pg/ml de HH1 marcado con " o "In o rituximab durante una
hora, se lavaron dos veces con medio y se incubaron adicionalmente durante cuatro dias. La actividad ligada a la
célula se determiné inmediatamente después de lavar (Figura 1A) y después de cuatro dias de incubacion (Figura B)
midiendo el nimero de células (analizador Vi Cell Viability Analizer, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.) y la
cantidad de radiactividad con un detector gamma calibrado (detector Cobra Il auto-gamma detector, Packard
Instrument Company, Meriden, CT, EE.UU.).

Ejemplo 4 - Tratamiento de células de linfoma in vitro con "’Lu-HH1 o """ Lu-rituximab
Experimento I: Unién de "7 u-HH1 a células Daudi

Un ml de suspension de células Daudi (1 millén de células/ml) se sembrd en 24 tubos y la mitad de los tubos se
bloquearon con 100 ug/ml de HH1 o rituximab y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se afiadio
a cada uno de los tubos ""Lu-HH1 o '"’-Lu rituximab a una concentracion final de 0 1, 2,5, 5,10 0 20 pg/ml y se
|ncubaron adicionalmente a 37°C. La actividad especifica era de 91,6 kBqg/[Ig para "Lu-HH1 y de 136,6 kBq/g para
"Lu-rituximab. La cantidad de actividad agregada se midié durante el periodo de incubaciéon con un detector de
rayos gamma (detector Cobra Il auto-gamma detector, Packard Instrument Company). Después de 2 horas, se lavo
la mitad de las células y se midi6 la actividad ligada a las células (Figura 2A), mientras que la mitad de las células se
incubaron durante la noche (18 h) antes del lavado y la medicion de la actividad ligada a las células (Figura 2B).

No hubo diferencias entre las células incubadas con HH1 y las células incubadas con rituximab después de 2 horas
de incubacion, mientras que la actividad ligada a la célula era dos veces mayor para las células incubadas con
rituximab que para las células incubadas con HH1 después de incubacion durante 18 horas (Figura 2). as Tablas 3 y
4 indican que HH1 radiomarcado satura el antigeno mas rapido y en la concentracion de anticuerpo mas baja que
rituximab. La union no especifica parece ser similar para los dos radioinmunoconjugados (RIC), y se incrementa al
aumentar la concentracion de RIC en el medio.

El nimero maximo de ""Lu ligado especifico era aproximadamente dos veces mayor para rituximab que para HH1.

Sin embargo, a la dosis de 1 pg/ml, casi no habia diferencias en el nimero de atomos radiactivos unidos
especificamente.

Experimento II: Incubacion durante dos horas con '’Lu-IgG: datos de crecimiento de las células Células Daudi se

incubaron con rad|0|nmunoconjugados como en eI experlmento | (Figura 2A). El crecimiento de células Daudi
después de 2 horas de incubacion con ""Lu-HH1 o ""Lu-rituximab se midié mediante la siembra de 50.000 células
de cada uno de los tubos en tres pozos en seis placas de 12 pocillos. La cantidad de células se midié durante varios
instantes de los proximos 14 dias utilizando un sistema de formacién de imagenes automatico (Clone Seleccionar
Imager, GENTIX Ltd, Hampshire, Reino Unido). No hubo efecto de anticuerpo no marcado solo en el crecimiento
celular. Sin embargo, las células bloqueadas tratadas con anticuerpo marcado con """Lu claramente no creC|eron tan
rapido como las células control no tratadas lo que indica que existia un efecto de anticuerpo marcado con ""Lu no
ligado o de anticuerpo marcado con ""Lu ligado inespecificamente en las células (Figura 3).

El tratamiento de células no bloqueados con anticuerpo marcado con ""Lu resulté en un aumento en el retraso del
crecimiento de 44% para las células tratadas con 10 pg/ml de ""’Lu-HH1 (Figura 3 A) y de 31% para las células
tratadas con 10 ug/ml ""’Lu-rituximab (Figura 3 B).

Para el tratamiento con 20 pg/ml, la diferencia entre los dos anticuerpos era incluso mayor, ya que no habia
crecimiento renovado de las células tratadas con "’Lu-HH1. Este resultado era inesperado, ya que las células
fueron marcadas con la misma cantidad de anticuerpo (Figura 2 A).

177

Experimento Ill: Incubacién durante dieciocho horas con "*'Lu-IgG: datos de crecimiento de las células.

Células Daudi se incubaron con radioinmunoconjugados como en el experlmento | (Figura 2 B). El crecimiento de
células Daudi después de incubacion durante 18 horas con "Lu-HH1 o ""Lu-rituximab se midi6 mediante la
siembra de 50.000 células de cada uno de los tubos en tres pocillos en seis placas de 12 pocillos. La cantidad de
células se midié durante varios instantes los proximos 14 dias utilizando un sistema de formacién de imagenes
automatico (Clone Select Imager, Gentix Ltd, Hampshire, Reino Unido). No hubo efecto de anticuerpo no marcado
solo en el crecimiento celular.
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La inhibicién del crecimiento celular en las células bloqueadas tratados con anticuerpo marcado con ""Lu era mas
grande en este experimento (Figura 4) que en el experimento Il (Figura 3) debido al tiempo de incubacion
incrementado de 16 horas con radioinmunoconjugado en el medio.

El tratamiento de células no bloqueados con anticuerpo marcado con ""Lu resulté en un aumento en el retraso del

crecimiento de 107% para Ias células tratadas con 2,5 ug/ml de '"’LU-HH1 (Figura 4 A) y de 52% para las células
tratadas con 2,5 pg/ml de '"’Lu- r|tUX|mab (Figura 4 B). Este resultado fue inesperado, ya que después de 18 h de
incubacion, Ias celulas marcadas con '"’Lu-rituximab tenian el doble de actividad de las células ligadas a células
marcadas con "’Lu-HH1 (Figura 2 B).

Ejemplo 5 - Biodistribucion de HH1

La biodistribucion de HH1 marcado con "'In se estudlo en ratones BALB/c-inmunolégicamente deficientes (nu/nu)
con xenoinjertos Daudi con un tamario de 32-256 mm? al comienzo del estudio.

El radiomarcaje se realizd utilizando pSCN-Bz-DOTA como un agente quelante bifuncional para complejar el
radionucleido y fijarlo al anticuerpo (véase el Ejemplo 1). La preparacion se administré por inyeccion en la vena de la
cola de 100 pl de disolucién a cada uno de los animales.

Una actividad de 120 kBq se inyectd en cada uno de los animales. Se utilizaron cinco animales para cada instante.

Las autopsias se realizaron después de dislocacion cervical en varios instantes después de la inyeccion. Se
determiné el peso de cada una de las muestras de tejido, y ""In se midi6 mediante un detector gamma calibrado
(detector Cobra Il auto-gamma detector, Packard Instrument Company, Meriden, CT, EE.UU.). Las muestras de los
inyectados se utilizaron como referencias en los procesos de medicion.

En la figura 5 se presentan la captacion de ''In-HH1 24 horas después de la inyeccion de ratones con xenoinjertos

Daudi y la biodistribucién de los tejidos normales. El anticuerpo radiomarcado tiene una focalizacion y biodistribucion
del tumor relevante. El quelante-conjugado 111In-HH1 muestra buena estabilidad in vivo.

Ejemplo 6 - Comparacion de HH1 con otros tres anticuerpos anti-CD37
Experimento I: Capacidad de bloqueo del antigeno de anticuerpos anti-CD37 contra HH1 radiomarcado

Para testar si la interaccion HH1 antigeno puede ser bloqueada por otros anticuerpos anti-CD37, células Daudi se
bloguearon mediante pre-incubaciéon con cualquiera de anticuerpos HH1, O.N.108, IPO-24 o 6D263. Células Daudi
(2 millones/ml) se incubaron durante 15 minutos, ,gon cualquiera de anticuerpos HH1, O.N.108, IPO-24 o0 6D263 (20
ug/ml) y se afadio anticuerpo HH1 marcado con '*| 'y se incubaron durante 1 hora.

Después de ello, las células se centrifugaron y se lavaron 3 veces y las actividades en el sobrenadante y los
sedimentos celulares se contaron usando un contador de rayos X/gamma. En comparacion con las células
bloqueadas con HH1, la fraccién ligada de HH1 marcado con '2°| era 48%, 44% y 51% mas alta para células
blogueadas con O.N.108, IPO-24 o 6D263, respectivamente.

Por lo tanto, la union al antigeno de 25|_HH1 era mejor bloqueada con HH1 que con los otros tres anticuerpos,

sugiriendo algunas diferencias en la interaccion con el antigeno. En conclusion, HH1 tiene importantes diferentes
propiedades de unién al antigeno en comparacion con un panel de otros tres anticuerpos monoclonales anti-CD37.

Experimento Il: La union del anticuerpo a muestras de tejidos de linfoma embebidas en parafina

Para comparar la capacidad de HH1 y tres anticuerpos CD37 comercialmente disponibles de unirse a las muestras
de linfoma fijadas, biopsias de pacientes con linfoma fueron fijadas en formol, embebidas en parafina y cortadas en
rodajas de 10 ym que fueron montados en objetivos.

Las muestras fueron marcadas con los anticuerpos HH1, IPO.24, ON.108 y 6D263 y el grado de marcaje se detectd
utilizando anticuerpo policlonal anti-ratén de conejo y tincién con peroxidasa.

Los anticuerpos IPO.24 y ON.108 dieron como resultado el marcaje mas fuerte de las muestras de linfoma. El
anticuerpo 6D263 marcaba la muestra de forma un poco mas débil. El marcaje de anticuerpos HH1 de las secciones
fue insignificante.

Por lo tanto, se puede concluir, dado que HH1 no se unia, mientras que se unian otros tres anticuerpos anti-CD37,
que HH1 tiene una interaccion con el antigeno significativamente diferente.

Experimento Ill: Citometria de flujo de anticuerpos HH1, IPO.24, ON.108 y 6D263

Para investigar las diferencias en la expresion del antigeno detectada por los diferentes anticuerpos CD37 frente a
HH1, células Daudi se lavaron dos veces con medio RPMI 1640 con suero de ternero fetal al 5% y se marcé con 10
pg/ml de los anticuerpos primarios HH1, IPO.24, ON.108 y 6D363 durante 0,5 horas en 0,2 ml de medio con FCS al
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10% en hielo.

Subsiguientemente, las células se lavaron dos veces con PBS con FCS al 0,25% y se marcaron con IgG Fab'2 anti-
raton de conejo policlonal marcado con FITC (diluido en la relacion 1:20) (Figura 6) durante 0,5 horas en hielo.

La fluorescencia del marcaje con FITC se detecté excitando con un laser de 488 nm en un citometro de flujo.

Las células muertas y dobletes fueron identificadas y seleccionadas utilizando dispersion frontal, dispersion lateral y
sefiales de yoduro de propidio. No hubo variacién significativa entre los diferentes histogramas FITC de los diversos
anticuerpos CD37 (Figura 6).

En conclusién, HH1 y los otros tres anticuerpos anti-CD37 1PO.24, ON.108 y 6D363 producen histogramas de
citometria de flujo similares.

Experimento IV: La fraccion de union para HH1 y tres anticuerpos anti-CD37 comercialmente disponibles.
Para comparar la fracciéon de unién de HH1 con los anticuerpos O.N.108, IPO-24 o0 6D263 (Santa Cruz

Biotechnology), utilizando células Daudi. Las suspensiones celulares, que representan un gran exceso de antigeno,
consistentes en 60 millones de células Daudi en 0,2 ml de medio RPMI 1640 con suero de ternero fetal al 5% se
bloquearon durante 15 minutos con HH1, O.N.108, IPO-24 o0 6D263 anticuerpos (500 ug/ml) para justificar la union
no especifica del anticuerpo. Otros paralelos se desbloquearon.

Posteriormente, se afiadié anticuerpo HH1, O.N.108, IPO-24 0 6D263 marcado con '*°l (5-10 ng/ml) y las células se
incubaron durante 2 horas a 4°C con suave agitacion. Después de ello, las células se centrifugaron y se lavaron 2
veces con PBS con FCS al 1%. Los sedimentos celulares se transfirieron a tubos limpios y se contaron utilizando un
contador gamma.

La fraccion de unién se determiné como la diferencia en la actividad para los viales desbloqueados y bloqueados
frente a la actividad afadida. EI HH1 mostré una fracciéon de unién mucho mas alta en comparaciéon con los otros
anticuerpos CD37 (Tabla 5). En conclusion, HH1 mostré una inmunorreactividad mucho mayor contra células vivas
en comparacion con IPO.24, ON.108 y 6D363 cuando los anticuerpos fueron radiomarcados de manera similar.

Este resultado indica que HH1 tiene una interaccion con el antigeno diferente a los otros tres anticuerpos.
Ejemplo 7 - Secuencia de ADN y de aminoacidos de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada
La secuencia del gen y la proteina de las regiones variables del anticuerpo anti-CD37 HH1 es la siguiente:

La secuencia del gen VH aCD37 corresponde a SEQ ID NO: 1 y la secuencia de proteina VH aCD37
corresponde a SEQ ID NO: 2.

VH aCD37
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gagatccagctgcagcagtctggacctgagctggtgaagcctggggcttcagtgaaggta
E I ¢ L ©Q ¢ 8 G P E L VvV K P G A S V K V

tcctgcaaggcttctggttactcattcactgactacaacatgtactgggtgaagcagagc
S ¢ K A 8 G Y S F T D Y N M Y W V K Q S

catggaaagagccttgagtggattggatatattgatccttacaatggtgatactacctac
H 6 K 8§88 L £E w I G Y I D P Y N G D T T ¥

aaccagaagttcaagggcaaggccacattgactgttgacaagtcctccagcacagcecttce

¥ 9 K F K G K A T L T Vv D K S 8 S T A F

-

atccatctcaacagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgcaagatcccct

I H L W & L T 8 E Db S A V ¥ Y C A R 5 P

tatggtcactatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtctcctca1
Y ¢ H Y A M D Y W G @ G T s v T Vv § 8

La secuencia del gen VL aCD37 corresponde a SEQ ID NO: 3 y la secuencia de la proteina VL aCD37 corresponde

a SEQ ID NO: 4.
VL aCD37
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gacattgtgatgacccagtctcacaaactcttgtccacatcagtaggagacagggtcage
b I v MM T Q S H K L L $ T s v G D R V S

atcacctgcaaggccagtcaggatgtgagtactgctgtagactggtatcaacagaaacca
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ggacaatctcctaaactaétgattaactgggcatccacccggcacactggagtccctgat

G ¢ $ P K L L I N W A S T R H T G V P D

cgcttcacaggcagtggatctgggacagattatactctcaccatcagcagtatgecaggct
R F T G $ 6 $ 6 T b Y T”™ L T I S S M Q A

gaagacctggcactttattactgtcgacaacattatagcactccattcacgttcggectcyg
E D L A L Y Y C R Q H Y S T P F T F G S

gggacaaagttggaaataaaa
G T K L E I K

La secuencia de aminoacidos es significativamente diferente de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo de
unién a CD37 AOQ (Heider et al., 2009). El solapamiento entre la cadena ligera variable de HH1 y AO es de 56%,
mientras que el solapamiento entre la cadena pesada variable es de 82%.

Ejemplo 8 - Union de HH1 radiomarcado en células saturados con el anticuerpo CD20 rituximab.
Fondo

Pacientes con linfoma no-Hodgkin reciben a menudo rituximab como una terapia estandar. Seria ventajoso que HH1
radiomarcado pudiera utilizarse en pacientes incluso si éstos estan siendo sometidos a una terapia con rituximab.
Células de linfoma de Daudi, que expresan tanto los antigenos CD20 como CD37, se utilizaron como modelo.

Meétodos

Células de linfoma Daudi (3,3 millones en 0,5 ml) fueron pre- y co-tratadas con cantidades excesivas (100 ug/ml de
rituximab) durante cinco minutos y después se afiadié 1 pg de HH1 marcado con '?| o se dio HH1 marcado con %l
sin pre-tratamiento con rituximab. Para determinar la unién no especifica de '2|_HH1 se utilizd la misma
configuracion que antes, pero con pre-tratamiento con HH1 no marcado (se utilizaron 10 pg/ml). Las células se
incubaron durante dos horas en PBS a temperatura ambiente y se contaron en un contador gamma, se lavaron tres
veces en 1 ml de PBS, seguido de centrifugacion y, finalmente, se recontaron en cuanto a la radiactividad ligada a
células.

Resultados

Con pre-tratamiento/co-tratamiento con rituximab, el 26,0% (unién total, 27,4% - unién no especifica, 1,4%) del 30
125l-HH1 afiadido se unia especificamente a las células.

Sin pre-tratamiento/co-tratamiento con rituximab, el 25,5% (26,9 -1,4) se unia especificamente gtodos los nimeros
representan media de tres paralelas). Es decir, no hubo diferencia significativa en la union de '“°I-HH1 debido a la
presencia de rituximab.

Conclusion

Pre- y co-tratamiento con cantidades excesivas de rituximab no alteraba la capacidad de unién de células de HH1
radiomarcado y, por lo tanto, no bloqueaba el acceso al antigeno CD37.

Esto indica que la radioinmunoterapia con HH1 radiomarcado puede ser adecuado en pacientes después de o
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durante la inmunoterapia con anticuerpos anti-CD20, asi como en pacientes no tratados con rituximab.

!E'emplo 9 - Tratamiento de ratones SCID inoculados por via intravenosa con células de linfoma de Daudi utilizando
Lu-HH1.

Antecedentes

El tratamiento de pacientes con linfoma con actual radioinmunoterapia dirigida contra CD20 puede ser problematico
en pacientes previamente tratados con rituximab debido a la deriva antigénica y al posible bloqueo del antigeno
CD20. Por lo tanto, la radioinmunoterapia que fija como objetivo otros antigenos puede ser mas eficaz. Mediante
inyeccion intravenosa de células de linfoma humano en ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID —
siglas en inglés) los autores de la invencién hicieron un modelo de tumor intravenoso. Cuando ratones SCID se
inoculan por via intravenosa con células de linfoma de Daudi desarrollaran una paralisis de las patas traseras debido
al crecimiento de las células tumorales Daudi.

Parte Experimental
A ratones SCID se les inyectaron por via intravenosa 10 millones de células Daudi una semana antes de la

administracion de 50 6 100 MBg/kg de '"’Lu-HH1, 50 ug de HH1, 50 pg de rituximab o NaCl. Los ratones fueron
monitorizados en cuanto a la paralisis de las patas traseras y la pérdida de peso corporal, asi como recuento de
leucocitos cada dos semanas. La interrupcion de la supervivencia exenta de sintomas fue utilizada como punto final.
Para preparar el anticuerpo radiomarcado, HH1 se marcd primero con p-SCN-Bn-DOTA y se purificd. Tras el
intercambio de tampdn, se afiadié 177Lu (Perkin Elmer, Boston, MA, EE.UU.) al DOTA-HH1, y se agité durante 40
minutos a 40°C. La actividad especifica era de aproximadamente 3200 MBqg/mkg para el producto final. Cada una de
las preparaciones se disolvio en disolucion salina isoténica a un volumen de inyeccion total de 100 pl por animal.

Resultados

La mediana de la supervivencia libre de sintomas era de 26 dias (intervalo de 21 a 33) para la disolucion salina, 40
dias (intervalo 23 a 44) para HH1 y 40 dias (intervalo de 33 a 44) para rituximab (Figura 8). Para 50 kBq/kg de """ Lu-
HH1, el 80% de los animales estaban vivos después de 79 dias. Dos de los ratones en el grupo de 100 kBq/g
murieron antes que cualquiera de los animales en los grupos de disolucion salina, y los recuentos de células de la
sangre indicaron una radiotoxicidad. Un tercio de los animales en el grupo de 100 kBg/g muri6 el dia 49. Los otros
40 animales (70%) estaban vivos en el dia 79. La supervivencia de los ratones tratados con '"'Lu-HH1 fue
significativamente mayor que la supervivencia de los ratones tratados con NaCl, HH1 o Rituximab (p <0,005, Mann
Whitney Log Rank Test)

Conclusion

Los datos demuestran que los grupos que recibieron ""Lu-HH1 en dosis de 50 6 100 kBqg/g de p. c. tenian una

supervivencia considerablemente mejor que los grupos que recibieron disolucion salina o inmunoterapia, ya sea con
HH1 o rituximab. Los datos de toxicidad indican que la actividad debe mantenerse por debajo de 100 kBg/g de p.c.
Estos datos indican que "7Lu-HH1 tiene propiedades relevantes para la radioinmunoterapia in vivo.

Ejemplo 10 - Biodistribucion de '’

expresan CD37.

Lu-HH1 en ratones inmunoldgicamente deficientes con xenoinjertos tumorales que

Antecedentes

Anticuerpo HH1 marcado con lutecio-177 se evalud en cuanto a la distribucion in vivo en el tejido y focalizacion del
tumor.

Proceso experimental

Marcaje de anticuerpos con radionucleidos El anticuerpo se marcé primero con el quelante de p-SCN-Bn-DOTA.
DOTA se disolvié en HCI 0,05 M, se afadid al anticuerpo en una relacion 5:1 y el pH se ajusté a 8-9 mediante lavado
con tampon carbonato utilizando filtros de centrifuga Amicon (Millipore, EE.UU.) con un corte de peso molecular de
30 kDa.

El pH se comprobo de nuevo y si se ajustd en caso necesario. La disolucion se agité durante 60 min a temperatura

ambiente, y después la reaccion se terminé afiadiendo 50 pl de disolucion de glicina 200 mM (por mg de anticuerpo).

Para separar quelante libre, el anticuerpo conjugado se lavé 4-5 veces con PBS (PAA) (utilizando Amicon vy

centrifugacion), y después se ajustoé a pH 5 por lavado con acetato de amonio. '"’Lu (Perkin Elmer, Boston, MA,

EE.UU.) se combiné luego con 0,5 mg de DOTA-HH1 en un tubo de polipropileno de 2 ml (Eppendorf, Alemania), y

se agité durante una hora a 40°C. Las actividades especificas eran tipicamente 25-120 MBqg/kg para conjugados de
Lu.
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Inmunoreactividad

La calidad de los radioinmunoconjugados se midid utlllzando células de linfoma y un método de Lindmo modificado.
Se utilizaron concentraciones de células de hasta 10° células por ml. Los conjugados utilizados en los experimentos
tenian inmunorreactividad por encima de 50%.

Biodistribucion de radioinmunoconjugados

Biodistribuciones de "’LU-HH1 se determinaron en ratones macho BALB/c inmunolégicamente deficientes (nu/nu)

implantados con xenoinjertos tumorales de Daudi 1:1:-1 mm tres semanas antes. Los preparados se administraron
por inyeccion en Ia vena de la cola de 100 pl de disolucién en cada uno de los animales. Actividad media de 500 kBqg
por ratén para "Lu-HH1. Se utilizaron de cuatro a cinco animales por cada instante. Las autopsias se realizaron
después de dislocacion cervical en dlversos instantes después de la inyeccion. Se determiné el peso de cada una de
las muestras de tejido y se midieron ""’Lu mediante un detector gamma calibrado (detector Cobra Il auto-gamma
detector, Packard Instrument Company, Meriden, CT, EE.UU.). Las muestras de los inyectados se utilizaron como
referencias en los procesos de medicion.

Resultados y discusion

La captacion y la retencion de HH1 marcado con Ly y en tejidos normales de ratones hembras BALB/c

inmunoldgicamente deficientes (nu/nu) con xenoinjertos de Daudi se presentan en la Figura 7. No hubo signos de
redistribucion de nucleidos desde/a cualesquiera 6rganos después de la captacion inicial de adioinmunoconjugados,
lo que indica que los radioinmunoconjugados se mantuvieron estables.

La inyeccion de 7L u- HH1 en ratones inmunolégicamente deficientes con tumores mostré una baja absorcion en los

huesos. Se sabe que Lu libre se acumula en el hueso, por lo que este resultado indica que el
radioinmunoconjugado era estable in vivo. La absorciéon en los tumores era significativamente mayor que en otros
organos en instantes posteriores.

177

Esto indica que *’'Lu tiene una semivida relevante para la radioinmunoterapia utilizando el anticuerpo HH1.

Los datos de biodistribucion de "’LU-HH1 muestran una absorcion de tejido normal y un aclaramiento relevantes y
una retencion significativa en xenoinjertos tumorales que expresan CD37.

El anticuerpo HH1 parece ser muy adecuado para la radioinmunoterapia. El conjugado 7L u-HH1 parece
particularmente adecuado, ya que se obtuvieron relaciones de tejido tumoral a tejido normal favorables antes de que
decayera una fraccion mas grande del radionucleido.

Tablas
Tabla 1
Inmunorreactividad y actividad especifica para los radioinmunoconjugados.

Actividad especifica '

Radioinmunoconjugado  IRF' (%) (MBq / mg) N° ej.
T21HHA1 66 + 17 (39-92) 75 + 15 (51-104) 17
"In-HH1 66 + 14 (51-78) 22 + 12 (9-32) 3
"Lu-HH1 56 92 1
"°|-rituximab 62 + 6 (54-68) 69 + 30 (34-118) 6
"In-rituximab 45 16 1
"' Lu-rituximab 60 137 1
"Media + DE (intervalo)

Tabla 2

El numero medio de antigenos (Bmsx) en células Raji, Rael y Daudi, la constante de disociacién en equilibrio (Kq) y
la constante de la tasa de asociacion (ks) para los anticuerpos rituximab y HH1.

Anticuerpo Linea celular Bmax (Ag/célula) Kd (nM) ka (nM/h)
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(continuacion)

El numero medio de antigenos (Bmsx) en células Raji, Rael y Daudi, la constante de disociacion en equilibrio (Kq) y
la constante de la tasa de asociacion (ks) para los anticuerpos rituximab y HH1.

HH1 Raiji 146 000 + 7 600 6,3+1,7 0,36 £ 0,14
HH1 Rael 263 000 * 27 000 12,755 0,07 £ 0,01
HH1 Daudi 340 000 £ 5 000 2,7+0,3 0,72 £ 0,07
rituximab Rali 272 000 + 69 000 4,8+0,9 0,08 + 0,006
rituximab Rael 626 000 + 36 000 12,0+2,0 0,08 + 0,007
Tabla 3
Numero de atomos '’Lu ligados por células Daudi después de 2 horas de incubacién
Dosificacién | | Lu-HH1 T"Lu-rituximab
de . Desbloqueado
?Sgﬁ:ﬁrpo Blogqueado | Especifico | Desbloqueado Blogueado | Especifico
0a 12 7 5 8 53 -45
1 8318 449 7869 8554 372 8182
25 9105 720 8385 11629 885 10744
5 10025 1837 8188 13658 2019 11639
10 13646 3521 10125 17344 2769 14575
20 16290 8473 7812 30095 9709 20386
(% Los diferentes recuentos para las muestras control son indicativos de la variacion en la radicacion de
fondo al contador).

Tabla 4
Nimero de atomos '""Lu ligados por células Daudi después de 18 horas de incubacién
Dosificacién | '""Lu-HH1 T"Lu-rituximab
de
?Sgt]i/(?:l?rpo Desbloqueado | Bloqueado Net Desbloqueado Bloqueado Net
0 12 5 7 10 53 -43
1 10327 301 10026 12831 356 12475
25 11757 787 10970 18836 1385 17451
5 12123 1857 10266 24097 1871 22226
10 11548 3205 8343 24249 2860 21389
20 15233 5445 9788 26639 5824 20815
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Tabla 5

Encuadernacion fraccion de cuatro anticuerpos anti-CD37.

Anticuerpo IRF
HH1 50%
ON108 24%
IPO-24 16%
6D263 21%
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<160> 4

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 357

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 1

gagatccagc tgcagcagte
tcctgecaagg cttctggtta
catggaaaga gccttgagtg
aaccagaagt tcaagggcaa
atccatc£ca acagcctgac

tatggtcact atgctatgga

<210> 2

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

tggacctgag
ctcattcact
gattggatat
ggccacattg
atctgaggac

ctactggggt

ctggtgaagce
gactacaaca
attgatcctt
actgttgaca
tctgcagtct

caaggaacct
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ctggggcttc
tgtactgggt
acaatggtga
agtcctccag
attactgtgc

cagtcaccgt

agtgaaggta
gaagcagagc
tactacctac
cacagccttc
aagatcccct

ctcetea

60
120
180
240
300

357
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. Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Asn Met Tyr Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser lLeu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Phe
65 70 15 80
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<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 1
gagatccagc tgcagcagtc tggacctgag ctggtgaagc ctggggcttc agtgaaggta 60

tcectgecaagg cttetggtta ctcattcact gactacaaca tgtactgggt gaagcagage 120
catggaaaga gccttgagtg gattggatat attgatcctt acaatggtga tactacctac 180
aaccagaagt tcaagggcaa ggccacattg actgttgaca agtcctccag cacagecttce 240
atccatctca acagcctgac atctgaggac tctgcagtct attactgtge aagatcccct 300

tatggtcact atgctatgga ctactggggt caaggaacct cagtcaccgt ctccetca 357

<210> 2

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
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10

Glu Ile

Vval

Ser

Asn Met

Gln

Lys

Tyr

20

35

Gly Tyr

50

Lys
65

Ile

Gly Lys

Leu Gln

Val Ser

Trp Val

Asp Pro

Ala Thr

ES 2

Gln Ser

Cys Lys
Gln

Lys

Asn
55

Tyr

Leu Thr

70

Ile His Leu Asn Ser Leu Thr
85

Ala Arg Ser Pro Tyr Gly His

100

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

<210> 3
<211> 321
<212> ADN

115

<213> Mus musculus

<400> 3

gacattgtga
atcacctgceca
ggacaatctc
cgcttcacag
gaagacctgg

gggacaaagt

<210> 4
<211> 107
<212> PRT

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaactact
gcagtggatc
cactttatta

tggaaataaa

<213> Mus musculus

<400> 4

tcacaaactc
ggatgtgagt
gattaactgg
tgggacagat
ctgtcgacaa

a
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Gly Pro

Glu

Leu

10

Ala Ser

25

Ser His

40

Gly Asp

val

Ser
90

Tyr
105

ttgtccacat
actgctgtag
gcatccaccce
tatactctca

cattatagca

21

Gly

Gly

Thr

Asp Lys

Tyr

Lys

Thr
60

75

cagtaggaga
actggtatca
ggcacactgg
ccatcagcag

ctccattcac

Val

Ser

Ser

Tyr

Ser Ser Ser

Lys Pro

Thr
30

Phe

Leu Glu

45

Asn Gln

Thr

95

110

cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tatgcaggct

gttcggetceg

Gly Ala

15

Asp Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Phe
80

Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

60

120

180

240

300

321



Asp

Asp

Val

Asn

Ser

65

Glu

Ile Val Met Thr

Arg Val Ser Ile
20

Asp Trp Tyr Gln
35

Trp Ala Ser Thr

Gly Ser Gly Thr

Asp Leu Ala Leu
85

Thr Phe Gly

ES 2592402 T3

Gln Ser His Lys Leu Leu
10

Thr Cys Lys Ala Ser Gln
25

Gln Lys Pro Gly Gln Ser
40

Arg His Thr Gly Val Pro
55

Asp Tyr Thr Leu Thr Ile
70 75

Tyr Tyr Cys Arg Gln His
90

Ser Gly Thr Lys Leu
100

22

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

Thr

VvVal

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Met

Thr

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Glu Ile Lys

105

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Phe
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REIVINDICACIONES
1. Un radioinmunoconjugado que une CD37 humano, que comprende:

a) un anticuerpo anti-CD37 comprende una cadena pesada de inmunoglobulina y una cadena ligera de
inmunoglobulina, en el que la cadena pesada comprende SEQ ID NO: 2 y la cadena ligera comprende SEQ ID
NO: 4,

b) un enlazador quelante y

c) un radionucleido seleccionado del grupo que consiste en 177Lu, me, 225Ac, 21Th y Oy

2. El radioinmunoconjugado que une CD37 de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

?7'7E| radioinmunoconjugado que une CD37 de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en donde el radionucleido es
Lu.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un radioinmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, y un soporte farmacéuticamente aceptable.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 4, que comprende, ademas, uno o mas anticuerpos
o radioinmunoconjugados adicionales.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde el uno o mas anticuerpos o
radioinmunoconjugados adicionales fijan como objetivo CD20.

7. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, para uso en el
tratamiento de células B malignas que expresan el antigeno CD37.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, para uso en el tratamiento de linfoma no-Hodgkin
y leucemia linfocitica crénica.

9. El radioinmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en el tratamiento
de malignidades de células B.

10. El radioinmunoconjugado de acuerdo con la reivindicacion 9, para uso en el tratamiento de malignidades de
células B, en donde el radioinmunoconjugado se administra en combinacion con o ademas de otra terapia.

11. El radioinmunoconjugado de acuerdo con la reivindicacion 10, para uso en donde la terapia se selecciona de
pre-tratamiento, quimioterapia, terapia de anticuerpos monoclonales, cirugia, radioterapia y/o terapia fotodinamica.

12. El radioinmunoconjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, para uso en donde la terapia comprende un
pre-tratamiento utilizando anticuerpo monoclonal anti-CD20 y/o anti-CD37 antes del tratamiento con el
radioinmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

13. Un kit para la produccion del radioinmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
que comprende dos o mas viales, en donde un vial contiene un conjugado que comprende un quelante enlazado a
un anticuerpo de la reivindicacion 1; y un segundo vial que contiene el radionucleido de acuerdo con las
reivindicaciones 1-3.

14. El kit de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el contenido de uno o varios de los viales esta liofilizado o en
una disolucion.
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Anticuerpo ligado a células (fg/célula)

Anticuerpo ligado a células (fg/célula)
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Actividad ligada a células (mBg/ml)

Actividad ligada a células (mBg/ml)
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Numero de céelulas

Numero de celulas
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Niumero de células

Niumero de células
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Supervivencia
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