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DESCRIPCION
Terapia de combinacion que comprende un anticuerpo anti-CD20 y el anticuerpo monoclonal HH1 radiomarcado
Campo técnico de la invencion

La presente invencién se refiere a radioinmunoconjugados que son capaces de sobrerregular la expresién de
uno 0 mas antigenos. Los antigenos sobrerregulados pueden ser los antigenos dirigidos por los
radioinmunoconjugados o diferentes antigenos expresados en las mismas células.

Antecedentes de la invencion

El uso de la terapia de anticuerpos monoclonales (MAT) ha sido un area de gran interés y fuertes esfuerzos de
investigacion. Para que sea eficaz, MAT depende de un nimero suficiente de antigenos por célula a los que los
antigenos se pueden unir para desencadenar la respuesta (Sugimoto et al., 2009, Czuczman et al., 2008).

El uso de la radioinmunoterapia (RIT) ha sido aprobado como una opcion terapéutica en la terapia contra el
cancer (Stevens et al., 2012). En la actualidad, la radioinmunoterapia se utiliza principalmente en aquellos
pacientes que experimentan una recaida de la quimioterapia y/o MAT (Stevens et al., 2012).

Se sabe de la bibliografia que la irradiacion de haz externo con una tasa de dosis alta puede provocar un
aumento de CD20 en células B y que esta respuesta fue inhibida por antioxidantes como acido ascérbico, PEG-
catalasa, etc. y potenciada por agentes de oxidacion como H>O. y butioninasulfoximina (Kunala et al., 2001;
Gupta et al,, 2008). Es de destacar que el efecto duraba solo unas cuarenta y ocho horas después de la
exposicion al haz externo.

Sin embargo, no se sabia si la radioinmunoterapia a dosis bajas podria sobrerregular la expresion del antigeno.
De hecho, Elgstrem et al. (2012) encontraron una reduccion en la expresion del antigeno después de la
radioinmunoterapia experimental.

Ademas, la terapia con anticuerpos monoclonales puede causar una expresion reducida del antigeno en las
células tumorales (Musto et al., 2011) asi como también anticuerpos combinados con quimioterapia (Hiraga et
al., 2009).

Por lo tanto, es conocido en el campo que la irradiacion de dosis alta con haz externo puede provocar una
expresion de antigeno aumentada y que la terapia con radioinmunoterapia y anticuerpo monoclonal puede
provocar una expresion de antigeno reducida en células cancerosas.

El presente estandar de administracion de radioinmunoterapia como un tratamiento de reduccién, por ejemplo,
rituximab (el anticuerpo) se administra como un tratamiento de acondicionamiento antes de Zevalin (el
radioinmunoconjugado).

Un problema con este enfoque es que el trabajo experimental y los datos clinicos han indicado que la terapia de
anticuerpos puede causar deriva de antigeno que es una presion de seleccion hacia células con baja expresién
de antigeno, que se vuelven resistentes al tratamiento (Musto y D'Auria, 2011). Esto también se ha indicado en
RIT experimental (Elgstrom et al., 2012).

Por lo tanto, una opcién terapéutica dirigida que podria causar lo contrario, es decir, un aumento de antigenos en
las células tratadas seria una herramienta terapéutica muy valiosa.

El documento WO 2011/092295 divulga un anticuerpo HH1 marcado con "’Lu para el tratamiento del linfoma no
Hodkin, la leucemia linfocitica crénica y tumores malignos de células B. El inmunoconjugado radiologico se
puede administrar en combinacion con o ademas de otra terapia, que incluye un anticuerpo anti-CD20.

El documento WO 2013/088363 divulga un radioinmunoconjugado que comprende un anticuerpo monoclonal que
se dirige a CD37, un conector opcional y un radionucleido para tratar tumores malignos de células B.

Sumario de la invencién

La presente invencién se refiere a radioinmunoconjugados que son capaces de sobrerregular la expresién de
uno o mas antigenos. Los antigenos sobrerregulados pueden ser los antigenos dirigidos por los
radioinmunoconjugados, diferentes antigenos expresados en las mismas células o una combinacion.

Esta expresion permite dirigir e inhibir especificamente las células cancerosas y las células del sistema inmune.

En particular la presente invencion se refiere a una combinacion de un radioinmunoconjugado que comprende,
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un anticuerpo monoclonal HH1 que se dirige a CD37, un conector opcional, un radionucleido de "’Lu, y un
anticuerpo anti-CD20, para su uso en el tratamiento de un tumor maligno de células B seleccionado del grupo
que consiste en linfoma no Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda y leucemia linfocitica crénica, en la que el
radioinmunoconjugado sobrerregula la expresion de antigeno de un antigeno expresado en la superficie de las
células cancerosas de células B, el antigeno sobrerregulado es CD20 y el radioinmunoconjugado se usa como
pretratamiento antes del anticuerpo anti-CD20.

En una realizacion de la presente invencién, el paciente padece un tumor maligno de células B seleccionado del
grupo que consiste en linfoma no Hodgkin y leucemia linfocitica crénica.

En una realizacion de la presente invencién, el conector mencionado anteriormente es un conector quelante
seleccionado del grupo que consiste en p-SCN-bn-DOTA, DOTA-NHS-éster, p-SCN-Bn-DTPA y CHX-A"-DTPA.

Aln en ofra realizacién de la presente invencién el radioinmunoconjugado se formula como una composicién
farmacéutica.

En otra realizacién de la presente invencion la composicion farmacéutica comprende uno o mas vehiculos o
adyuvantes farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion de la presente invencion es el antigeno CD20 sobrerregulado, y la sobrerregulacion es
seguida por la terapia con anticuerpo anti-CD20 con rituximab en una sola administracion o en un patrén de
administracién repetida.

Aun en otra realizacion de la presente divulgacion, el tratamiento simultdneo o posterior se dirige a un antigeno
diferente del radioinmunoconjugado.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a un procedimiento para sobrerregular la expresion de
antigeno que comprende la administracién de un radioinmunoconjugado a una persona en la que seria ventajosa
una sobreexpresién de antigeno sobrerregulada.

En una realizaciéon de la presente invencion, la persona padece un tumor maligno de células B como se define
anteriormente.

En otra realizacion de la presente divulgacion se usa una terapia combinacional en la que el
radioinmunoconjugado es seguido por un tratamiento simultdneo o posterior con terapia de anticuerpos, terapia
inmunoconjugada o una combinacién de los mismos.

En otra realizacion la terapia de radioinmunoterapia e inmunoterapia o inmunoconjugado se repite en varios
ciclos.

En otra realizacion, la radioinmunoterapia se administra como una dosis baja que, por si misma, tiene un efecto
de baja eliminacién de células en tumores, pero tiene una sobrerregulacion significativa del antigeno.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el aumento en la expresion de CD20 y CD37 para células Daudi después de 24 h de
incubacién con betalutina (t = 0 después de la eliminacion de betalutina ademas de medio nuevo), segin se
midié mediante citometria de flujo.

La Figura 2 muestra la sobrerregulacién de CD37 y CD20 para las células Daudi incubadas durante 1 hora y 24
horas con '"’Lu-tetulomab (betalutina), segtin se midi6 por citometria de flujo.

La Figura 3 (Tabla 1) muestra el aumento de la expresién del antigeno después de 1 h de incubacién con 77
tetulomab (betalutina), medida mediante citometria de flujo.

u-

1

La Figura 4 (Tabla 2) muestra la sobrerregulacion de CD20 y CD37 para células tratadas con '”’Lu-rituximab

(betalutina), medida por citometria de flujo.

La Figura 5 (Tabla 3) muestra el % de aumento en la unién de '®I-rituximab a células tumorales después de
radioinmunoterapia vs control 4 dias / 8 dias / 11 dias / 15 dias después de anadir betalutina o control segin se
midié mediante el ensayo de unién a células.

La Figura 6 muestra la biodistribucion de '®I-rituximab 3 dias después de la inyeccion de '?°l-rituximab. Los
ratones se habian inyectado 5 dias antes con 350 MBq/kg de betalutina (tratado) o HH1 frio (control).

La presente invencién se describira mas detalladamente a continuacion.
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Descripcion detallada de la invencion

Los presentes inventores se han encontrado de forma sorprendente al realizar experimentos con una tasa de
dosis baja de anticuerpo HH1 marcado con Lu de emision beta (también denominado "7 u-tetulomab o
betalutina) contra el antigeno CD37 asociado a las células B, de modo que las células tratadas con esto
sobrerregularian la expresion de ambos CD37 y CD20, otro antigeno asociado a las células B.

Por lo tanto, se muestra que la terapia con '"’Lu-HH1 puede mejorar el estado de MAT en enfermedades de
células B como cancer y enfermedad autoinmune.

También fue un hallazgo inesperado que la radioinmunoterapia de baja tasa de dosis usando "7 u-HH-1 contra
células positivas al antigeno CD37 no solo causé un aumento en la expresion del antigeno en las células
cancerosas sino también un efecto prolongado en comparacién con los datos publicados para la exposicién al
haz externo.

El tratamiento de radioinmunoterapia causé una mayor expresion de los antigenos CD37 y CD20. Esto implicaria
que la radioinmunoterapia con, por ejemplo, ’Lu-HH-1 podria usarse como un tratamiento de induccion para la
terapia con anticuerpos, ya que la terapia con anticuerpos depende en gran medida de una buena expresién del
antigeno.

Otro hallazgo digno de mencién fue que la expresién del antigeno sobrerregulado podria durar entre una y dos
semanas después de la exposicién a la radioinmunoterapia frente a aproximadamente solo dos dias después de
la exposicién al haz externo.

Se puede prever una nueva forma de utilizar la terapia de anticuerpos dirigida, es decir, terapia de induccidn con
radioinmunoterapia seguida de terapia con anticuerpos o conjugados de anticuerpos en los dias y semanas
siguientes para explotar la expresién aumentada del antigeno.

Por lo tanto, la presente descripcién se refiere a radioinmunoconjugados que son capaces de sobrerregular la
expresion de uno o mas antigenos. Los antigenos sobrerregulados pueden ser los antigenos dirigidos por los
radioinmunoconjugados, diferentes antigenos expresados en las mismas células o una combinacion.

Esta expresion permite dirigir e inhibir especificamente las células cancerosas y las células del sistema inmune.

Usos de radioinmunoconjugados

Por lo tanto, un aspecto de la presente divulgacion se refiere a un radioinmunoconjugado que comprende, un
anticuerpo monoclonal, un conector opcional y un radionucleido, para su uso en la sobrerregulacion de la
expresion de antigeno o de uno o mas antigenos.

La presente invencion se refiere a una combinacién de a) un radioinmunoconjugado que comprende, un
anticuerpo monoclonal HH1 que se dirige a CD37, un conector opcional, un radionucleido de '"’Lu, y b) un
anticuerpo anti-CD20, para su uso en el tratamiento de un tumor maligno de células B seleccionado del grupo
que consiste en linfoma no Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda y leucemia linfocitica crénica, en la que el
radioinmunoconjugado sobrerregula la expresion de antigeno de un antigeno expresado en la superficie de las
células cancerosas de células B, el antigeno sobrerregulado es CD20 y el radioinmunoconjugado se usa como
pretratamiento antes del anticuerpo anti-CD20.

En una realizacion de la presente descripcion estdn uno o mas antigenos sobrerregulados expresados en la
superficie de células cancerosas de células B.

En otra realizacion de la presente descripcion los radioinmunoconjugados de la presente invencidon
infrarregularan las células del sistema inmune.

Tales células del sistema inmune pueden estar enfermas, tal como en enfermedades autoinmunes.

En otra realizacion de la presente divulgacion la sobrerregulacion se realiza antes de la inmunoterapia o la
terapia inmunoconjugada en un paciente que padece cancer o una enfermedad.

Como se menciona anteriormente, el paciente padece un tumor maligno de células B seleccionado del grupo que
consiste en linfoma no Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda y leucemia linfocitica crénica.

En una realizacion de la presente invencién el paciente padece un tumor maligno de células B que es un linfoma
no Hodgkin.
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En una realizacién de la presente invencion el paciente padece un tumor maligno de células B que es leucemia
linfoblastica aguda.

En una realizacién de la presente invencion el paciente padece un tumor maligno de células B que es leucemia
linfocitica cronica.

En otra realizacion la radioinmunoterapia se administra en una dosis baja que, por si misma, tiene un efecto de
baja eliminacion de células en los tumores, pero tiene una sobrerregulacion significativa del antigeno.

En el presente contexto el término sobrerregulado se define como una expresion significativamente mayor del
antigeno a nivel de proteina o nivel de ARNm.

Esta invencién ha demostrado sorprendentemente que un pretratamiento de un tumor maligno de células B que
usa anticuerpo HH1 marcado con Lues capaz de sobrerregular el CD20 objetivo de rituximab.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un tratamiento combinacional de un tumor
maligno de células B usando anticuerpo HH1 marcado con '"’Lu seguido de rituximab.

Una realizacion preferente de la presente invencion se refiere a anticuerpo HH1 marcado con '’’Lu seguido de
rituximab para su uso en el tratamiento de un tumor maligno de células B.

Este intervalo entre la administracién de anticuerpo HH1 marcado con Ty y rituximab puede optimizarse para
generar la sobrerregulacion maxima en CD20. El intervalo generalmente sera por lo menos un dia, 3-5 dias o 3-
10 dias.

El intervalo también puede ser de 0 a 30 dias, mas preferiblemente de 3 a 15 dias después de la administracion
de radioinmunoterapia. En el caso de anticuerpos en circulacion a largo plazo, incluso el co- o pretratamiento se
puede considerar siempre que el anticuerpo esté presente en una concentraciéon sustancial en la sangre en el
momento en que tiene lugar la sobrerregulacién del antigeno.

Radioinmunoconjugados

Los radioinmunoconjugados de la invencion comprenden un anticuerpo monoclonal HH1 dirigido a CD37, un
conector opcional y un radionucleido de '’Lu.

Los radioinmunoconjugados incluyen betalutina también se denomina 7 u-HH1, "7"Lu-HH-1, """ Lu-tetulomab o
"7 u-tetraxetan-tetulomab.

Los radioinmunoconjugados de la invencién se dirigen a CD37.
En una realizacién preferente de la presente invencién el radioinmunoconjugado de CD37 es betalutina.

Anticuerpos

Los anticuerpos de la presente divulgacién pueden ser cualquier anticuerpo monoclonal capaz de dirigirse a
cualquiera de los antigenos discutidos a continuacion.

Los anticuerpos divulgados en el presente documento incluyen rituximab, epratuzumab, L19, F8, F16, galiximab,
toralizumab, alemtuzumab, ofatumumab, veltuzumab, afutuzumab, tositumomab, reditux, ibritumomab, K7153A,
37.1 y HH1.

El anticuerpo monoclonal del radioinmunoconjugado usado en la presente invencion es el anticuerpo monoclonal
HH1 (es decir, tetulomab).

El anticuerpo anti-CD20 usado en la presente invencion puede ser el anticuerpo monoclonal rituximab.
Se describen variantes especificas de HH1 en los documentos PCT/IB2012/057230 y PCT/EP2011/051231 que
se incorporan aqui como referencia y se describen como realizaciones especificas que se incluyen en esta

invencion.

Por lo tanto, serd posible ajustar la variante de HH1 incluida en los radioinmunoconjugados de la presente
invencion en base a las divulgaciones mencionadas anteriormente.

Dicha variante incluye variantes quiméricas o variantes con una cierta identidad de secuencia con las cadenas de
HH1.
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En una realizacién preferente de la presente invencién, la HH1 es quimérica variante o un HH1 humanizado.

En otra realizacion de la presente invencién, la variante quimérica de HH1 es chHH1.1 que es el isotipo de HH1
quimérico IgG1 o chHH1.3H que es el isotipo de HH1 quimérico IgG3 con mutacion R435H.

Conectores
El radionucleido se puede unir al anticuerpo mediante un conector opcional.

Los radioinmunoconjugados con yodo no necesitan un conector. Esto significa que '*I-HH1 no ne%:‘sita incluir un
conector. Sin embargo, el radioinmunoconjugado de la invencion comprende un radionucleido de "*“Lu.

El radionucleido se puede unir al anticuerpo haciendo reaccionar primero un quelante bifuncional, p. ej., P-SCN-
bn-DOTA (Macrocyclics, Tx, EE.UU.), con el anticuerpo, seguido de purificacién para eliminar el quelante no
conjugado, y luego reaccién del conjugado de anticuerpos quelante con el radionucleido, seguido de purificacién
para eliminar cualquier radionucleido no conjugado.

Alternativamente, el quelante y el radionucleido pueden combinarse primero y posteriormente conjugarse con el
anticuerpo.

Los conectores quelantes como, por ejemplo, p-SCN-bn-DOTA, se pueden usar para conjugar otros
radionucleidos metalicos a HH1 de manera similar a la descrita para "’ Lu.

Se podria usar cualquier tipo de conector con suficiente capacidad de complejacién y un grupo funcional que
permita la conjugacion directa o indirecta con una proteina o un péptido.

Ejemplos de tales conectores se describen en la bibliografia (por ejemplo, Brechbiel, 2008; Liu, 2008). Algunos
ejemplos utiles son los quelantes ciclicos bifuncionales como p-SCN-bn-DOTA, DOTA-NHS-éster; quelantes
lineales bifuncionales como p-SCN-Bn-DTPA y CHX-A "-DTPA.

Los radionucleidos en la presente invencion se conjugaran preferiblemente con una molécula de
direccionamiento utilizando quelantes bifuncionales.

Estos podrian ser quelantes ciclicos, lineales o ramificados. Se puede hacer referencia particular a los quelantes
de poliaminopoliacido que comprenden un esqueleto de poliazaalcano lineal, ciclico o ramificado con grupos
acidos (por ejemplo, carboxialquilo) unidos a nitrégenos de la cadena principal.

Ejemplos de quelantes adecuados incluyen derivados de DOTA tales como &cido p-isotiocianatobencil-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (p-SCN-Bz-DOTA) y derivados de DTPA tales como &acido p-
isotiocianatobencilo-dietilentriaminopentaacético (p-SCN-Bz-DTPA), siendo los primeros quelantes ciclicos, los
ultimos quelantes lineales.

La metalizacion del resto complejante se puede realizar antes o después de la conjugacién del resto complejante
con el resto diana.

El procedimiento de radiomarcaje en general sera mas conveniente en términos de tiempo utilizado, etc., si el
quelante esta conjugado con el anticuerpo antes de que tenga lugar el radiomarcaje.

Los principios de preparacion de conjugados radiomarcados usando quelantes unidos a anticuerpos se describen
mas ampliamente en, por ejemplo, Liu, 2008.

Por lo tanto, en general puede usarse HH1 para preparar radioinmunoconjugados con diferencias en
propiedades de radiacion y perio%c;s de semidesintegracion efectivos. El radioinmunoconjugado de la invencién
comprenden un radionucleido de ""'Lu.

Por lo tanto, en una realizacion de la presente invencién el conector es un conector quelante seleccionado del
grupo que consiste en p-SCN-bn-DOTA, DOTA-NHS-éster, p-SCN-Bn-DTPA y CHX-A"-DTPA.

Los radionucleidos emisores beta y/o alfa con caracter metalico permiten la formacién de complejos con los
conectores de quelatos bifuncionales a partir de los siguientes ejemplos, pero no limitados a, Bn-TCMC, DOTA,
Bn-DOTA, Bn-NOTA, Bn-oxo-DO3A, DTPA, CHX-A-DTPA, Bn-DTPA, Bn-PCTA y moléculas de las clases de
calixarenos, criptates y criptandos, etc.

Por lo tanto, el conector puede ser un conector quelante bifuncional.

En una realizacién de la presente invencion el conector es un conector quelante.
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Radionucleidos

Como se mencioné anteriormente, es posible construir radioinmunoconjugados que tienen diferentes
propiedades de radiacion y periodos de semidesintegracion efectivos.

Una parte natural de la construccién de tales radioinmunoconjugados es la eleccién del radionucleido.
El radionucleido puede ser un radionucleido metélico.
El radionucleido puede ser un emisor alfa.
El emisor alfa se puede seleccionar del grupo que consiste en 2'?Bi, 2'*Bi, **Ac, #'Th.
El radionucleido puede ser un emisor beta.
El f : A 90 153 161 177
emisor beta se puede seleccionar del grupo que consiste en ™Y, ~°Sm, °'Tb, "'Lu.

El radionucleido se selecciona del grupo que consiste en 473¢, ’cu, 20V, '%Rh, ""mSn, ', **Tb, 5*Sm, 8" Tb,
165Dy, 177LU, 186Re, 188Re, 211At, 212Pb, 12Bi, 21sBi, 223Ra, 224Ra, 225AC y 227Th.

El periodo de semidesintegracic’m del radionucleido puede ser inferior a 24 horas y el radionucleido se selecciona
del grupo que consiste en “''At, 2'?Pb, 2'?Bi, 2'*Bi.

El periodo de semidesintegracion del radionucleidompuede ser superior a 24 horas y el radionucleido se

selecciona del grupo gue consiste en *sc, ¥’Cu, 2°Y, '®Rh, "'msn, "I, 9Tb, °*Sm, "*'Tb, '*°Dy, ""Lu, '*Re,
188Re, 223Ra, 22 Ra, 225AC y 227Th.

En la presente invencion el radionucleido es un radionucleido de "7 Lu.

Antigenos

Los antigenos pueden ser sobrerregulados por radioinmunoconjugados

Esta sobrerregulacion también puede verse como un aumento o induccién de la expresion del antigeno. La
sobrerregulacién o aumento se puede medir mediante técnicas convencionales conocidas por el experto en la
materia, que incluyen transferencia Western y FACS.

Puede ser un solo antigeno que esta sobrerregulado pero también pueden ser varios.

Por ejemplo, es posible sobrerregular tanto CD20 como CD37 por los radioinmunoconjugados de la presente
invencion.

Por tanto, el antigeno sobrerregulado se puede seleccionar del grupo que consiste en CD37, CD19, CD20,
CD21, CD22, HLA-DR, , CD23, CD39, CD52, CDw75 y CD80.

El antigeno sobrerregulado puede ser CD37.
En la invencion el antigeno sobrerregulado es CD20.
El antigeno sobrerregulado puede ser CD22.

Los antigenos de células B que se sobrerregulan por radioinmunoterapia o que potencialmente pueden estar
sobrerregulados incluyen CD19, CD20, CD22, CD37 y CD52.

Tanto CD20 como CD37 pueden ser sobrerregulados por radioinmunoconjugados.
Tanto CD22 como CD37 pueden ser sobrerregulados por radioinmunoconjugados.
Tanto CD52 como CD37 pueden ser sobrerregulados por radioinmunoconjugados.
Tanto CD19 como CD37 pueden ser sobrerregulados por radioinmunoconjugados.
El antigeno también puede ser un antigeno especifico para enfermedades o trastornos autoinmunes.

Cuando el antigeno es especifico para una enfermedad autoinmune, el antigeno se infrarregula y, por lo tanto,
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tiene el potencial de tratar, por ejemplo, la inflamacion.
Ejemplos de tales antigenos son TNF-a, IL-2 o inmunoglobulina E.

Cuando la enfermedad es mieloma multiple, el antigeno se selecciona del grupo que consiste en CD38, CD138,
BCMA, CD317, CS1, CD40, BLyS, CD56, CD52, KMA, GRP78, BAFF, CXCR4 y LMA.

Los anticuerpos implicados en el tratamiento del mieloma mudltiple o en desarrollo para el tratamiento del mieloma
multiple se pueden seleccionar del grupo que consiste en denosumab, elotuzumab, daratumumab, milatuzumab,
lucatumumab, MDX-1097, PAT-SM6, tabalumab, ulocuplumab y MDX-1458.

Los conjugados de anticuerpo farmaco para el tratamiento del mieloma multiple se pueden seleccionar del grupo
que consiste en BT062, milatuzumab-DOX, lorvotuzumab-mertansina.

Los anticuerpos implicados en la enfermedad ésea osteolitica en pacientes con mieloma multiple se pueden
seleccionar del grupo que consiste en el anticuerpo anti-DKK-1 BHQ-880 que promueve la actividad de las
células de los osteoblastos que forman los huesos.

El denosumab del anticuerpo anti-RANKL reduce la actividad de los osteoclastos que descomponen el tejido
6seo.

El anticuerpo denusomab se usa en el tratamiento de osteoporosis.

El antigeno de angiogénesis VEGF puede ser un anticuerpo anti-VEGF bevacizumab que previene el crecimiento
de nuevos vasos sanguineos en las células cancerosas.

Cuando la angiogénesis en células cancerosas estd dirigida, el antigeno es VEGF y el anticuerpo es
bevacizumab.

Composiciones farmacéuticas

Los anticuerpos se aplican habitualmente en el tratamiento de enfermedades formuladas en composiciones
farmacéuticas.

Tales composiciones se optimizan para parametros tales como tolerancia fisiologica y vida util.

Por lo tanto, en una realizacion de la presente invencién, el radioinmunoconjugado se formula como una
composicion farmacéutica.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica como se describié
anteriormente, que comprende adicionalmente uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales.

En otra realizacién de la presente invencion, se mencionan uno o mas agentes terapéuticos adicionales
seleccionados de agentes que inducen apoptosis.

Usualmente, un elemento importante de una composicién farmacéutica es una solucion tampoén, que mantiene
sustancialmente la integridad quimica del radioinmunoconjugado y es fisiolégicamente aceptable para infusiéon en
pacientes.

En una realizacion de la invencion la composicion farmacéutica comprende adicionalmente un adyuvante y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Vehiculos farmacéuticos aceptables incluyen, pero no estan limitados a, tampones no toxicos, cargas, soluciones
isotonicas, etc. Mas especificamente, el vehiculo farmacéutico puede ser, pero sin limitacién, solucién salina
normal (0,9 %), solucion salina semi-normal, lactato de Ringer, dextrosa al 5 %, dextrosa al 3,3 % / solucién
salina al 0,3 %. El vehiculo fisiolégicamente aceptable puede contener un estabilizador radiolitico, por ejemplo,
acido ascérbico, que protege la integridad del radiofarmaco durante el almacenamiento y la expedicién.

Una realizacion de la presente invencion comprende la composicion farmacéutica de la presente invencién y uno
0 mas anticuerpos adicionales o radioinmunoconjugados.

Procedimiento de tratamiento

El radioinmunoconjugado de acuerdo con la presente invencion puede ser para el tratamiento contra células
malignas que expresan un antigeno como se describe en la presente memoria, en particular para el tratamiento
de un tumor maligno de células B seleccionado del grupo que consiste en linfoma no Hodgkin de células B,
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leucemia linfocitica crénica de células B y leucemia linfoblastica aguda.

Otros usos divulgados en el presente documento podrian ser el tratamiento de enfermedades autoinmunes vy el
tratamiento de los efectos relacionados con el trasplante.

Por lo tanto, un aspecto de la presente descripcion se refiere a un procedimiento para sobrerregular la expresion
de antigeno que comprende la administracion de un radioinmunoconjugado a una persona en la que seria
ventajosa una expresion de antigeno sobrerregulada.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a un radioinmunoconjugado para su uso en un procedimiento
de tratamiento de un tumor maligno de células B o una enfermedad o trastorno del sistema inmune en el que
CD20 es el objetivo y el radioinmunoconjugado de la invencidén es capaz de regular positivamente la expresién
del antigeno CD20.

En una realizacion preferente de la presente invencioén el radioinmunoconjugado que es capaz de sobrerregular
la expresion de antigeno de CD20 es betalutina y CD20 esta dirigido por rituximab o una variante de este.

Un aspecto de la presente invencién se refiere a una combinacién de betalutina y un anticuerpo terapéutico
CD20 para su uso en un tratamiento combinacional de un tumor maligno de células B, en el que la administracién
de betalutina esté seguida de la administracién de rituximab, obinutuzumab o un anticuerpo terapéutico CD20
similar.

En otra realizacion de la presente invencién la combinacién de la invencién para su uso en una terapia
combinacional en la que el radioinmunoconjugado es seguido por un tratamiento simultdneo o posterior con
terapia de anticuerpos, terapia inmunoconjugada o una combinacién de los mismos.

La terapia podria administrarse como monoterapia 0 en combinacién con otras terapias, preferentemente
tratamientos estadndar. Tales otras terapias pueden ser pretratamiento, cirugia, quimioterapia (incluyendo
doxorrubicina, vinblastina y gemcitabina), inmunoterapia, terapia con anticuerpos, terapia fotodinamica, inhibidor
del proteasoma (incluido bortezomib), inhibidores de la histona deacetilasa (incluyendo vorinostat y acido
suberoilanilida hidroxamico), vitamina D3 y analogos de vitamina D3, inhibidores del punto de control del ciclo
celular (incluidos UCN-01 y 2-(4-(4-Clorofenoxi)fenil)-1H-bencimidazol-5-carboxamida), radiosensibilizadores de
células hipdxicas (que incluyen metronidazol y misonidazol), inductores de apoptosis (incluso con witaferina A)
radiosensibilizadores, radioinmunoterapia o una combinacion de dos o0 mas de estos.

Por administracion se entiende infusion intravenosa o inyeccion intravenosa. Mas especificamente, el
radioinmunoconjugado de la presente invencion se puede administrar directamente en una vena mediante una
canula periférica conectada a una camara de goteo que evita la embolia de aire y permite una estimacién del
caudal en el paciente.

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

En otra realizacién el radioinmunoconjugado seguido de anticuerpo monoclonal (o inmunoconjugado) pueden
administrarse ambos de una manera repetida.

En otra realizacion de la presente invencién el radioinmunoconjugado podria administrarse de manera repetida
pero con diferentes radionucleidos, por ejemplo, radioinmunoterapia beta podria ser seguida por
radioinmunoterapia alfa o viceversa.

Un aspecto de la presente invencion se refiere al radioinmunoconjugado en la combinaciéon de la presente
invencion para el tratamiento de tumores malignos de células B.

Una realizacion de la presente invencién se refiere al radioinmunoconjugado en la combinacion de la presente
invencion administrado en combinacién con o ademas de otra terapia.

En una realizacion de la presente invencion las otras terapias se seleccionan de pretratamiento, quimioterapia,
terapia con anticuerpos monoclonales, cirugia, radioterapia y/o terapia fotodinamica. En otra realizacién de la
presente invencion las otras terapias son el trasplante de médula 6sea o el trasplante y/o terapia de células
madre.

En una realizacién de la presente invencién la dosificacion de anticuerpos es de 1-1000 mg por paciente, mas
preferiblemente de 5-50 mg por paciente, y ""Lu asciende a 1-200 MBqg/kg, mas preferiblemente de 10-
100 MBqg/kg de peso corporal.
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Terapia combinacional

la invencion se refiere a una combinacién de un radioinmunoconjugado como se define anteriormente y un
anticuerpo anti-CD20.

Por tanto, en una realizacion adicional de la presente invencién, el radioinmunoconjugado es seguido por un
tratamiento simultaneo o posterior con terapia de anticuerpos.

En otra realizacion de la presente invencion es el antigeno CD20 sobrerregulado, y la sobrerregulacion es
seguida por la terapia con anticuerpo anti-CD20 con rituximab en una sola administracion o en un patrén de
administracion repetida.

Por lo tanto, es posible usar los presentes radioinmunoconjugados para sobrerregular otros antigenos distintos
del antigeno al que se dirigen los radioinmunoconjugados.

Por lo tanto, en otra realizacién mas de la presente invencion, el tratamiento simultaneo o posterior al tratamiento
se dirige a un antigeno diferente (CD20) del radioinmunoconjugado.

El patron de administracion puede ser en una administracion Unica en la que los radioinmunoconjugados
sobrerregulan y la expresion de uno o méas antigenos que luego son dirigidos por una dosis Unica o varias dosis
de terapia especifica de antigeno.

Tal terapia puede ser un anticuerpo monoclonal tal como rituximab.

La terapia puede repetirse en un patrén ciclico donde la administracion de los radioinmunoconjugados y los
anticuerpos monoclonales se repiten una, dos o varias veces.

Una ventaja de tal administracién es que la célula diana puede tratarse con el mismo o diferentes anticuerpos en
cada ciclo, asegurando que el antigeno con la expresién mas alta esté enfocado.

Una estrategia en la que varios antigenos estan enfocados limita el riesgo de deriva expresiva de los antigenos
expresados en la superficie de las células diana.

La invencion se describird ahora con mayor detalle en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

177

Ejemplo 1 - Tratamiento con betalutina ('”’Lu-tetraxetan-tetulomab, o '”’Lu-HH1) y efecto sobre la expresién del

antigeno

Materiales y procedimientos:
ETIQUETADO DE ANTICUERPOS

El etiquetado del anticuerpo HH-1 con p-SCN-Bn-DOTA y '’Lu se realiz6 siguiendo los procedimientos estandar
descritos en Dahle et al. (2013) y Repetto-Llamazares et al. (2013). La pureza radioquimica (RCP) del
radioinmunoconjugado (RIC) se evalu6é usando cromatografia de capa fina instantanea. Si el RCP estaba por
debajo del 95 %, el conjugado se purificé usando columnas Econo-Pac 10 DG (Bio-rad Laboratories, California,
EE.UU.). RCP fue superior al 97 % para todos los RIC utilizados en los experimentos. La actividad especifica de
betalutina fue de 92 MBg/kg con una concentracion de anticuerpo de 178 pg/ml. Las fracciones inmunorreactivas
(IRF) de los RIC se estimaron usando células de linfoma Ramos y Daudi y un ensayo de un punto. Se utilizé una
concentracién celular de 75 millones de células/ml. Las células incubadas con tetulomab frio se usaron para
evaluar la unién no especifica. Las células bloqueadas y desbloqueadas se incubaron durante 1,5 h con 40 ng/ml
de radioinmunoconjugado. La actividad afiadida se midi6 usando un detector gamma calibrado (detector de
autogama Cobra Il, Packard Instrument Company, Meriden, CT, EE.UU.). Después, las células se lavaron tres
veces con PBS con BSA al 0,5 % y se midi6 la actividad unida en el contador gamma. IRF se estimé sustrayendo
la unién no especifica medida usando las muestras bloqueadas a la actividad unida de las muestras no
bloqueadas. El IRF fue 52 +/- 3 en células Daudi y 75 +/- 1 en células Ramos. El etiquetado de rituximab con
Alexa 647 se realiz6 utilizando el correspondiente kit de etiquetado de proteinas Alexa Fluor (Molecular Probes,
Life Technologies) de acuerdo con el procedimiento proporcionado por el fabricante.

TRATAMIENTO DE CELULAS

El dia 0, las células Daudi se diluyeron a 1 millon de células/ml usando RPMI 1640 suministrado con 10 % de
SFB. Se tomaron luego alicuotas de las células en dos matraces de cultivo celular, cada uno conteniendo 6 ml.
Uno de los matraces recibi6 alrededor de 4,6 MBq de 77| u-tetraxetan-tetulomab (10 pg/ml) mientras que el otro
no recibidé ningun tratamiento. Ambos matraces se incubaron durante 24 h, se lavaron y se resuspendieron en
medio nuevo hasta una concentracion de 0,5 millones de células/ml. La dosis de radiacién absorbida en el medio

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2741643 T3

de las células tratadas fue de aproximadamente 1,1 Gy. Se tomaron luego alicuotas tanto de las células tratadas
como de las de control en matraces de cultivo celular que correspondian a cada punto de tiempo a medir. Cada
matraz celular contenia alrededor de 5 ml de suspensién celular. El medio fresco no se administrd a las células
hasta el final del experimento 72 h después del tratamiento.

MEDIDAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

En cada punto de tiempo las células control se tifieron con 0,4 ug/ml de la tincion de ADN Hoechst33342
(H33342) durante 20 minutos a 37° C. Posteriormente, las células de control y tratadas se lavaron y mezclaron.
Las células se incubaron durante 20 minutos con tetulomab frio para saturar todos los sitios CD37.
Posteriormente las células se lavaron con PBS y el anticuerpo anti-CD20 rituximab conjugado con Alexa647 y se
afadieron a la solucion un anticuerpo secundario de conejo anti-ratén (conjugado con ficoeritrina (PE)
(DakoCytomation). Después de la incubacion en hielo durante 30 minutos se lavaron las muestras y se midieron
usando citometria de flujo. El aumento en la expresion del antigeno (CD37 o CD20) se calculé como la diferencia
en las mediciones de intensidad (en %) entre las células control y las tratadas. El control y las células tratadas se
distinguieron por activacion en la fluorescencia azul de la tincién H3342 en el ADN de las células control. La
sobrerregulacion de CD20 se evalué durante 0, 18, 24, 48 y 72 horas. CD37 se evalu6 a las 24 y 48 h. Para
controlar que el conejo anti-raton Ab no influyese en las mediciones de CD20, la tincién con y sin el Ab anti-ratén
serealizéd alas 24 hy 48 h.

Resultados:

Hubo un aumento en la expresiéon de CD20 de aproximadamente el 130 % frente al control no tratado para la
mayoria de los puntos de tiempo (Figura 1). Hubo un aumento en la expresion de CD37 de aproximadamente el
60 % (Figura 1). No hubo interaccion entre rituximab y el anticuerpo anti-ratén de conejo ya que el aumento en la
expresion de CD20 en muestras con y sin anticuerpo de conejo fue similar.

Conclusion:

Los antigenos CD20 y CD37 se sobrerregularon después de que las células se tratasen con '’’Lu-tetraxetan-
tetulomab. El aumento fue aproximadamente constante para todos los puntos de tiempo y alrededor del 130 %
para CD20 y aumenté de 30 a 60 % para CD37 entre 48 y 72 h después del tratamiento.

Ejemplo 2

Introduccion
Para evaluar si el efecto de '"’Lu-tetulomab se debié a radiaciéon celular especifica, las células Daudi se
incubaron con betalutina durante 1 h.

Materiales y procedimientos
ETIQUETADO DE ANTICUERPOS

El procedimiento utilizado para etiquetar los anticuerpos y calcular el IRF se ha discutido previamente en el
Ejemplo 1. La actividad especifica de "’Lu-tetulomab fue de 212 MBg/mg y la concentracion de Ab fue de
0,5 mg/ml. El IRF fue 72 +/- 2 % y se midi6 en células Ramos.

TRATAMIENTO DE CELULAS

El procedimiento seguido para tratar las células fue similar al descrito en el Ejemplo 1. Se evaluaron dos
tratamientos diferentes en este ejemplo. Un tratamiento involucré la incubacion de células durante 24 horas, de
manera similar a lo que se hizo en el Ejemplo 1. El otro tratamiento implicé la incubacién de las células durante 1
hora. Se prepararon células de control para cada uno de los tratamientos como se describe en el Ejemplo 1. Se
agregdé la misma cantidad de actividad a ambos tratamientos (4,6 MBq, la misma actividad que se da en el
Ejemplo 1). Cada 2 a 5 dias las células se dividieron y se afadid6 medio fresco de modo que la concentracion
celular estuvo entre 0,5 y 1 millon de células/ml después de la dilucion.

MEDIDAS POR CITOMETRIA DE FLUJO
La tincién de las células y la medicion de la sobrerregulacion del antigeno en las células tratadas en comparacion

con las células control se llevd a cabo usando el mismo procedimiento que el descrito en el Ejemplo 1. Las
mediciones se realizaron en puntos de tiempo entre 0 y 14 dias.
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Resultados

La dosis al medio de las células incubadas durante 1 h fue de aproximadamente 0,05 Gy mientras que la dosis a
las células incubadas durante 24 horas fue de aproximadamente 1,1 Gy. Las células incubadas durante 1 h
tuvieron un aumento del 45,5 % en CD20 y un aumento del 3,8 % en CD37 48 h después de la exposicion y
48,8 % y 15,1 % respectivamente 144 h después de la exposicion indicando que la radiacién celular especifica
del radioinmunoconjugado fue un componente importante para el efecto, particularmente para el antigeno CD20
(Figura 2). La sobrerregulacion de los antigenos parece disminuir hacia 0 después de 14 dias.

Ejemplo 3

Introduccion

Para estudiar si la sobrerregulacién de los antigenos era una caracteristica general del linfoma mas que un
efecto especifico de la linea celular, las células Daudi se analizaron junto con las otras tres lineas de células de
linfoma, Raji, Ramos y Rec-1.

Materiales y procedimientos
ETIQUETADO DE ANTICUERPOS

El procedimiento utilizado para etiquetar los anticuerpos y calcular el IRF se ha discutido previamente en el
Ejemplo 1. La actividad especifica de "’Lu-tetulomab fue de 212 MBg/mg y la concentracion de Ab fue de
0,5 mg/ml. El IRF fue 72 +/- 2 % y se midi6 en células Ramos.

TRATAMIENTO DE CELULAS

El procedimiento seguido para tratar las células fue similar al descrito en el Ejemplo 1. Las células se incubaron
durante 1 hora. Se prepararon células de control para cada una de las lineas celulares como se describe en el
Ejemplo 1. Se agregé la misma cantidad de actividad a las lineas celulares (4,6 MBq, la misma actividad que se
da en el Ejemplo 1). La dosis al medio de las células fue de aproximadamente 0,05 Gy. Cada 2 a 5 dias las
células se dividieron y se anadié medio fresco de modo que la concentracion celular estuvo entre 0,5 y 1 millén
de células/ml después de la dilucion.

MEDIDAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

La tincién de las células y la medicion de la sobrerregulacion del antigeno en las células tratadas en comparacion
con las células control se llevd a cabo usando el mismo procedimiento que el descrito en el Ejemplo 1. Las
mediciones se realizaron en puntos de tiempo entre 0 y 7 dias.

Resultados

La sobrerregulacién de antigenos parece ser general para las células de linfoma no Hodgkin. El aumento en
CD20 se observo en todas las lineas celulares, mientras que el aumento en la expresion de CD37 se observé en
3 de las 4 lineas celulares (Tabla 1). En conclusién, la exposicién al radioinmunoconjugado '’’Lu-tetulomab
causa aumentos en CD20 y CD37 y esta parece ser una caracteristica general de los linfomas de células B.

177

Ejemplo 4. Efecto en la expresién del antigeno de direccionamiento de CD20 con "' ’Lu-rituximab.

Introduccion

Para estudiar si el efecto era una caracterl’sticaﬁeneral de los radioinmunoconjugados en lugar de un efecto
especifico de betalutina (es decir, '"’Lu-HH-1 o '"’Lu-tetulomab), las células Daudi y Raiji se trataron con '’Lu-
rituximab.

Materiales y procedimientos

ETIQUETADO DE ANTICUERPOS

El procedimiento utilizado para etiquetar rituximab y calcular el IRF se ha discutido previamente en el Ejemplo 1.
La actividad especifica de '"’Lu-rituximab fue de 165 MBg/mg y la concentracion de Ab fue de 0,2 mg/ml. El IRF
fue 60 +/- 2 % y se midi6 en células Ramos.

El etiguetado de tetulomab con Alexa 488 se realizé utilizando el correspondiente kit de etiquetado de proteinas

Alexa Fluor (Molecular Probes, Life Technologies) de acuerdo con el procedimiento proporcionado por el
fabricante.

12
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TRATAMIENTO DE CELULAS

El procedimiento seguido para tratar las células fue similar al descrito en el Ejemplo 1. Las células se incubaron
durante 1 hora o 24 horas. Se usaron células de linfoma Daudi y Raji. Se prepararon células de control para cada
una de las lineas celulares como se describe en el Ejemplo 1. Se agregé la misma cantidad de actividad a las
lineas celulares (4,6 MBq, la misma actividad que se da en el Ejemplo 1). La dosis al medio de las células fue de
aproximadamente 0,05 Gy. Cada 2 a 5 dias las células se dividieron y se afadié6 medio fresco de modo que la
concentracioén celular estuvo entre 0,5 y 1 millén de células/ml después de la dilucién.

MEDIDAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

La tincién de las células y la medicion de la sobrerregulacion del antigeno en las células tratadas en comparacion
con las células control se llevdé a cabo usando el mismo procedimiento que el descrito en el Ejemplo 1. Las
mediciones se realizaron en puntos de tiempo entre 0 y 7 dias. Dado que 77| y-rituximab se une a CD20 y que el
mismo anticuerpo se utiliz6 para medir la intensidad de la fluorescencia, los resultados encontrados dan un valor
minimo para la sobrerregulacion de CD20. La sobrerregulacién de CD37 se evalué usando tanto Ab secundario
(conejo anti-raton) como Ab directo (tetulomab unido a Alexa488).

Resultados

También se observé una sobrerregulacion en CD20 y CD37 cuando las células se tratan con '’’Lu-rituximab
(Tabla 2). Por lo tanto, la sobrerregulacion de antigenos no es un efecto especifico de "7 u-tetulomab.

Ejemplo 5

Introduccion

Para confirmar que la radioinmunoterapia aumentaria la unién del anticuerpo a las células en un ensayo
diferente, las dos lineas celulares Daudi (linfoma no Hodgkin) y JMV-3 (leucemia de células B) se trataron con
"7Lu-HH-1 (anti-CD37) y posteriormente se midio la unién de rituximab marcado con *°| (anti-CD20).

Procedimientos:

Se preparé '?I-rituximab usando tubos de yodogén (Pierce). Se lavo un tubo de yodogén con 1 ml de tampén tris
y posteriormente se afadieron 100 pl de tampén tris (pH 7,5) y se afadié yodo '®I. La solucién se agitd
suavemente en el tubo unas pocas veces durante un periodo de 6 minutos en el que se afadié una o toda la
solucion de '?I a un vial con tipicamente 100 pl de tris con 50-200 pg de anticuerpo OI-3.

Usando remolinos ocasionales del vial la reaccion continué durante 7 minutos. Después de eso se afadieron
50 ul de I-tirosina (saturada) en tris y se hizo reaccionar durante al menos 5 minutos antes de purificar la solucién
usando una columna de filtracién en gel Sephadex G-25 PD-10 (GE Health).

Aproximadamente el 70 % de la actividad eluiria en las fracciones de alto peso molecular y se recogié y usoé en el
experimento de unién celular.

El anticuerpo HH-1 se etiquet6 primero con p-SCN-Bn-DOTA disuelto en HCI 0,005 M. La relacion molar de p-
SCN-Bn-DOTA a anticuerpo fue de 6:1. La reaccién se ajust6 al pH a 8,5 + 0,2 usando tampén de carbonato.
Después de 45 minutos de incubacién a 37 °C la reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 pl de solucion de
glicina 0,2 M/mg de Ab. Para eliminar el quelante libre el anticuerpo conjugado se lavé diluyendo el conjugado de
anticuerpo 1:10 con NaCl al 0,9 % y se concentrd por centrifugacién con tubos de centrifuga AMICON-30
(Millipore, Cork, Irlanda). Este procedimiento se repitié 4-5 veces. Antes de etiquetar con 220 MBq '’Lu (Perkin
Elmer, Boston, Ma, EE. UU.), 1 mg de conjugado de anticuerpo, se ajusto el pH a 5,3 £ 0,3 usando tampdn de
acetato de amonio 0,25 M. Se incub6 la reaccién durante 15 horas a 37°C.

La pureza radioquimica (RCP) del radioinmunoconjugado (RIC) se evalué usando cromatografia en capa fina
instantédnea (ITLC). El PCR fue 95,5 %. Las fracciones inmunorreactivas (IRF) de los RIC se midieron usando
células de linfoma Ramos ('"’Lu-HH1) o Daudi ('®I-rituximab) y un ensayo de un punto. Se utilizé una
concentracién celular de aproximadamente 50 millones de células/ml. Dos tubos no se bloquearon y se
pretrataron 2 tubos con 10 ug de HH-1, después de lo cual se afiadieron 2 ng de '”’Lu-HH1 y se agitaron durante
1,5 horas. A continuacion, los tubos se contaron en un contador gamma para determinar la actividad aplicada, se
lavaron y se centrifugaron tres veces con 0,5 ml de DPBS/BSA antes de contar los tubos para la actividad unida
a la célula. La actividad unida a la célula se corrigié para uniéon no especifica restando los recuentos de los tubos
bloqueados. El IRF, es decir, union especifica frente al total aplicado, fue 78 % ('”" Lu-HH1) y 71 % (**°I-
rituximab). Los matraces de cultivo celular (25 cm?, Corning) que contienen 5 ml de RPMI 1640 suministrados
con 10 % de FBS y con 1 millén de células por ml se afadieron 2,5 MBq '”’Lu-Bn-DOTA-HH-1 (*”’Lu-HH-1), Bn-
DOTA-HH-1 (DOTA-HH-1, grupo de control 1) o tampén de formulacién, es decir, la misma solucién que los otros
dos tratamientos excepto RIC o el conjugado de anticuerpo (grupo de control 2) en 16,7 microlitros. Después de
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un dia se retiraron 2 ml y se afadieron 3 ml de medio fresco (dilucion de 1,7 veces), después de tres dias se
anadieron 3 ml de medio (dilucion de 1,5 veces), después de cinco dias se retiraron 4 ml y se afnadieron 3 ml de
medio fresco (dilucion de 1,8 veces), en el dia ocho se retiraron 6 ml y se afadieron 5 ml de medio fresco
(dilucion de 2,7 veces), en el dia once, se retiraron 7 ml y se afadieron 4 ml de medio fresco (dilucion de 5
veces). Esto se hizo para reabastecerse con medio de crecimiento y simular la reduccién en la concentracion con
el tiempo visto in vivo con RIC.

Después de 3,5 dias se retiraron las suspensiones celulares y se midié la concentracion y viabilidad celular
usando un contador celular automatizado Countess (Invitrogen) y se afiadieron 0,5 ml a los tubos de reaccion, se
centrifugd y el sedimento celular se resuspendié en 200 ul de DPBS (Gibco) con 0,5 % de BSA (VWR). A dos
tubos en el grupo "7 u-HH-1 se anadieron 0,8 Mg, es decir, aproximadamente 1,6 ug/ml de "23_rituximab en 10 ul
de DPBS/BSA y a dos tubos se afiadieron solo DPBS (para corregir la interferencia de "7 Lu en la ventana de
125I). A dos tubos en el grupo de control 1y 2 se agregaron 0,8 g, es decir, aproximadamente 1,6 ug/ml de 125I-
rituximab en 10 ul de DPBS/BSA y 10 ul de tampén DPBS/BSA. Los tubos se incubaron durante 1,5 horas y a
continuacion se lavaron y centrifugaron dos veces antes de contarlos en la ventana de '*°l de un contador
gamma Cobra Il Autogamma (Packard). Los recuentos en el grupo '"’Lu-HH-1 se corrigieron para los recuentos
cruzados de "’Lu a en la ventana de '®I mediante el uso de las mediciones de los dos tubos a los que no se
afiadi6 '*I-rituximab.

Resultados

La actividad de union a células se ajustd para el niumero de células y la interferencia de '"’Lu en la ventana de
129) )/ las comparaciones entre los controles tratados y no tratados con RIC 1 (el conjugado de anticuerpo excepto
el ""Lu) y 2 (la solucién tampén del RICQ se presentan en la Tabla 3. Se muestra que las células tratadas con
RIC tuvieron una unién aumentada de '*°l-rituximab en todos los puntos de tiempo hasta 15 dias después de
comenzar la terapia con '’Lu-HH1.

Conclusion

Como se muestra en la tabla 3, tantomtsal linfoma de células B como las célulq% de leucemia de células B
mostraron un aumento de la unién del “’l-rituximab después de la exposicion a '‘Lu-HH1. Esto indica que la
radioinmunoterapia podria ser beneficiosa como terapia de inducciéon en pacientes sometidos a terapia con
anticuerpos monoclonales, por ejemplo, tratamiento con rituximab contra el linfoma y la leucemia.

Ejemplo 6. Evaluacién de unién no especifica.

Antecedentes:

Para verificar que el aumento de la union del anticuerpo especifico del antigeno a las células expuestas a la
radioinmunoterapia no fue causado por el aumento de la unién no especifica a las células se realizé un
experimento que usa bloqueo antigénico.

Parte experimental:

Células Daudi, aproximadamente 1 millon por ml en frascos de cultivo de 25 cm?, se expusieron a anticuerpo
HH1 no etiquetado (control 1), tampén de formulacion (control) 0 0,1 MBg/ml 0 0,5 MBg/ml de """Lu-HH1 durante
tres dias. Después de un dia la concentracion se redujo al 50 % afadiendo medio nuevo. En el dia tres se
retiraron las suspensiones de células y se usaron para el ensae/o de union y se trataron como en el Ejemplo 4,
con tubos duplicados de los grupos de arboles que recibieron '?°I-rituximab.

Ademas, los duplicados de cada grupo se trataron con rituximab sin etiquetar (100 ug/ml; durante media hora
para bloquear el antigeno CD20. Para corregir para '’’Lu en duplicados de ventana de '*°| de los dos grupos
radiactivos se utilizaron sin '®|-rituximab afiadido y se trataron y lavaron de la misma manera que los tubos de
ensayo con 'Zl-rituximab. Después de la adicion de 'I-rituximab, los tubos de ensayo se incubaron durante dos
horas y se contaron para la actividad aplicada. Se usé un contador de gamma automatico Cobra Il (Packard
Instruments Company Inc, Downers Grove, IL, EE.UU.). A continuacion, los tubos de ensayo se lavaron dos
veces con DPBS/BSA al 0,5 % y se centrifugaron dos veces y,se contaron para la actividad unida a la célula. Los
datos se corrigieron por el derrame gamma en la ventana de '2°l de '"’Lu en las células tratadas.

Resultados:
Al comparar los recuentos netos de actividad por célula en los tubos bloqueados frente a no blogqueados los

resultados fueron los siguientes: 0,1 y 0,5 MBg/ml de grupos, 0,8 % y 1,1 % de unién no especifica; controles 1y
control 2, 1,3 % y 1,1 % de unién no especifica.
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Conclusion:

El bloqueo del antigeno fue igualmente eficaz en células tratadas y no tratadas. Por lo tanto el aumento de la
unién a células tratadas con radioinmunoconjugado no fue provocado por una unién no especifica y, por lo tanto,
debe ser causada por una mayor expresién de antigeno.

177 177

Ejemplo 7: Tratamiento con betalutina (" 'Lu-tetraxetan-tetulomab, o ""'Lu-HH1) y el efecto sobre la expresién del

antigeno CD20 in vivo

Este Ejemplo verifica que el efecto de sobrerregulacion del antigeno desde "7 u-HH1 también se observa in

vivo. Se midieron las biodistribuciones y la captacién tumoral en ratones desnudos portadores de xenogratos
Ramos subcutaneos 3 dias después del tratamiento con betalutina o con una inyeccion de control de HH1 frio.

Procedimiento:
ETIQUETADO DE TETULOMAB CON '""Lu

El quelante p-SCN-Bn-DOTA (DOTA) se disolvié en HCI 0,005 M, se afiadi6é al anticuerpo en una proporcion de
6:1 y se ajusté el pH a aproximadamente 8,5 usando tampo6n de carbonato. Después de 45 minutos de
incubacién a 37 °C, la reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 pl por mg de Ab de solucién de glicina 0,2 M.
Para eliminar el DOTA libre, el anticuerpo conjugado se lavé usando tubos de centrifuga AMICON-30 (Millipore,
Cork, Irlanda) 4-5 veces con NaCl al 0,9 %. Antes de marcar con '"’Lu el pH se ajlusté a 5,3 £ 0,3 usando tampén
de acetato de amonio 0,25 M. Se afiadieron aproximadamente 150 MBq de '"’Lu (Perkin Elmer, Boston, Ma,
EE.UU.) a 0,5 mg de DOTA-Ab, y se incubaron durante 20 minutos a 37°C. La actividad especifica fue de
250 MBg/mg. La pureza radioquimica (RCP) del conjugado se evaludé usando cromatografia de capa fina
instantanea. Si el RCP estaba por debajo del 95 %, el conjugado se purificé usando columnas Econo-Pac 10 DG

(Bio-rad Laboratories, California, EE.UU.).
ETIQUETADO DE RITUXIMAB CON 2|

Rituximab se etiqueté con 2% mediante yodacién indirecta utilizando tubos de yodacién prerrecubiertos
IODOGEN (Pierce, Rockford, IL) de acuerdo con la descripcion del fabricante. Después de completar la reaccién
con L-tirosina la mezcla de reaccion se eluy6 a través de la columna Sephadex G-25 PD-10 para eliminar los
compuestos de bajo peso molecular. La actividad especifica del producto final fue de 12 MBg/mg.

FRACCION INMUNORREACTIVA DE ""Lu-HH1 Y "?°|-rituximab

Se cultivaron suspensiones simples de células individuales de linfoma de Ramos en medio RPMI 1640 (PAA,
Linz, Austria) suplementado con 10 % de FCS inactivado por calor (PAA), 1 % de L-glutamina (PAA) y 1 % de
penicilina-estreptomicina (PAA) en una atmésfera himeda con 95 % de aire/5 % de COs. La inmunorreactividad
de los radioinmunoconjugados se midié usando un procedimiento de Lindmo modificado de un punto. Las
concentraciones de células utilizadas fueron de 75 millones de células/ml. La inmunorreactividad de los
conjugados estaba entre 60 % y 82 %.

ANIMALES

Ratones Foxn1nu desnudos atimicos hembra criados a tal efecto que tenian alrededor de 8-9 semanas de edad
y tenian pesos corporales de aproximadamente 22 g al inicio del experimento. Los animales se mantuvieron en
condiciones libres de patégenos y se suministraron alimentos y agua a voluntad. Todos los procedimientos y
experimentos con animales en este estudio fueron aprobados por la Autoridad Nacional de Investigacion Animal
y llevados a cabo de acuerdo con el Convenio Europeo para la Proteccién de Vertebrados Usados con Fines
Cientificos. Se inyect6 a los ratones por via subcutanea en ambos flancos 50 pl de una solucién mullida de tejido
tumoral de linfoma de Ramos ligeramente diluido con aproximadamente 300 pl de NaCl por cada ml de solucién
mullida de tumor.

EXPERIMENTOS DE ABSORCION DE BIODISTRIBUCION

La biodistribucion de '®I-rituximab y '’Lu-HH1 se determind en ratones Foxninu desnudos con xenoinjertos
Ramos con diametros entre 5 y 14 mm al inicio del estudio. Las preparaciones se administraron por inyeccion en
la vena de la cola de 100yl de solucion a cada animal. Se administr6 una dosis de aproximadamente
350 MBq/kg de betalutina, equivalente a una dosis proteica de 2,3 mg/kg (los "’’Lu-HH-1 se habian almacenado
antes del uso, por lo tanto, la actividad especifica se redujo) a 5 ratones (tratados ratones). El grupo de control
consisti6 en 7 ratones a los que se les inyect6 la misma dosis de proteina de HH1 frio que los tratados
(2,3 mg/kg). Dos dias después de la inyeccion de betalutina o HH1 frio a todos los ratones se les inyectaron
3 mg/kg de _rituximab. Tres dias después de la inyeccion de '2|_rituximab, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical y se realizaron autopsias. Se determind el peso de cada muestra de tejido y se midio6 la
cantidad de "’Lu y "I mediante un detector gamma calibrado (detector de autogamma Cobra II, Packard
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Instrument Company, Meriden, CT, EE.UU.). Las muestras de los inyectados se usaron como referencias en los
procedimientos de medicion. Los porcentajes de descomposicién corregidos de la dosis inyectada por gramo de
tejido (% ID/g) se calcularon para cada punto de tiempo. La act|V|dad en Ios 6rganos se midié mediante el uso de
un ajuste de doble ventana donde se midieron actividades de '’Lu y '®| simultaneamente. Se usaron tubos en
blanco solo con '"’Lu o " para evaluar el cruce desde las ventanas. El cruce de la ventana de 2% 3 la ventana
de 177Lu fue de aproxmadamente el 0,006 % y se consider6 insignificante. Por otro lado, el cruce de la ventana
de '’Lu a la ventana de "I fue de aproximadamente el 10 % y todos los datos se corrigieron en consecuencia.
Ademas las muestras se dejaron descomponer durante 10 semanas (aproximadamente 10 periodos de
semidesintegracion de '”’Lu) y se volvieron a contar para corroborar la eficacia de las correcciones.

Resultados:

La Figura 6 muestra la biodistribucion de '®I-rituximab 3 dias después de la inyeccion de '?°l-rituximab. Los
ratones se habian inyectado 5 dias antes con 350 MBqg/kg de betalutina (tratado) o HH1 frio (control). La
captacién en 6rganos normales fue similar en ambos grupos (p> 0,05) mientras que la captacién en el tumor fue
aproximadamente 3 veces mayor en los ratones tratados (p = 3,19 10-10). El % de ID/g medio en el tumor en los
ratones de control fue de 1,3 +/- 0,2 mientras que fue de 3,6 +/- 0,7 en los ratones tratados.

Conclusiones:
El tratamiento con betalutina aumentd la captacion tumoral 3 veces al tiempo que mantenia constante la
captacién en érganos normales en comparacion con los ratones tratados con HH1 frio. Estos resultados junto

con los datos mostrados en ejemplos previos indican que el tratamiento con betalutina sobrerregula el antigeno
CD20 in vivo y esto se traduce en una captacion tumoral sustancialmente mayor.
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REIVINDICACIONES
Una combinacion de
a) un radioinmunoconjugado que comprende,
- un anticuerpo monoclonal HH1 dirigido a CD37,
- un conector opcional,
- un radionucleido de "L, y

b) un anticuerpo anti-CD20,

para su uso en el tratamiento de un tumor maligno de células B seleccionado del grupo que consiste en
linfoma no Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda y leucemia linfocitica crénica, en el que;

- el radioinmunoconjugado sobrerregula la expresion del antigeno de un antigeno expresado en la
superficie de las células cancerosas de células B,

- el antigeno sobrerregulado es CD20, y
- el radioinmunoconjugado se usa como pretratamiento antes del anticuerpo anti-CD20.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que la administracién de anticuerpo anti-CD20 es de al menos un dia a 15 dias después de la
administracion de radioinmunoconjugado, tal como 3-15 dias después de la administracion de
radioinmunoconjugado.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en
el que la administracion se realiza por infusién intravenosa o inyeccion intravenosa.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en
el que la dosificacion es de 10-100 MBg/kg de peso corporal.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para el uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo monoclonal radiomarcado se selecciona del grupo que
consiste en HH1, HH1 quimérico, HH1 humanizado, chHH1.1 o chHH1.3.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en el que el conector es un conector quelante seleccionado del grupo que consiste
en p-SCN-bn-DOTA, DOTA-NHS-éster, p-SCN-Bn-DTPA y CHX-A"-DTPA.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para el uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, en el que el anticuerpo anti-CD20 se selecciona del grupo que consiste en rituximab,
veltuzumab, ofatumumab, afutuzumab, tositumomab, reditux y ibritumomab.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, en el que el radioinmunoconjugado se formula como una composicion farmacéutica.

El anticuerpo radioinmunoconjugado y anti-CD20 para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones

1-8, en el que la composicion farmacéutica comprende uno o mas vehiculos o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables.
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Tabla 1
Linea celular Tiempo % de aumento en la
después del expresion de antigeno
final del
) CD20 CD37
tratamiento
Daudi 48 h 45,1 3.8
144 h 48.8 15.1
Raji 48 h 18,6 21.0
Ramos 168 h 15,0 66,0
Rec-1 48 h 16,7 0

Fig. 3
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Tabla 2

Linea Tiempo de Tiempo % de aumento en la
celular |incubacion | después del |expresion de antigeno
final del CD20 CD37

tratamiento

Daudi I h 144 h 5.9 22,0
24 h 48 h 31,8 37,1
Raji Ih 168 h 63.4 49.3

Fig. 4
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Tabla 3

Linea | '"Lu-HH1 frente 77Lu-HH-1 frente

celular| 3 DOTA-HH1 (%) a tampon de
formulacion (%)
4 8 11 15 4 8 11 15
dias | dias | dias | dias | dias | dias | dias | dias
Daudi| 60 | 42 3 | ND | 46 | 27 ¥ 4
IMV-1 45 | 79 | 52 | 33 | 48 | 99 | 48 9

3

ND- No determinado.

Fig. 5
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