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DESCRIPCION
Agentes para tratar tumores, uso y método de los mismos
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere al campo de la biomedicina, especificamente, se refiere a agentes para tratar y/o
prevenir la resistencia de las células a la radioterapia (RT), el uso y el método relevante del mismo.

Antecedentes de la invencion

El mecanismo de radioterapia se basa en producir dafo letal al ADN de las células tumorales o al mesénquima
asociado al tumor. Los pacientes con cancer reciben generalmente una dosificacion baja (1,5-3 Gy) de RT (en unas
pocas veces) diariamente durante varias semanas, que se combina a menudo con quimioterapia. Tradicionalmente,
la RT se considera como inmunosupresora®®. Aunque algunos estudios investigaron los potenciales efectos
inmunorreguladores de la RT local en tumores, hubo informes contradictorios en cuanto a si estas respuestas
promueven o interfieren la remision del tumor?'-24,

Recientes estudios del inventor muestran que la RT ablativa local puede inducir respuestas inmunitarias que conducen
a la remision del tumor'-2. Sin embargo, la recidiva del tumor tras la RT es un problema clinico comdn tras la respuesta
inicial, es decir, existen tumores y/o células tumorales resistentes a la RT. En la presente divulgacion, el inventor
demuestra que un anticuerpo bloqueante de B7-H1 puede actuar sinérgicamente con la RT, conduciendo el
correspondiente uso a la remision de tumores, particularmente de los tumores resistentes a la RT.

La radiacion puede producir respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. Las células tumorales expuestas a
radiacion son capaces de secretar sefiales de peligro (por ejemplo, HMGB-1), que interfieren con el TLR4 expresado
en células dendriticas y posteriormente promueven la presentacion cruzada de antigenos®. Ademas, resultados
previos del inventor muestran que el interferén de tipo | estimulado por la radiacién puede potenciar la sefializacion de
peligro y aumentar la sensibilizacion cruzada de los linfocitos T CD8" 2. Posteriormente, las células dendriticas y los
macrofagos pueden ingerir células tumorales apoptdticas y migrar a los ganglios linfaticos y activar los linfocitos T4.
Durante estos procesos, las moléculas coestimuladoras aumentan las respuestas de los linfocitos T y dan como
resultado una contraccion del tumor. En contraste, las moléculas coinhibidoras suprimen las respuestas de los
linfocitos T y contribuyen a la evasion del tumor®. Sin embargo, no esta claro que las moléculas de sefializacion
simultanea (por ejemplo, moléculas coinhibidoras) estén reguladas en exceso e inhiban la inmunidad de los linfocitos
T tras la RT.

La ruta B7-H1/PD1 desempefia un papel en la inhibicién inmunitaria del tumor.

B7-H1 es una molécula coinhibidora y un miembro de la familia B7, y se puede expresar de forma inducible en células
tumorales, células dendriticas y macréfagos®. B7-H1 asociada a tumor esta implicada en la induccion de la apoptosis
de los linfocitos T reactivos a tumores y el deterioro de la citotoxicidad de los CTL”. Ademas, se considera que B7-H1
expresada en células dendriticas inhibe la proliferacion de linfocitos T e impide que los linfocitos T produzcan
citocinas®. PD-1 es un receptor inhibido, expresado de forma inducible en linfocitos T activados, y puede promover la
anergia, la apoptosis y el agotamiento de los linfocitos T°. La sefializacién de PD-1 se considera un regulador del
agotamiento de linfocitos T especificos de antigenos en infecciones crénicas (por ejemplo, LCMV en ratones 'y VIH y
VHC en seres humanos)®'2. El sello distintivo de los linfocitos T agotados incluye un deterioro de su proliferacion y de
su funcion efectora’. Algunas referencias han implicado que la ruta B7-H1/PD1 contribuye al agotamiento de los
linfocitos T en canceres''6. El bloqueo de la sefializacion de B7-H1/PD1 ha mostrado ser capaz de restablecer las
respuestas de los linfocitos T funcionales y el retraso del crecimiento tumoral* 617 Como se ilustra en el documento
WO 2012/177624 A2, que describe el uso combinado de un anticuerpo contra PD-1 con radioterapia, estas evidencias
sugieren que el bloqueo de la sefalizacion de B7-H1/PD-1 puede ser un importante valor para el disefio de la
administracion combinada de agentes y radioterapia.

Sumario de la invenciéon

Los estudios del inventor han mostrado que un régimen recientemente desarrollado, es decir, radioterapia local de alta
dosificacion, puede reducir la masa tumoral y aumentar la inmunidad antitumoral. Sin embargo, se produce a menudo
la recidiva del tumor, es decir, existen células o tejidos tumorales resistentes a la RT tras la radioterapia. Estas células
o tejidos tumorales pueden evolucionar ademas a tumores o tener el potencial para evolucionar a tumores. El presente
inventor ha descubierto de forma sorprendente que la RT puede inducir la expresion de B7-H1 en tumores vy la
expresion de PD-1 en linfocitos T, y que la expresion de B7-H1 y PD-1 puede inhibir adicionalmente la inmunidad
antitumoral y producir por tanto la recidiva del tumor. Sin embargo, se puede reducir la inmunosupresion inducida por
RT (es decir, se puede reducir la resistencia de las células tumorales a la RT) y se puede potenciar la inmunidad
antitumoral de los hospedadores utilizando una inmunoterapia y/o un producto que bloquee la sefalizacion de B7-
H1/PD1 tras la RT. Por tanto, la solucién seleccionada en la presente divulgacion presenta una novedosa
estrategia/régimen, es decir, radioterapia seguida por la administracion puntual de una inmunoterapia y/o un producto
que bloquea la sefializacion de B7-H1/PD1 (es decir, un anticuerpo anti B7-H1) que puede potenciar las actividades
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terapéuticas antitumorales y conseguir efectos terapéuticos beneficiosos para los pacientes con cancer.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un anticuerpo blogueante de B7-H1 para su uso
en un método de tratamiento del cancer en combinacién con un tratamiento con radiacién, en donde el anticuerpo
bloqueante de B7-H1 se administra tras el tratamiento con radiacion, y en donde dicho anticuerpo bloqueante de B7-
H1 es un anticuerpo anti B7-H1.

En una realizacion especifica, el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal bloqueante de B7-H1, por ejemplo,
un anticuerpo monoclonal 10F.9G2 comercialmente disponible de Bio-X cell (West Lebanon, NH03784, EE.UU.).

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, la radioterapia es una irradiacion de rayos X tnica o multiple, por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas irradiaciones de rayos X. Preferentemente, la dosificacion de rayos X utilizada en cada
irradiacion puede ser de 5-20 Gy, tal como de 5-8, 5-12 o 5-15 Gy. En particular, cuando se administran multiples
irradiaciones de rayos X, el intervalo entre irradiaciones puede ser de una a varias horas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, o hasta 24 horas), uno a varios dias (por ejemplo, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 dias,
etc.).

En otras realizaciones, el tumor puede ser, aunque no de forma limitativa, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de
vejiga, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer de colon o melanoma y/o las células de los
mismos, por ejemplo, células de cancer de mama (tales como células TUBO) o una linea de células tumorales Myc-
Cap.

En determinadas realizaciones, la composicion comprende ademas un compuesto adicional que se puede usar como
agente quimioterapéutico. En particular, el compuesto adicional puede incluir, aunque no de forma limitativa,
adriamicina, ciclofosfamida y Taxanos [paclitaxel (Taxol) y docetaxel (Taxotere)], capecitabina (Xeloda), gemcitabina
(Gemzar), vinorelbina (Navelbine), tamoxifeno, inhibidores de la aromatasa (Arimidex, Femara y Aromasin), 5-FU con
acido folinico, irinotecan (Camptosar), oxaliplatino, cisplatino, carboplatino, estramustina, mitoxantrona (Novantrone),
prednisona, vincristina (Oncovin), etc.

En otras realizaciones, el anticuerpo puede proporcionarse en forma de una composicion adecuada para su
administracion directa en los sitios del tumor o adecuada para la administracién sistémica.

En algunas realizaciones, el anticuerpo bloqueante de B7-H1 para su uso en la presente divulgacion se administra en
un plazo de varias horas (por ejemplo, 10-48 horas), varios dias (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 dias) o varias
semanas (por ejemplo, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3 0 1-2 semanas) tras la radioterapia o el tratamiento con radiacion.
Cuando se desee, el anticuerpo puede administrarse multiples veces, por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6 o mas veces, y el
intervalo de tiempo entre dos administraciones puede ser de varias horas, un dia, varios dias (por ejemplo, 2-30, 2-
25, 2-20, 2-15, 2-14, 2-13, 2-12, 2-11, 2-10, 2-9, 2-8, 2-7, 2-6, 2-5, 2-4 o0 2-3 dias).

AUn en ofras realizaciones, el anticuerpo puede administrarse por via sistémica o simplemente en un sitio del tumor.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo bloqueante de B7-H1 que se va a administrar puede comprender ademas
un compuesto adicional que se puede usar como un agente quimioterapéutico. En particular, el compuesto adicional
puede incluir, aunque no de forma limitativa, adriamicina, ciclofosfamida y Taxanos [paclitaxel (Taxol) y docetaxel
(Taxotere)], capecitabina (Xeloda), gemcitabina (Gemzar), vinorelbina (Navelbine), tamoxifeno, inhibidores de la
aromatasa (Arimidex, Femara, Aromasin), 5-FU con &acido folinico, irinotecan (Camptosar), oxaliplatino, cisplatino,
carboplatino, estramustina, mitoxantrona (Novantrone), prednisona, vincristina (Oncovin), etc. Alternativamente, el
método como se describe en la presente divulgacion se puede usar en combinacion con un método adicional para
tratar y/o prevenir un tumor (por ejemplo, cirugia, quimioterapia o radioterapia).

Breve descripcion de los dibujos
FIG. 1: La expresion de B7-H1 y PD-1 en el microentorno tumoral tras la radiacion.

5x10° células TUBO se inyectaron por via subcutanea en los flancos de ratones Balb/c. En el dia 14, los ratones se
irradiaron localmente con 15 Grays (Gy). En el dia 28, los tumores se extrajeron y se digirieron para obtener una
suspension de células individuales para tincion. (A) La expresion de B7-H1 en células tumorales se vio afectada por
la radiacion; (B) las expresiones de B7-H1 en CD y macréfagos cambiaron tras la radiacion; (C) PD-1 se expreso de
forma elevada en linfocitos T irradiados y sin irradiar.

FIG. 2: La RT produce regulacion en exceso de B7-H1 en la linea celular Myc-Cap. A. La expresion de B7-H1 tras la
RT. Las células tumorales (linea de células tumorales Myc-Cap) se trataron con 0, 4 y 8 Gy de irradiacion. A
continuacion, las células tumorales irradiadas se cultivaron durante 24 o 48 horas. Después de 24 o 48 horas, se
recogieron las células, y a continuacion se tifieron con un anticuerpo monoclonal anti B7-H1. Las células Myc-Cap no
irradiadas se usaron como control.
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FIG. 3: El bloqueo de B7-H1 mejora la radioterapia.

5x10° células TUBO se inyectaron por via subcutanea en los flancos de ratones Balb/c. En el dia 14, los ratones se
trataron localmente con una dosificacion de 12 Gy de irradiacion. En los dias 15, 18 y 21, los ratones recibieron una
inyeccion por via intraperitoneal con 50 ug de un anticuerpo monoclonal bloqueante de B7-H1 (clon 10F.9G2). Se
controld el crecimiento del tumor.

Descripcion detallada de la invencién

Como se usa en el presente documento, el "agente capaz de inhibir la sefializacion de B7-H1/PD1" es un anticuerpo
blogueante de B7-H1. En una realizacion especifica, el anticuerpo bloqueante puede ser un anticuerpo monoclonal
especifico, anticuerpo policlonal, anticuerpo humanizado, anticuerpo quimérico o un fragmento especifico de antigeno
(por ejemplo, fragmento de anticuerpo Fab, Fv, ScFv o similares) de los mismos. Una persona experta en la materia
apreciara que cualquier anticuerpo capaz de unirse especificamente a la proteina B7-H1 y de influir en la funcion y/o
la estructura de la misma puede actuar potencialmente como el "agente capaz de inhibir la sefializacion de B7-H1/PD1"
de la presente divulgacion.

Como se usa en el presente documento, el término "radioterapia” o la expresion "tratamiento con radiacion"”, incluye,
por ejemplo, radioterapia fraccionada, radioterapia no fraccionada y radioterapia superfraccionada, asi como una
combinacién de radiacion y quimioterapia. El tipo de radiacion puede incluir ademas radiacion ionizante (y), radiacion
de particulas, transferencia de baja energia (LET), transferencia de alta energia (HET), radiacion de rayos X, radiacion
UV, radiacion infrarroja, luz visible, radiacion fotosensibilizante, etc.

En una realizacion de la presente divulgacion, la radioterapia o tratamiento con radiacién es una irradiacion de rayos
X unica o multiple, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas irradiaciones de rayos X. Preferentemente, la dosificacion de
rayos X utilizada en cada irradiacion puede ser de 5-20 Gy, tal como de 5-8, 5-12 0 5-15 Gy. En particular, cuando se
administran multiples irradiaciones de rayos X, el intervalo entre irradiaciones puede ser de una a varias horas (por
ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o hasta 24 horas), uno a varios dias (por ejemplo, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 dias, etc.).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "agente quimioterapéutico”, "agente terapéutico quimico" y
"agente para quimioterapia" pueden usarse de manera indistinta. Esto incluye una composicion que comprende un
Unico principio activo o una combinacién de multiples agentes quimioterapéuticos. En un sujeto que necesita
tratamiento, se puede usar quimioterapia junto con cirugia o radioterapia, o con otras formas de terapias antitumorales,
por ejemplo, el "agente capaz de inhibir la sefalizacion de B7-H1/PD1" de la presente divulgacion. En particular, el
agente quimioterapéutico incluye, aunque no de forma limitativa, adriamicina, ciclofosfamida y Taxanos [paclitaxel
(Taxol) y docetaxel (Taxotere)], capecitabina (Xeloda), gemcitabina (Gemzar), vinorelbina (Navelbine), tamoxifeno,
inhibidores de la aromatasa (Arimidex, Femara, Aromasin), 5-FU con acido folinico, irinotecan (Camptosar),
oxaliplatino, cisplatino, carboplatino, estramustina, mitoxantrona (Novantrone), prednisona, vincristina (Oncovin),etc.,
0 una combinacion de los mismos.

En el contexto de la presente divulgacion, la expresion "resistencia a la radioterapia” significa que las células (por
ejemplo, células tumorales) no pierden su capacidad de seguir propagandose y/o de crecer tras haber sido sometidas
a radioterapia o tratamiento con radiacion. Generalmente, dicha resistencia puede conducir a una disminucién o
pérdida de la eficacia de la radioterapia en el tratamiento del tumor, lo que a su vez puede producir la recidiva del
tumor.

En el contexto de la presente divulgacion, el término "tumor”, "cancer" o la expresién "enfermedad hiperproliferativa”
se refiere al crecimiento y la proliferacion de cualesquiera células cancerosas malignas o benignas, incluyendo todas
las células y tejidos transformados y todas las células y tejidos cancerosos.

Los ejemplos del cancer incluyen, aunque no de forma limitativa, carcinoma, linfoma, blastocitoma, sarcoma, leucemia
o tumores linfaticos malignos. Los ejemplos especificos del cancer incluyen cancer de células escamosas (por ejemplo,
cancer de células escamosas de epitelio), cancer de pulmén, incluyendo cancer de pulmoén microcitico, cancer de
pulmén no microcitico, adenocarcinoma pulmonar y cancer de pulmén de células escamosas, cancer peritoneal,
cancer hepatocelular, cancer gastrico, incluyendo cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer
de cuello de utero, cancer ovarico, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon,
cancer rectal, cancer colorrectal, cancer endometrial o cancer de Utero, cancer de glandulas salivales, cancer de rifion,
cancer de prostata, cancer de vulva, cancer de tiroides, cancer de higado, cancer de ano, cancer de pene, y cancer
de cabeza y de cuello. Los ejemplos adicionales del cancer se relacionan en otra parte de la presente divulgacion. En
particular, el tumor se selecciona entre: cancer de mama, cancer ovarico, cancer de vejiga, cancer de pulmon, cancer
de proéstata, cancer de pancreas, cancer de colon y melanoma, y/o las células de los mismos, por ejemplo, células de
cancer de mama (tales como células TUBO) o una linea de células tumorales Myc-Cap.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el agente capaz de inhibir la sefializacion de B7-H1/PD1 de la
presente divulgacion o la composicion que comprende el agente se administra en un plazo de varias horas (por
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ejemplo, 10-48 horas), varios dias (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 dias) o varias semanas (por ejemplo, 1-8, 1-7,
1-6, 1-5, 1-4, 1-3 0 1-2 semanas) tras la radioterapia o el tratamiento con radiacién. Cuando se desee, el agente o la
composicion puede administrarse multiples veces, por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6 o mas veces, y el intervalo entre
administraciones puede ser de varias horas, un dia, varios dias (por ejemplo, 2-30, 2-25, 2-20, 2-15, 2-14, 2-13, 2-12,
2-11, 2-10, 2-9, 2-8, 2-7, 2-6, 2-5, 2-4 0 2-3 dias).

Para la prevencion o el tratamiento de la resistencia a la radioterapia, los médicos pueden decidir la dosificacion y la
manera de administrar el agente o composicién de la presente divulgacion de acuerdo con los criterios conocidos en
la técnica. La concentracién y la dosificacion administradas del agente que inhibe la sefalizacion de B7-H1/PD1
pueden depender del tipo del cancer que se va a tratar, la gravedad y el curso de la enfermedad, el tamafio del tumor,
el grado de metastasis, de si el objetivo de la administracion es preventivo o terapéutico, la terapia anterior, los
antecedentes médicos del paciente y la respuesta a los anticuerpos, y del criterio del médico a cargo del tratamiento.
Para la administracion repetida durante varios dias o mas, dependiendo de la dolencia, el tratamiento puede
mantenerse hasta que se consigue la supresion deseada de los sintomas, por ejemplo, una reducciéon del
tamafio/volumen del tumor y la reduccién de la metastasis. El ciclo de tratamiento puede controlarse mediante un
método o analisis convencional basado en los criterios conocidos por los médicos o cualquier persona experta en la
materia.

Especificamente, para un anticuerpo, la dosificacién que se va a administrar puede variar de 0,1 a 100 mg/kg de peso
corporal del paciente, por ejemplo, 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal del paciente, o 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal
del paciente. En general, los anticuerpos humanos tienen una semivida mas larga en seres humanos que los
anticuerpos procedentes de otras especies, debido a las respuestas inmunitarias frente a polipéptidos extrafios. Por
tanto, una dosificacion mas baja de un anticuerpo humano y una frecuencia mas baja de administracion son
generalmente posibles. Ademas, la dosificacion y la frecuencia de administracion de un anticuerpo pueden reducirse
potenciando la captacién y la penetracion del tejido (por ejemplo, en el cerebro) del anticuerpo a través de una
modificacién tal como la lipidacion.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender un excipiente, transportador,
agente tamponante, estabilizante u otros materiales farmacéuticamente aceptables conocidos por las personas
expertas en la materia. Dichos materiales no deben ser tdxicos y no deben interferir con la eficacia del principio activo.
Dichos materiales pueden incluir cualquier disolvente, medio de dispersion, revestimiento, agente antibacteriano y
antifingico, agente isoténico y de retraso de la absorcion, sustancia fisioldgicamente compatible, etc. El transportador
farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, agua, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato,
glucosa, glicerol, etanol o similares, y una combinacion de los mismos. En muchos casos, la composicion farmacéutica
puede comprender un agente isoténico, por ejemplo, azucar, un poliol tal como manitol, sorbitol, o, preferentemente,
cloruro de sodio. La sustancia farmacéuticamente aceptable puede ser también un agente humectante o una pequefia
cantidad de sustancia auxiliar, tal como un agente hidratante o un agente emulsionante, un conservante o un agente
tamponante, que puede aumentar la vida Util o la eficacia del anticuerpo. Las propiedades concretas del transportador
u otros materiales dependeran de la via de administracién, que puede ser oral, tdépica, mediante inhalacién o mediante
inyeccion, por ejemplo, por via intravenosa. En una realizacion, la composicion farmacéutica se administra mediante
infusion o inyeccion intravenosa. En ofra realizacion preferida, la composicion farmacéutica se administra mediante
inyeccion intramuscular o subcutanea.

La composicion farmacéutica para la administracion oral puede estar en la forma de un comprimido, capsula, polvo o
liquido, por ejemplo, comprende un diluyente inerte o un transportador comestible asimilable. Un comprimido puede
comprender un transportador sélido, por ejemplo, gelatina o un adyuvante. Una composicién farmacéutica liquida
comprende normalmente un transportador liquido, por ejemplo, agua, petréleo, aceite animal o vegetal, aceite mineral
o aceite sintético. Es posible incluir solucién salina fisioldgica, glucosa u otras soluciones azucaradas, o glicoles tales
como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Un miembro especificamente de unién (y, cuando se desee, otros
componentes) puede también encapsularse en capsulas de gelatina de envoltura dura o blanda, comprimirse en
comprimidos, o incorporarse directamente en la dieta de un sujeto. Para la administracion terapéutica oral, el principio
activo puede mezclarse con excipientes, y se puede usar en la forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales,
pastillas para masticar, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas o similares. A fin de administrar el producto
de la presente divulgacion por vias diferentes que la administracion parenteral, puede ser necesario revestir un
compuesto con un material que puede evitar su desactivacion o la administracién simultanea del mismo.

Como inyeccion intravenosa, o inyeccion en el sitio del dolor (por ejemplo, sitios del tumor), el principio activo estara
en la forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable, que esta exenta de pirdgenos y tiene un pK adecuado,
isotonicidad y estabilidad. Una persona experta en la materia puede usar facilmente, por ejemplo, un vehiculo isoténico
tal como una solucién de cloruro de sodio, inyeccién de solucion de Ringer, o inyeccién de solucion de Ringer lactada
para preparar una solucion adecuada. Cuando se desee, pueden estar contenidos conservantes, estabilizantes,
agentes tamponantes, antioxidantes y/u otros aditivos.

El agente o composicion de la presente divulgacion puede utilizarse solo o junto con una terapia adicional, de forma
simultanea o secuencial, dependiendo de la dolencia que se va a tratar.
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Los siguientes ejemplos estan simplemente previstos para ilustrar la presente divulgacion con mas detalle y no debe
interpretarse de forma alguna como limitante del alcance de la invencion. Una persona experta en la materia apreciara
que se pueden realizar modificaciones de las siguientes realizaciones sin apartarse del alcance, espiritu y principios
de la presente divulgacion de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

En los siguientes ejemplos se emplearon, salvo que se especifique otra cosa, métodos, aparatos, reactivos y
protocolos comunmente utilizados por los expertos en la materia.

Ejemplo 1. B7-H1 y PD-1 se expresaron de forma elevada en un microentorno tumoral tras la radiacién.

La recidiva tras la RT es un problema comun, que se debe al menos parcialmente a la presencia de células y/o tejidos
tumorales resistentes ala RT en un sujeto. El presente inventor propone que el ciclo de recidiva, es decir, la progresion
de estos tumores resistentes a la RT, puede implicar moléculas inhibidoras que inhiben las respuestas de los linfocitos
T. A fin de investigar si la RT induce o no la expresion de B7-H1/PD1, el inventor tifi6 B7-H1 en células tumorales,
células dendriticas y macrdéfagos, y tifid PD-1 en linfocitos T CD4* y linfocitos T CD8*. El procedimiento experimental
se describio brevemente del siguiente modo. 5x10° células tumorales TUBO (obtenidas de células de cancer de mama
de ratones transgénicos Balb/c Her2/neu)'® se inyectaron por via subcutanea en los flancos de ratones Balb/c. En el
dia 14, los ratones se irradiaron localmente con 15 Grays (Gy) utilizando un generador de rayos X (PCM 1000, Pantak).
En el dia 28, los tumores se extrajeron y digirieron durante 30 min con 0,2 mg/ml de colagenasa para obtener una
suspension de células individuales para la tincién de B7-H1 con un protocolo convencional de tincién usando 0,5 ug/mi
de anticuerpo monoclonal 10F.9G2 adquirido de Bio-X cell, West Lebanon, NH03784, EE.UU.

El inventor descubrid que B7-H1 se expresé no solo en las células tumorales sino también en células dendriticas y
macrofagos tras la radiacion (FIG. 1A y 1B). El inventor descubrié también que PD-1 se expres6 de forma elevada en
linfocitos T CD8" infiltrantes y en linfocitos T CD4* (FIG. 1C).

Ejemplo 2. La RT produjo la regulacién en exceso de B7-H1.

A fin de investigar si la RT puede inducir o no la expresién de B7-H1 en células tumorales (linea celular Myc-Cap de
cancer de prostata'®), las células tumorales (linea de células tumorales Myc-Cap) se trataron con una irradiacion de
0, 4 y 8 Gy. A continuacion, las células tumorales irradiadas se cultivaron durante 24 o 48 horas. Después de 24 0 48
horas, se recogieron las células, y las células recogidas (10° células) se sometieron a una tincién convencional con un
anticuerpo monoclonal anti B7-H1 (0,5 ug/ml de anticuerpo 10F.9G2, adquirido de Bio-X cell, West Lebanon, NH03784,
EE.UU.). Las células Myc-Cap no irradiadas se usaron como control. Los resultados mostraron que la RT reguld en
exceso significativamente la expresion de B7-H1 en células Myc-Cap.

Ejemplo 3. El blogueo del anticuerpo anti B7-H1 promovié el efecto de la RT local y redujo la masa tumoral.

Para estudiar si B7-H1 mediada por la RT altera la respuesta inmunitaria adquirida, o no lo hace, la ruta de sefalizacion
de B7-H1/PD1 se bloqued durante la realizacion de la RT. 5x10° células TUBO se inyectaron por via subcutanea en
los flancos de ratones Balb/c. En el dia 14, los ratones se trataron localmente con una dosificacion de 12 Gy de
irradiacion (usando un generador de rayos X, PCM 1000, Pantak). En los dias 15, 18 y 21 los ratones se inyectaron
por via intraperitoneal con 50 ug de anticuerpo monoclonal bloqueante de B7-H1 (clon 10F.9G2, adquirido de Bio-X
cell, West Lebanon, NH03784, EE.UU.), respectivamente, y se controlé el crecimiento del tumor. Los resultados
mostraron que aunque ni la RT ni el anticuerpo monoclonal bloqueante de B7-H1 solos tuvieron ningun efecto
significativo sobre el crecimiento del tumor, la combinaciéon de la RT y el anticuerpo generd un efecto sinérgico
produciendo una remision significativa del tumor de forma eficaz (FIG. 3).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo bloqueante de B7-H1 para su uso en un método de tratamiento del cancer en combinacién con un
tratamiento con radiacion, en donde el anticuerpo blogueante de B7-H1 se administra tras el tratamiento con radiacion,
y en donde dicho anticuerpo bloqueante de B7-H1 es un anticuerpo anti B7-H1.

2. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual es un anticuerpo
monoclonal contra B7-H1.

3. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde
el tratamiento con radiacion es irradiacion de rayos X.

4. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el tratamiento con
radiacion es una irradiacion de rayos X unica o multiple.

5. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-4, en donde
el tratamiento con radiacion es de 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas irradiaciones de rayos X.

6. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde
la dosificacion de rayos X utilizada en cada irradiacion es de 5-20 Gy.

7. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la dosificacion de rayos
X utilizada en cada irradiacion es de 5-8, 5-12 0 5-15 Gy.

8. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde
el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer ovarico, cancer de vejiga, cancer de
pulmdn, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer de colon y melanoma.

9. El anticuerpo blogueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el cancer es cancer de
mama o cancer de prostata.

10. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en
donde dicho método comprende ademas administrar un agente quimioterapéutico.

11. El anticuerpo bloqueante de B7-H1 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 10, en
donde dicho anticuerpo bloqueante de B7-H1 se administra en un plazo de 9 dias tras el tratamiento con radiacion.



ES 2721 168 T3

odnosi ap |o1u09

VAR E

TH-L9

XeN °p %

oo L



ES 2721 168 T3

gl 'old

TH-£9 odijosi ap |043u0d
WOl 0L 01 0L o0L Qb 0L 0L 0l 1 <0 0L 0L 0
S 52 oc_. ECC— I R 7001
100 01
| 01 01 ko
o, h ] O zhe Q) ¢ .\..mn_...wn . i . F \
os'eL kum mm - n.uhlvO—\ kv.ﬂ mm: vaF $a'0 %,‘guvoﬁ‘
W01 0L 01 01 (01 70l
BLEL st g 3 i |OO—. ,wn,n OO_\
100 0
“No_ 201
0L 0l
el'st g.ﬂnNh ol | B3] N
= ~+01 y0L

(seuewss gz sen) 1y 1Y uis

qi1dad

10




ES 2721 168 T3

ol 'Old

odnosi ap |0J3U092

0 0L 00 0 0L
o0l

101

201

1 | b . "
xm N.m L le_‘ 020 se'sL
wa._. m@_‘_ NOF_ 0L o0k 0L 0

.vo 1 L_=on ariz

(seuewss g sen) 1y 1y uis

J

ra

11

J

8d




¢ 'Old

ES 2721 168 T3

TH-L9
muvo L
. o

o=
o

Ao g NS oo

Lo v

Ao 0 NN os

odnjosi ap jo1ju02 z

OO L

ysy Uve

12

XBN 8p %



ES 2721 168 T3

€ "Old

|eJown} ojnwisa |ap sandsap seiq

0¢ 0¢

oL

LH-/9P+1d -+

14 -+ B
IH-2g0 = ! o+t
Jejel} uis -a- gyl 1Y

0

+0

-00¢

-009

f
<
o
=]

(sWwuw) JeIOWN} UBWIN[OA

13



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

