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Yo, CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, D.C., identificado tal como =
aparecc al pie de mi firma, reasumiendo el poder a mi conferido por las sociedades Bayer
Schering Pharma Ag y Philogen S.P.A. (adjunto copia simple para su inmediata referencia) me
permito manifestar lo siguiente ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del plazo legal de

prorroga previsto en el articulo 45 de la Decision 486:

1. a- En primer lugar, con el animo de brindar mayor claridad a la presente solicitud, me

permito adjuntar un Capitulo Reivindicatorio Modificado, que reemplaza en su totalidad al

Capitulo Reivindicatorio radicado al momento de presentar [a solicitud.

Asi entonces, el Capitulo Reivindicatorio Modificado ha sido limitado para definir
especificamente una molécula de anticuerpo, lo anterior encuentra soporte en la pagina 16 y en el
secgundo pérrafo de la pagina 17. De la misma forma, se ha limitado la Reivindicacién 1 para
especificar todos los CDR’s de cadena liviana y pesada de dicha molécula de anticuerpo, y s¢ ha
eliminado la mencion de la molécula IgG1. Se han eliminado las Reivindicaciones §, 9, 10, 17,
20 y 22-28, asi como las reivindicaciones restantes se han modificado de acuerdo con las

limitaciones realizadas.
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Por altimo, se adicionado la nueva Retvindicaciéon 17, que define una composicién farmacéutica
que comprende los anticuerpos de la invencion y un excipiente, de acuerdo con el Capitulo

Descriptivo. pagina 15.

Valga anotar que las modificaciones efectuadas al Capitulo Reivindicatorio cumplen a cabalidad
con lo estipulado en el Articulo 34 de la Decision 486, ya que éstas de ninguna manera implican
una ampliacidn de la proteccidn correspondiente a la divulgacion contenida en la solicitud inicial,

por el contrario, éstas corresponden a una franca limitacion de la materia reivindicada.

b- Adicionalmente, se han detectado errores involuntarios en la memoria descriptiva,

los cuales han sido corregidos en la pagina 10 y en el nuevo listado de secuencias

Con respecto a la pagina 10, la solicitante ha detectado un error en la definicidn de las secuencias
correspondientes a los CDRs de cadena liviana de L19, dado que se repiten las secuencias ID 1, 2
y 3 (que corresponden tal como puede ser visto en el mismo parrafo, a las secuencias de CDRs de
cadena pesada de 1.19). Esto también puede ser corroborado en la Reivindicacién 1 original. De
esta manera, las secuencias de los CDRs de cadena liviana de L19 han sido corregidas para
establecer las secuencias ID 4, 5 y 6. Tal como podra ser notado, la necesidad de esta correccion
seria inmediatamente evidente para una persona versada en la materia, con lo cual no resulta en

una modificacion de la materia divulgada originalmente,

Respecto al listado de secuencias, la solicitante ha detectado que una de las secuencias
comprendia un error involuntario. Especificamente, la secuencia ID 6 que muestra la secuencia
del CDR3 de la cadena liviana de L19 incluye un residuo de cisteina adicional en su comienzo.
[La declaracion adjunta del Dr. Alessandro Pini explica por qué seria inmediatamente obvio para
una persona versada en la materia que el CDR3 de cadena liviana de .19 no deberia incluir este
residuo extra de cisteina. De esta manera, en el nuevo listado de secuencias ha sido eliminado el
residuo extra de cisteina N-terminal de la secuencia ID 6. Asimismo, el nuevo listado de
secuencias ahora incluye las secuencias de aminoacidos ID 14 v 15 que corresponden a 1os

dommnios de cadena pesada y liviana de L19 respectivamente.

La incorporacién de las secuencias de los dominos de VH y VL de L19 en la presente solicitud

no agrega materia adicional, dado que las secuencias de estos dominios son definidos de manera
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precisa y resultan identificables de la divulgacién Pini et al., 1998, la cual es citada en la presente
solicitud (ver pagina 9), tal como se expone en la declaracién adjunta del Dr. Alessandro Pini, el
primer autor de Pint et al. Aunque la declaracion del Dr. Pini fue preparada para un caso

relacionado, las conclusiones resultan totalmente aplicables en la presente solicitud.

2. a- El Examinador sefiala que las Reivindicaciones 22-28 no son patentables puesto

que reclaman usos y métodos de tratamiento.

b- Considero superada la anterior objecion en tanto las Reivindicaciones 22-28 han

sido eliminadas del Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto.

3. a- El Examinador argumenta que las reivindicaciones no son claras ni concisas,
puesto que no son claros los elementos qﬁe componen ¢l “elemento “elemento de unidn
especifico” retvindicado. De la misma forma, el Examinador sefiala que aparentemente la
inclusion de los 1s6topos no es caracterizante. El Examinador recomienda definir el producto
principal como un anticuerpo, junto con sus elementos y estructuras de cada uno (la SEQ de cada

region CDR), asi como omitir la inclusién de referencias bibliograficas.

Adicionalmente, el Examinador encuentra una inconsistencia enfre la materia divulgada en el
Capitulo Descriptivo y la materia reclamada en las reivindicaciones, ya que los isotopos
utilizados para marcar el elemento de union de la Reivindicacién 1 se encuentran ilustrados en el
Capitulo Descriptivo unidos a mini-inmunoglobulina (SIP), mientras que se ilustra que la
molécula IgG1 se une solamente con el isdtopo I, isdtopo que no se encuentra reclamado en la

Retvindicacion 1.

Por ultimo, el método definido en la Reivindicacion 11 no menciona las etapas o fases que

comprende la produccidn del elemento reivindicado.

b- Considero superada las anteriores objeciones en tanto que se han realizado las
stguientes modificaciones en el Capitulo Reivindicatorio modificado adjunto:
- En la Reivindicacion 1 se reemplaza el término “elemento de unidn especifico™ por
“molécula de anticuerpo”;
- En la Reivindicacién 1, se requiere que la molécula de anticuerpo reivindicada

comprenda las 6 secuencias CDR VH y VL, estando dicho molécula de anticuerpo
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radiomarcada con 'l y comprendiendo una mini-inmunoglobulina que comprende
dicho dominio de anticuerpo VH y el dominio de anticuerpo VL fusionados a £€S,—
CH4 y dimerizados. Tales moléculas de anticuerpo radiomarcadas con "'l se
encuentran ¢jemplificadas en el Capitulo Descriptivo.

- Se han eliminado todas las referencias bibliograficas en el Capitulo Reivindicatorio
Modificado;

- Se definen las secuencias de los CDRs de L19 VH y VL;

- Asimismo, la nueva Reivindicacion 8 (anterior Reivindicacion 1) ha sido
enmendada para referir a un método para producir una molécula de anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7. Los pasos para producir dicha
molécula de anticuerpo serian bien conocidas para una persona versada en la materia
y se encuentran claramente descritas en el Capttulo Descriptivo (paginas 13a 15,23 a
24,33 a 36, y ejemplos experimentales};

- Se ha eliminado la Reivindicacion 17;

4, a- El Examinador argumenta que los documentos Borsil et al “Selective targeling of
tumoral vasculature: comparison of diferent formats of an antibody (L19) to the ED-B domain of
fibronectin® (D1), De Martis et al “Selective targeting of tumor neovasculature by a
radiohalogenated human antibody fragment specific for the ED-B domain of fibronectin” (D2),
Santimaria et al, “Immunoscintigraphic detection of the ED-B domain of fibronectin, a marker of
angiogenesis, in patients with cancer” (D3) y la patente US01/62800 (D4), afectan la novedad de la

presente invencion.

b- En primera medida, me permito sefialar que ninguno de los documentos del arte

131
3 en forma de

previo revelan una molécula de anticuerpo anti ED-B humano radiomarcada con
mini-inmunoglobulina y comprende todos los 6 CDRs VH y VL. De acuerdo a esto, las

reivindicaciones enmendadas resultan ser novedosas por sobre el arte previo citado.

Las reivindicaciones enmendadas también resultan ser inventivas por sobre los documentos citados

por las razones que se refieren mas abajo.
La presente invencién se relaciona con una molécula de anticuerpo anti ED-B humano

. i L . . . .
radiomarcada con 'l en forma de mini-inmunoglobulina/SIP (“small inmunoprotein™) y

comprende todos los 6 CDRs VH y VL. Tal molécula de anticuerpo muestra buena
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inmunoreactividad, estabilidad y captacion en el tumor para propdsitos diagnésticos y terapéuticos

(ver pagina 81 de la presente solicitud).

Sin embargo, al momento de presentar la presente solicitud (fecha de prioridad de la invencion), no
se hubiera esperado que la aplicacién de L19-SIP-"'T en una molécula de anticuerpo que tuviera

estas propiedades, tal como se explica mas abajo.

1) Ni D2 ni D3 se relacionan con anticuerpos en el formato SIP. En cambio,
estos documentos se relacionan con anticuerpos en el formato scFv. De entre todos los posibles
formalos de anticuerpos, no fue obvio que los anticuerpos L19 en el formato SIP tuvieran los
efectos técnicos ventajosos que son demostrados experimentalmente para L19-SIP-"*'I. Por
gjemplo, [.19-e8,~CH4 inesperadamente mantuvo inmunoreactividad en plasma, mientras que
scl'v raptdamente perdié su inmunoreactividad (ver pagina 59 de la presente solicitud y tabla 1).
Adicionalmente, la acumulacién de L19-eS,—CH4 en tumores fue 2-5 veces mayor que aquellas

mostradas por L19 scFv (ver tabla 5 de la presente solicitud).

[La obtencion de un excelente compromiso de estabilidad, velocidad de depuracion y acumulacion
en el tumor para la molécula 1.19-¢S,—CH4 se discute en la pagina 81 de la presente solicitud. Tal
balance de propiedades deseadas no fueron predecibles a partir del arte previo. Existen muchos
mas posibles formatos en los cuales emplear una molécula de anticuerpo, la presente invencion
solo reivindica uno de estos formatos, el cual muestra ser superior al formato descrito en el arte
previo. Por lo tanto, los resultados obtenidos con L19-SIP-"'l y presentados en la presente

solicitud proporcionan el soporte para evidenciar el nivel inventivo de la materia reivindicada.

i) D1 (Borsi et al.) y D4 revelan una molécula de anticuerpo L19-SIP marcada

con 'L,

2% es un radionucléotido caracterizado por decaimiento en la captura de electrones, asociada con
una emision gamma de 35 KeV (ver el mapa adjunto de varios radioisdtopos de Pfenning G et al.,
1995). Contrariamente a esto, °'1 es un isdtopo que emisiones beta con una energia-beta maxima
de 606 KeV asociada con una emisién gamma principal de 364 KeV (ver el mapa adjunto de

varios radioisotopos de Pfenning G et al., 1995 — copia adjunta).
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Depdsitos de decaimiento radicactivo energizan la materia circundante excitando dtomos en la
vecindad. En liquidos, especialmente en soluciones acuosas, este proceso lleva a la generacién de
radicales, un proceso llamado radiolisis. Estos radicales reaccionan instantdneamente con la
materia circundante resultando usualmente en una oxidacién de reactantes disueltos. La cantidad
de energia liberada a un cierto volumen de materia, la asf llamada “transferencia de energia lineal”
(valor-LET) depende de la materia circundante, el modo de decaimiento del radionucleétido y de
la energia de decaimiento. En general, isotopos de emision beta, como 31 exhiben un valor-LET
mayor que los emisores gamm y Auger, como '~1, es decir: 'l tiene una energia de transferencia

mayor, generando mas radicales por volumen comparado con 125,

Ll riesgo de una pérdida de afinidad debido a radiolisis es, por lo tanto, significativamente mayor
para anticuerpos o fragmentos de anticuerpo radiomarcados con ' que con 131 (ver, por ejemplo,
Wahl RL et al., 1990; DeNardo GL et al., 2000, y Huang W et al., 2000, copias de los cuales se

adjuntan).

Especificamente, Wahl et al. informé una inmunoreactividad significativamente aumentada para el
anticuerpo monoclonal radiomarcado con '*°I (Mab) 5G6.4 después de 48 horas comparado con el
analogo marcado con 1317 (48% versus 6%) (ver tabla 1 en pagina 86 ¢ Wahl et al.). DeNardo et al.
mostré que dentro de 4 horas, la inmunoreactividad de Mab Lym-1 marcada con "'l decrece a
70% de la inmunoreactividad determinada para Lym-1 marcada con '*° (ver pagina 552, seccion
“resultados”, primer parrafo). Por ultimo, Huag et al. describio que Mab 1H10 marcado con I
mantuvo mayor inmunoreactividad por 8 dias que TH10-""l (78% versus 64%) (ver pagina 183,

seccion “resultados”, primer parrafo).

Sin embargo, al contrario de la literatura del estado del arte citada arriba, '*'1-L19-SIP mostré tener
un indice terapéutico muy favorable (ver Berndorff et al., 2005, un copia del cual se adjunta), y ser
muy estable e inmunoreactivo con alta capacidad de unién in vivo (ver ASCO Abstract, Del Conte

et al., 2008 ~ adjuntos).

Asi, "'I-L19-SIP mostr6 tener propiedades beneficiosas sorprendentes, las cuales no pudieron ser

predichas a partir del arte previo. Por lo tanto, la provision de una molécula de anticuerpo L19-S1P

i31

marcada con | resulta ser inventiva sobre el arte previo citado, incluyendo D1 a D4.
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Tal como se explica mas arriba, las reivindicaciones enmendadas han sido limitadas a una
molécula de anticuerpo anti ED-B humano radiomarcada con "'l en forma de mini-
inmunoglobulina y comprende todos los 6 CDRs VH y VL. Estas moléculas de anticuerpo han
mostrado tener caracteristicas muy favorables en términos de su estabilidad molecular, velocidad

de depuracion y acumulacion en el tumor (ver pagina 81 de la presente solicitud).

Evidencia adicional que tales moléculas de anticuerpo (es decir, *'I-L.19-SIP) muestran un perfil
de eficacta y toxicidad anti-tumoral superior se provee por Berndorff et al., 2005, una copia del

cual se adjunta.

5. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por el Examinador han sido
resuellas y de no haber objeciones adicionales en materia de patentabilidad, respetuosamente

solicito se proceda con la concesion del privilegio de patente para la presente invencion.

Atentamente,

é// .

CARLOS R, OLARTE
C.C. No. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

Anexos
- Capitulo Reivindicatorio Modificado
- Capitulo Descriptivo.qorrcgido
- Declaracion firmada por el Dr. Alessandro Pini
- Publicacién Berndorff et al
- Abstract Del Conte ASCO
- Publicacién DeNardo et al
- Publicacion Huang et al
- Publicacién Wahl et al

- Manified Radioisotope Map
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a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiccion, tachar, recusar, apelar, transar,

Vsometer a arbitrajé o mediaci6n, hacer renuncias, exigir y dar cauciones,-pedir embar-

-1 Rgos preventivos, defmitivos o inhibiciones y su levantamiento, pedir la’ venta de los

i todos los actos yf:dili@enéias que. >can prec1sos al desempefio de este mandato. Podrém
aé:mlsmo subsntmr e] prcsente poder en tqdo oen parte Dado y firmado -en Berlin

g (Slguc fecha en 1d10ma uugles) Ba’y‘er -Sch'emng Pharma AG (Sigue texto en idioma

mgles) ppa. Slguc runa rﬁrma ﬂeglblc (Aclarado) Dr.: Noeske—Jungblut ppa. Sigue

jjconsta la certlﬁcacion notanal de las ﬂrmz}s obrantbs en el poder en idioma- aleman

do Notario (Sello de Apostllia de la Convencnén de Lai Haya del 5.de octubre) de

B Ailemaniaé:— En hO_]aS adjuntas sigue la rcfenda traducclén al idioma nacional la que;

ﬁgura un Pode ‘otorgado por 1a Sociedad “é

mgmentes textos que traducidos dlcen) “BAYER SCHER]NG PHARMA AG” -

1

Patentes’ y llcenclas - (Flrmado y Aclarado ) pp ‘Dr. Noeske—Jungblut pp (Firmado y
Aclarado } Dr. Klose La versm.n en mglés es. para su 1nformac16n umcamente Re-
glstro de Ac,las N°R 17/2007 Me he refe ndoia la p_roth;c‘lén de mte:rvenmén segun

ertificaciones. Mi.pregunta de $i ha existi-

tra firma 1Ieg1ble (Ac]arado ) Dr Klose rSS COPIA FIEL doy fe.- En hoja adjunta

1961), en: 1d101’na aleman efectuada ipor-el Presndente del Tnbunal Regional de Berh'n, .

trénscr‘ipté texd tualmente dlce “TRADUCC ION PUBLICA (Sobre. papel con mem-f
brete de “MOLLLER y CO” :América LaTna Agentes de la Propiedad Intelectual -

AYER aSCHERING PHARMA AG”, i;on;i
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Jnez Principal del T nbundl Reglonal "ES TRADIJCCION FIEL de las {partes :perti-

do una intervencion previa en el sentido de la norma me fue contestab( por la negati-

de 1952, y de la Dra. Chistiane Noeske-Jungblut de soltera Noeske, quc-nacio ¢l 26 de
junio de 1957 — Ambos de mi personal conocimiento — Ambos con domicilio comer-

cial enil3353 Bcr;in, Miillerstrasse 178 son. auténticas, de lo que doy fe:- Al mismo

;tierﬁpo leertifico en' base'aque tuve a la vista en el dia de hoy las actas del Registro de

:Comerclo del T: lbunal de:Primera Instancia de Charlottenburg, N° de Registro HR B

,283 que la Soc edad “Bayer Schering Pharma Akiiengeséllschaft-”-,- con sede en Ber-

..lin,;iesté.inscriptél ¢on ¢l nimero mencionado arriba en ¢l Registro de Comercio y que

1

LLA - (Convencién de La'Haya del 5 de Octubre de 1961) - PaiS: -Repﬁblic? Federal |

glonal de Berlin - F1rma.e1 Funcmnano autorizado (firmado y aclarado ) Hb]ldorf -

].

al 1droma nac:lcmal en Buenos AJI‘CS, a 6 «de febrero de 2007.- Hay ur;a ﬁrma 1leg1blc

Hay un scIlo que dice: “II,AURA THIEBERGER MATR.ICULA DE TRADUCTO-

3
: RES ALEMAN }'RANCES “Tomo II Folio 254 (Cap) Tomo III - 98 - (La Plata) —

de 2007 El escrlbano (firma ilegible) y: hqutdaclén de derechos. (Hay o sello en )

bblea sobre precmto ) Dimitri Rempen, Escnbano de Berlm 9101 E-F‘ - APOSTT--.- .

3’ )
d'o en Berlin, el 24-de enero de 2007 pot el Presidente del Tnbuhal Regl orial de. Ber- (§

lln, conel N° 9101 a E-Ff>36_/07 - Scllo (hay un'sello:) el Premdqnte-?del..‘[fribunal Re-

nentes enlos 1d1omas achJnan e inglés del documento que se acornpana,-que he vertido {§

fr’

va.- Las firmas trazadas ante mi por el Dr. Walter Klose, que naci6 el 26 de diciembre

la arriba mencionada Dra.f Noeske-Jungblut y el arriba mencionado Dr.:Walter Klose 37 :
estan facultados en su cardcter de. mandatarios a representar eniforma 1;donjunta:a,la o

Sbc’iedad “Bayer ESchf:ring Pharma A.ktien‘:gesellschaﬁ” de Berlin Berlm,,22 de enero -

de Alemama Este mstrumento piblico fue firmado-por Dimitri Rcmpen actfila'ndoen ‘\ )l

su caracter de escribano d<L Berlm estando provisto del sello del escnbano - Certiﬁca—: G 5

v # et it
O e ] " |
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g pen el margen supenorihay un sello tunbrador .~ A continuacion sigue la legaliza-
E Zmén'de la {ﬁrma de la _nombra a‘trad;ictha, :.2%- ES .COPIA FIEL, doy fe.- En este
) ¥ : : '

E estado la. oomparet.mnie DICE: que -'é'n léz:forma expresada deja INCORPORADO y
E |) TRAN SCRIPTO en. eéte PrdtdcoJo el Poder que agrego a la presente, solicitando de
4 ] Dl

§ 4 1da pnmera copla de ia presente -para la nombrada-
( L2 i :

E _apodcrada Dagmar MESSERER.L- Con .! :cms Notanales ‘Identidad de. la com;pare-.
r o .

E » ;.) ciente (Arhchlo 1.002 de! Cédlgo Civil}: Se Justlfxca lan‘nsma por conocimiento de la
{ {03 |

‘2 ,fAutorlzante e LEO esta: escntura ala compareo;ente qulen asi la otorga y en prue--
:‘, ba de confonmdad la firma ante mi, doy fe.- Dagmar M]:,SSFRER Ante mi: IMA-
; ' ,)

0] RIELA VANINA SCARDACCI(DNE Escnbana Esté ml sello. CONCUERDA con

‘su escrltum matnz que pasd ante imi, al foho 44 de] Reg15tro Notarial namero 1788

mtennamente a m1 cargo.- PARA LA AILODERADA expldo la presente PRINHIRA

bOPIA en tr;cs (3) sellos de actuacion notaqa] nLynerados correlativamente des;de ejl
H(Y) { ok 3 C
ijnumero N 0073761 53 al presente 1nclus1v e, que sello y firmo en la fecha y lugar de siJ

otofémmento, doy fe.- Slgue una firma. 1leg1b1e yun sello que dice: Maricla V. Scar»-

1 ddccwne - Escnbana Mat. 4527 ? ES LOPIA FIEL, de las partes pertinentes de la

10 escntura de referenma, doy fe CUARTlO Fmalmente la comparecwnte expresa; ag

|

))

SO . der en mngunq _de sus panes.- Cons;ant_:las,Notanales: Identidad de la Compare

Que el; presente otorgamlento no s1gmﬁca[1 renunciar al ejercicio de las facultades sus
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ciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la'misma por cox;ocimicnto de

‘la Autorizante.-Yo, la Escribana Autorizante impongo y advierto a la compareciente, a

tenor de lo dispuesto en el articulo.77 inciso h) de la Ley Orgénica Notarial Nimero
404, respecto de los alcances y consecuencias de las clausulas contenidas en la presen-

te escritura y del= derecho de leer por si este instrumento.- LEQ esta eséritura a ]a

rcomparccwnte,iqwen asi; la otorga y en prueba de conformidad la ﬁrma ante. mi, doy

Efe Dagmar NﬂSSSERER Ante mi;: MARIA SILVINA LASARTE Escnbana. Estd

n:u sello CON U’ERDA con Su escritura matriz que pasd ante mi, al foho 85 del Re-

' gisftro Notarial im’imero 1788, a mi cargo. PARA LA PODERDANTE ‘exp'ido la pre-

sente PRIIV[ERA COPIA en cuatro (4) sellos de actuacién notarial numerados corre-
lativamente desde el niimero N 007422051 al presente mcluswc' que sello y firmo en

_lia' fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-
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1) da | ¥
! _‘fﬁ]{. COLEGIO DE ESCRIBANQS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Repiiblica \ N

Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ey vigente, LEGALIZA la firma

2

R R R A S R I B "“
v

obrantes en ¢l documento anexo, presentado en ¢l dia de la fecha bajo

La presente legalizacién no juzga sobre

Lo
; Buerios Aires, Eanss:.‘.é:darmm A o200,

/

ESC. EDDA.ENRIQUETA SINELLL
COLEGIO DE ESCRIBANOS
CONSEJERA

. -}
i :
! :
o e :
i

i E
' i)
P .
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‘

El presents dociments giblice ©.

2. Ha sido firmado por EDDA_ENRIQUETA SINELLI
3. Quien actua en calidad de CONSEJERA

4. Lleva el séllo / timbre de COLEGIO_DE ESCRIBANOS DE LA CTUDAD DE BUENOS

v

5. En __LA CIUDAD DE ‘BUENOS AIRES g gi'qia+12/03/2007

R R RS U AR
7.Por _ EL._ COLEG!OD _ES(}F{{IE;ANOS :
_.;\?INISTEREQDE RELACIONES EXTERIORES,

Tonvenio 02/09/2003) .. .

/Bajo el niimefo: 070312054713

Gia DE ESCR’IEANOS
T CONSEJERO L
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SEIS.- SUSTITUCION PARCIAL DE PODER: MESSERER, Dagmar a favor de ']

OLARTE, Carlos Reinaldo y otro dei pudcér otorgado por PHILOGEN S.P.A.- - - &

DIECINULEVE de JULIO del afio DOS M.EIL SEIS, ante mi Maria Silvina. Lasarie

Escribana Autonizante, titular del Registro I‘EJotar_ial Namero 1788, COMPARECE.: &

de 2.006, pasada ante mi, al folio 234, protdcolo corriente, de este Registro Notarial )

i
-
gry

25

Dagmar MESSERER, argentina, nacida ef;i 28 de mayo de 1.968, hija de Walter i
Messerer vy FElsa Onelia Romanelli, solteréa, titular del Documento Nacional de it
fdentidad Numero 20.383.892, Clave Ulnicaéde Identificacion Tributaria nmero 27- ,r
20383892-7, domiciliada legalmente en la A\ffem'da Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°,
de esta Ciudad de Buenos Aires- La corré-.pareciente es mayor de edad y de mi “
conocimiento personal, doy fe- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la
compareciente EXPRESA: PRIMERO: Que la Sociedad “PHILOGEN S.P.A.”, con k{

domicilio en La Lizza 7, 1-53100, Siena, Italia, le confirié en dicho pais, el dia 4 de c

suspendido ni Iirr;ﬂitéado en :ninguna de sus'partes_— TERCERO: En consecuencia
DICE: Que en u‘;o de Ja facultad ‘confeﬁ.d:a SUSTITUYE PARCIALMENTE el “r’g
iaoder mencionado a favc’%)r de Carles Reinaldo OLARTE y/o James Ian l
RAISBECK, al solo y flﬂjcﬁ objeto de que en pombre y representacion de la Sociedad l‘

(3

“PHILOGEN S.P.A.”, vy acjtuando en forma ;indi\ridual, indistinia y/o altemadamente, ;

copia, tengo para este acto a la vista, doy |fe, y en lo pertinente transcribiré en Ja §(§

: . . .. ‘ ey
presente.- SEGUNDO: La compareciente tnanifiesta bajo juramento que el poder (‘M

En ta Ciudad Autonoma de Buenos Aijres, (zfapital de la Repiblica Argentina, el dia ;»,%
: 4]

julio de 2.006, un PODER, el cual mediante {:scritura ndimero 75, de fecha 18 de julio 0; R

Numero 1.788, a mi cargo, fue incorporadp y transcripto al mismo, cuya primera () o

[
invocado, se encuentra plenamente vigente len virtud de no haberle sido revocado, “‘

s anrt v vt .
I KR
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: ibﬁ')y realicen los actos enumerados en €l citado poder y con las fact

A Pﬁf"‘\

N r%
’ c:%Buenos Atres, Capital de la Repiblica Argentina, ¢l dia DIECIOCHO de JULIO del

TR S LT ARG

0

T 3

I, "ﬂjy TRANSCRIPC ION en este protocolo del PODER que fuers,
.' ‘\\ﬂ

SEET

T
TR

”)J,

=
S EeA ST

| ?.v}’ Que ¢l lnstrumento de poder cuya incorporacion y transcripd

.

‘}ﬁ,’ij

N
S e FRES

T RIUEES B )
M;@ﬂ:@’kb;{?u”éw}z;{s’m'ef:&

S
=

‘i“of, 13 :umﬂ‘-‘@\&

N 006494447

“ﬁ,} se presenten exclusivamente ante las autoridades de COLOMB

"i.l
g f

‘g‘ ‘ESCRITURA NUMERQ: SETENTA Y CINCO.- ...
0

mismo, el que transcripto en lo pertinente dice: “FOLIO 234.-

o

ut’? afioc DOS MIL SE! 3, ante mi ___, Escribana Autonzante, ..., CQ

s;. i MESSERER, arg,entma nacida el 28 de mayo de 1.968, hija «

l; i
.JH(

,/ Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documente Nacional
‘r.

() 20.383.892,
1’-‘.

L

ondoy fe.- INTER VIENE: por su propio derecho.- Y la compareci

|\

.....

..- La compareciente es mayor de edad y de mi ot

”\) a los efectos que. hubiere lugar, solicita de mi, la Autorizante, LA,
W

M  Italia, el 4 de jllllO de 2006, por-fa Sociedad “PHILOGEN S.P.

; ;ﬂ La Lizza 7, 1- 53100 Siena, Jtalia, a favor de Dagmar MESSER
})‘

‘}; vIgencia res onde id. requirente bajo juramento.- Yo, la Autoriz
$4 P q O

,A A
Hy i
\_J ‘{

-Enla C

1A que correspondan,

ttades que surgen del
PRIMERA COPIA .-

indad Anténoma de

MPARECE: Dagmar
ie Walter Messerer y
de Identidad Nimero
mocimicnto personal,
ente EXPRESA: Que
INCORPORACION
conferido en Siena,
4.7, con domicilio en
ER, sobre cuya plena
ante, hago constar: a)

ion a este protocole

‘W sohclta la comparemenle se encuentra extendido en idioma castellano ¢ inglés,

' certificada la firma vy la representacién por notario en idioma

JD legalizado en ldioma italiano (Sello de Apostilla de la Convencii

ey

italiano, debidamente

ion de L.a Haya del §

S

e

SRR TSR

) ' dice: “MOELLER & CO. (Sigue aclaracion eh idioma inglés). -

# de octubre de ]961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por las
"I ‘raductoras Publlcas Esther Carasso y Laura T hleberger b} QuP la compareciente en
) virtud de lo mamfestado tiene intereés leg:tnno en su requerimiento.- En consecuencia,

' me hace entrega en este acto del onginal del mstrumento de poder relacionado con su

? respectiva traduccion al idioma nacional, el que agrego a la prescntc y transcripto

PODER Los abajo
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N 006494448

firmante/s PHILOGEN A.P.A. domiciliados en La Lizza 7, 1-53100, Siena, ltalia
declaran por el presénte otorgar a Dagmar MESSERER poder general amplio y

suficiente para recabar de las autoridades ... sud y centroamericanas ... que

¥

oposiciones, protestos, declaraciones, apeliacioneé y reclamos, oblar impuestos,

administrativas de cualquier orden. Por otra parte, les confieren mandato para que en

correspondan, la obtencion de patentes de invencion, el registro y la renovacién de |
marcas y modelos y/o derechos de propiedad intelectual y/o nombres de dominio, a {
cuyo efecto los faculta/n para lievar a cabo ajite dichas autoridades todas las gestiones /

necesarias al objeto indicado, presentar solicitudes, formular descripciones, i

justificar explotaciones, solicitar lestimonios, ‘aceptar transferencias, recibir

documentos y valores, percibir y hacer cuanto fuere necesario ante las autoridades 5

su nombre y representacion puedan .inigiar y proseguir cualquier juicio que §

patentes de invencién y modelos y/o ;:ie susi derechos de propiedad intelectual que
actualmente posean o adquieran en io sucesivo, promover juicios de cualquier
jurisdiccion, criminales, comeccionales, |civiles o comerciales, contra los."";
falsificadores, usurpadores. o imitadores y [contra los tenedores de articulos que i
énfrinjan su nombre, marcas o patentes de inviencion, seguir los juicios por oposicién u

otros en que fueran parte como actores oE demandados, defender el nombre, las ¢

dominio, haciendo las proté stas del caso o diciendo de nulidad. Al efecto, podran I\,

; . . . . {
presentarse con escritos, querellas, pedidos, y lo que fuere necesario ante cualguier >

=]

A
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il

Centroamérica ..., con motivo de su nombre, marcas de fibrica o de comercio, W

pruebas de cualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver

actualmente los que suscriben tengan o en el futuro tuvieran ... en Sudamérica, . S

marcas, patentes y modelos iy/o de derechos de propiedad intelectual y/o nombres de :

autoridad judicial, presentdr testigos, documentos y demas justificativos, rendir '.f*

A R O el ey
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- [y recusar, apelar, transar, someter a arbitraje 0 mediacion, hacer Yenuncias, exigis y dar

ke
B

L.

)

P ¢

AN

Z' \E

2
* k% 1961).- En hojas adjuntas sigue la referida traduccién al idioma nacional 1a que

e

C

,5' ‘Q(I) .
}ﬁe}z Dr. Giovanni Neri, nacido en Roma, ¢l 5 de enero de 1969, en calidad de Consejero

' ;/32 delegado vy legal representante de la sociedad “PHILOGEN SP.A.”, con sede en

¥
P
T
RN .

. | N 0064944438

J} posiciones, asistir a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiccion, tachar,

i
(i

by,

o i ; . e .

i cauciones, pedir embargos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levantamiento,
Iy

2 ] . .. ..
) ﬂl}{; pedir 1a venta de los bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de

6
(il
37 senlencias, prestar juramentos, decir de nulidad, desistir, percibi, otorgar recibos y en
i 1

}-

Sl . - . . ~
- [26 general practicar todos los actos y diligencias que sean precisos al desempefio de este

?hii
<

LR ) . _ o '
: ’5:& mandato. Podran asimismo substituir el presente poder en todo o en parte.- Dado y

i,

2k

I . . .
: @%Qhrmado en SIENA (JTALY) (sigue fecha en idioma inglés)- Hay una firma

Do

(X%

; "%ﬂ? egible.”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- Al dorso consta la certificacion notarial de la
34

51

)

": 24 firma obrante en el poder y la representacion invocada, en idioma italiano, efectuada

s
Hit

f ’5{’ por el Escnibano de Radda in Chianti, Italia, Strato Cangiano y en hoja adjunta, la

r%\"- 1

UJ respectiva legalizacion de la firma y sello del nombrado escribaro, en idioma italiano,
oL

: g}j efectuada por el Fiscal de la Repiiblica ante el Tribunal Ordihario de Siena, Italia,
’ f.‘."]ﬁ= .

% Nicola Marini (Sello de Apostilla de la Convencion de La Haya del 5 de octubre de

(o

&
24 transcripta textualmente, dice: “TRADUCCION PUBLICA — A continuacion de un

i
"22 |

oy

= q-".'( l
: ER PODER otorgado por la Sociedad “PHILOGEN S.P.A. en idioma nacional, sobre
[

s
e

f:% papel con membrete MOELLER & CO., América Latina, Ase:f;ores de la Propiedad

(i }

- ?f(.) Intelectual, figuran los siguientes textos, que traducidos célicen: Visto para la

L
3L :

5 .. . ] : . ..
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Expediente No. 06-034.944
Primer Examen de Fondo
P2006/000064

19

CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO

(Primcr Examen de Fondo)

1. Una molécula de anticuerpo que se une al ED-B humano, donde dicha molécula de
anticuerpo estd marcada con un isdtopo y comprende un sitio de unién al antigeno que
comprende un dominio de anticuerpo VH y un dominio de anticuerpo VL, donde ¢l isétopo
es "I v donde el dominio de anticuerpo VH comprende una VH CDR1, una VH CDR2 y
una VH CDR3, donde dicha VH CDR3 cs la .19 VH CDR3 de la SEQ ID N 3, la VH
CDR1 esla L19 VH CDRI de la SEQ ID N° | y la VH CDR2 es 1a .19 VH CDR2 de la
SEQ ID N* 2; vy donde el dominio de anticucrpo VL comprende una VL CDR1, una VL
CDR2 y una VL CDR3, donde la VL CDR3 es la L19 VL CDR3 de la SEQ ID N°: 6, la
VH CDRI1 es la .19 VL CDRI1 de la SEQ ID N°: 4 y la VL. CDR2 es la L19 VL, CDR2 de
la SEQ ID N°: 5; donde la molécula de anticuerpo comprende una mini—-inmunoglobulina
que comprende dicho dominio de anticuerpo VH y el dominio de anticuerpo VL fusionados

a £5,-CH4 y dimerizados.

2. La molécula de anticuerpo acorde con la Reivindicacién 1, donde dicha molécula de
anticuerpo compite por la unién a ED-B con un dominio de unién a ED-B de un anticuerpo

que comprende el dominio VH de L.19 y el dominio VL de L19.

3. La molécula de anticucrpo acorde con la Reivindicacion 1 o con la Reivindicacién 2

que comprende el dominio VH de L19.

4. La molécula de anticuerpo acorde con la Reivindicacion 3 que comprende el
dominio VL de L19.
5. La molécula de anticuerpo acorde con una de las reivindicaciones precedentes,

donde el dominio de anticuerpo VH y el dominio de anticuerpo VL se encuentran dentro de

una molécula de anticuerpo scFv fusionado a g5-CH4.

6. [a molécula de anticuerpo acorde con una de las reivindicaciones precedentes,
donde la molécula de anticuerpo scFv estd fusionado a £,-CH4 a través de un péptido

ligador.

7. L.a molécula de anticuerpo acorde con la Reivindicacion 6 donde la secuencia de

aminoacidos de dicho péptido ligador ¢s GGSG (SEQ ID N° 7).

8. Un método para producir una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
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Expedicnte No. 06-034.944
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las Reivindicaciones 1 a 7, donde dicho método comprende marcar una motécula de
131

anticuerpo con el 1sétopo
9, El método acorde con la Reivindicacion 8, donde dicha marcacién comprende

oxidar un halogenuro en presencia de la molécula de anticuerpo, donde el halogenuro es
1315-
I.

10.  El método acorde con la Reivindicacion 8, donde dicha marcaciéon comprende
conjugar un vehiculo de halégeno bi—funcional activado, que contiene un radioisétopo con
un residuo lisina o cisteina o con el extremo N terminal de la molécula de anticuerpo,
donde el radioisétopo es 'T.

11.  El método acorde con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, donde dicho
método comprende expresar el dcido nucleico que codifica la molécula de anticuerpo antes

de la marcacion.

12. El método acorde con la Reivindicacion 11, que comprende cultivar células huésped

bajo condiciones que permitan producir la molécula de anticuerpo.

13, El método acorde con cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 12, que ademas

comprende aislar y/o purificar la molécula de anticuerpo.

14. El método acorde con cualquiera de las Reivindicaciones 8 a 13, que ademas

comprende unir la molécula de anticuerpo a ED-B o a un fragmento de ED-B in vitro.

15, Un método que comprende unir la molécula de anticuerpo que se une ED-B acorde
con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7 a ED-B o a un fragmento de ED-B, donde

dicha unidn tiene lugar in vitro.

16.  El método acorde con la Reivindicacion 14 o 15, que comprende determinar la

cantidad de unidn de la molécula de anticuerpo a ED-B o a un fragmento de ED-B.

17. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula de anticuerpo acorde

con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

e ok o o ok ok ke ko e ok ok
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RECONOCIMIENTO DIRIGIDO DE LA VASCULATURA TUMORAL USANDO EL

ANTICUERPO L19 CONTRA ED-B DE FIBRONECTINA MARCADO

RADIOACTIVAMENTE
La presente invencidn se relaciona con el
reconocimiento dirigido [targeting] de la vasculatura
tumoral usando moléculas de anticuerpo marcadas

radioactivamente. En particular, la invencién se relaciona
con el uso de moléculas de anticuerpo gue se unen a ED-B de
fibronectina vy gque son de wutilidad demostrada en el
reconocimiento dirigido de fumores. En diferentes
realizaciones de la presente invencién, se emplean moléculas
de anticuerpo en distintos formatos wmoleculares. En
determinadas realizaciones las moléculas de anticuerpo
comprenden IgGl humana. En otras realizaciones, las
meléculas de anticuerpo son mini-inmunoglobulinas, tal como
las gue son generadas por fusidén de una molécula de
anticuerpo scFv al dominio constante CH4 de una isoforma
secretora de la IgE gue contiene naturalmente una cisteina
en su extremc COOH-terminal gue forma un dimero ligado
covalentemente. La velocidad de depuracién de sangre, la
estabilidad in vivo y otras propiedades ventajosas se
emplean en los diferente aspectos y realizaciones de la
invencién, por ejemplo en el reconocimiento dirigido de
tumores. Se puede aprovechar el comportamiento diferente in

vivo de las diferentes formas de las moléculas de anticuerpo



para diversos fines de diagnéstico y/o terapéutico,
dependiendc de las necesidades clinicas y la enfermedad.

A pesar de su enorme potencial como agentes
terapéuticos, los anticuerpos monoclonales {mAbs) de origen
no humanc nc han tenido un buen desempeiio en los ensayos
¢linicos como resultado de su inmuncgenicidad (1 Shawlert et
al., 1985 2 Miller et al., 1983), sus pobres propiedades
farmacocinéticas (3 Hakimi et al., 1991; 4 Stephens et al.,
1995) y su ineficacia para reclutar funciones efectoras (5
Riechmann et al., 1988; 6 Junghens et al., 1990). La
perspectiva reciente de aislar fragmentos de anticuerpo

humano a partir de bibliotecas de expresién en fagos (7

McCafferty et al., 1990; 8 Lowman et al., 1991; para
revisiones sobre el tema véase 9 Nilsonn et al.; 2000 y 10
Winter et al., 19%4) transciende estos problemas,

revitalizando los estudics y haciendo regsurgir la esgperanza
de usar estos reactivos para tratar enfermedades
importantes. AGn mds, estas moléculas deberian servir como
bloques de construccidn ideales para nuevas herramientas de
diagnéstico y terapéuticos (11 Reichert, 2001; 12 Huls et
al., 19939) . AUn méas, estos anticuerpos pueden  ser
"madurados" para alcanzar afinidades en el rango picomolar
(13 Pini et al., 199%98), al menos deseable, si no necesario,
para el uso clinico.

Las aplicaciones <¢linicas con los fragmentos de



anticuerpo humano para una administracidn selectiva para uso
diagndéstico o© como agentes terapéuticos requieren, no
obstante, de blancos altamente especificos. En el casoc de
tumores, los blancos més populares son logs antigenos de la
superficie celular, que habitualmente no son abundantes ni
estables. Sin embargo, durante el avance del tumor, el
microambiente que rodea a las células tumorales sufre una
extensa modificacidén que genera un "entorno tumoral"” gque
representa un blanco para las terapias de tumores basadas en
anticuerpos (14 Neri y Zardi, 1998). De hecho, el concepto
gque el microambiente tumoral alterado es en si mismo un
carcindgenc que puede ser reconocido y buscado como blanco
estd ganando cada vez mds consenso. Las moléculas gque pueden
suministrar eficazmente agentes terapéuticos al
microambiente tumoral representan entonces nuevas
herramientas promisorias e importantes para la terapia del
cancer (15 Bissel, 2001 14 Neri y Zardi, 1998).

La fibronectina es un componente de la matriz
extracelular (ECM) gue se expresa ampliamente en diversos
tejidos y fluidos corporales normales. Se pueden generar
diferentes isoformas de FN mediante un procesamiento
alternative del pre-ARNm de 1la FN, un proceso gue es
modulado por citoguinas y el pH extracelular (16 Balza et
al. , 1988; 17 Carnemolla et al., 19%89% 18 Boxsi et al.,

1890; 19 Borsi et al., 1995). La repeticidédn completa ED-B



R

tipo III, también conocido como la repeticidn B tipo extra
IIT (EIIIB), puede estar incluido, u omitirse, por completo
en la molécula de FN (20 Zardi et al., 1987). La ED-B esta
altamente conservada en las diferentes especies, con un 100%
de homclogia en todos los mamiferos estudiados hasta el
momento (humano, rata, ratén, perro) y un 96% de homologia
con un dominio similar en pollos. La isoforma FN que
contiene ED-B (B-FN) no es detectable
inmunohistogquimicamente en tejidos adultos normales, con la
excepcidén de tejidos que estédn sufriendo una remodelacidn

fisioldgica (por ejemplo, endometric y ovario) y durante la

cicatrizacién de heridas {17 Carnemolla et al., 1989 21
ffrench-Constant, et al., 1989). Por el contrario, su
expresidén en tumores Yy tejidos fetales es alta (17

Carnemolla et al, 1989). AGn mas, se ha demostrado que B-FN
es un marcador de la angiogénesis (22 Castellani et al.,
1994) y que las células endoteliales que invaden los tejidos
tumorales migran a lo largo de las fibras de la ECM que
contienen B-FN (23 Tarli et al. 1999).

El reconocimiento dirigido selectivo de la vasculatura
tumoral se describidé wusando wun anticuerpo recombinante
humano, el scFv(L19) (13 Pini et al., 98), especifico de la
isoforma B-FN (24 Carnemolla et al., 1996; 23 Tarli et al.,
99; 25 Viti et al., 99; 26 Neri et al., 97; 27 Demartis et

al., 2001). El1 anticuerpo se puede usar en enfoques de



diagndstico in vive (inmunocentellografia}) vy terapéuticos
que abarcan el suministro selective de  terapéutico
radionucleidos o agentes téxicos a la vasculatura tumoral.
Ademés, Birchler et al. (28 1999) mostraron dque el
scFv(L19), acoplado gquimicamente a un fotosensibilizador, se
acumula selectivamente en los vasos sanguineos recién
formados del modelo angiogénico de cdrnea de conejo vy,
después de irradiar con luz infrarroja cercana, interviene

en una oclusién completa y selectiva de 1la neovasculatura

ocular.
Mas recientemente, Nilsson et al. (29 2001) informaron
que el inmunoconjugado de scFv{L1%9) con el dominio

extracelular del factor tisular interviene en el infarto
gelectivo en diferente tipos de wmodelos de tumores en
murinos. AlGn mas, las proteinas de fusidn de scFv(L1l9%) con
II-2 o IL-12 han mostradc una mayor eficacia terapéutica
para estas dos citoguinas (30 Halin et al., enviada para su
publicacién; 31 Carnemolla et al., 2002). Véase también WO
01/62298 por el uso de fusiones en el tratamiento de
lesiones de angiogénesis patoldgica, incluyendo tumores.
Finalmente, dado que L1% reaccicna igualmente kien con ED-B
de zratdn y humana, se puede usar en estudios tanto
preclinicos comoe clinicos.

Véase también PCT/GB97/01412, PCT/EP99/03210,

PCT/EP01/02062 v PCT/IB01/00382.



Las diferentes formas de anticuerpo han mostradc un
comportamiento distinto en términos de estabilidad,
depuracidn y rendimiento In vive en el reconocimiento
dirigido de tumores {32 Wu et al., 2000). En {33 Li et al.,
1997) se describe una mini-inmunoglebulina o pequefia
inmunoproteina {SIP).

La presente invencidén se basa en la preparacidn,
caracterizacién e investigacién de la biodistribucién in
vivo de moléculas de anticuerpo L19 humanas en diferentes
formas, a saber, scFv, mini-inmunoglobulina e IgGl completa,
y marcacidn con radioisdteopos.

Descripcidn breve de las figuras

En la figura 1 se muestran modelos que ilustran las
estructuras de diferentes proteinas. A: Modelo de 1la
estructura de un dominio de una sgubunidad de FN. Las
secuencias de proteinas que sufren un procesamiento
alternativo estén indicadas con gris. Tal como se indica, el
epitope del anticuerpo recombinante L19 estéd localizado
dentro de la repeticidén ED-B. B-D: Esquemas de las
construcciones usadas para expresar, respectivamente, L19
(scFv) (B); L19-SIP (C); y L19-IgGl/x.

En la figura 2 se muestran las curvas de crecimiento
del tumor SK-MEL-28 en ratones desnudos (tridngulos) y del
tumor F9 en la cepa 129 de ratdn (circulos). Se grafica el

volumen {mm;) versus tiempo (dias). Cada punto de dato



representa el promedio de seis ratones + DE.

En la figqura 3 se muestran los resultados de
cromatografia por exclusién de tamafio para las diferentes
formas de L19. En los paneles A, B y € se muestran los
perfiles de 1la cromatografia por exclusidn del sitio
(Superdex 200) de las formas de L19: scFv, mini-
inmuneglobulina e 1gG1, respectivamente, después de
radioiodacién. En los paneles D, E y F se muestran los
perfiles de la cromatografia por exclusién de tamafio
{(Superdex 200) de plasma a los tiempos indicados después de
inyeccidn 1i.v. de 1las formas radioiodadas de L19, scFv,
mini-inmunoglobulina e IgGl, respectivamente. No se
detectaron cambios en los perfiles de las curvas de L19-SIP
o L19-IgGl cuandco se cargaba plasma a diferentes tiempos
después de la inyeccidn, en tanto 3h después de inyeccidn de
L19{scFv}), se observd un segundc pico de mayocr masa
molecular.

En la figura 4 se muestran los resultados de los
experimentos de bilodistribucién en ratones portadores del
tumor SK-MEL-28 usando diferentes formas radioiodadas de la
malécula de anticuerpo L19. Se informan las variacicnes de %
ID/g en tumor (Figura 4A) y en sangre (Figura 4B) a los
tiempos indicados después de la inyeccidén i.v.. En la figura
4C se grafican las relaciones del % ID/g en tumor-sangre.

Las curvas de Ll9{scFv) estan indicadas con rombos, la mini-
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inmunoglobulina L19 con cuadrados y la IgGl L19 con
triangulos.

En la figura 5 se muestran los resultados de los
experimentos de biodistribucién en ratones portadores del
tumor F9 ugande L19{scFv) (cuadrados) vy L1929 mini-
inmunoglobulina {rombos) radiciodados. Se informan las
variaciones del % ID/g en tumor (A) y en sangre {(B), a los
diferentes tiempos indicados después de la inyeccidén i.v..

En la figura 6 se muestra el cambio en el &rea del
tumor U251 {(milimetros cuadrados) en el tiempo (dias)
después de una inyeccidén de solucidn salina fisioldgica y de
I-131-L19-8IP, respectivamente.

La presente invencidn se vrelaciona con elementos de
unién especificos gque se unen a la ED-B humana de la
fibronectina, donde dichos elementos de unidén especificos

estdn marcados radicactivamente con uno o mads isdtopos

1231 1241 131I

seleccionados del grupo formade por '*Br, "'Br,

I r

y “MAt. La invencién también provee métodos para producir
dichos elementos de unidén especificos y su uso en
aplicaciones de diagndstico y terapéuticas.

Los elementos de unidén especificos de la invencidn
mostraron  propiedades favorables en  experimentos con
animales, tal como dosis mas altas gsuministradas al tumor en
comparacidén con la médula roja y una gran acumulacidén en el

tumor.



e

En un aspecto, la presente invencidn provee un elemento
de unidén especifico que se une a la ED-B humana de
fibronectina y que comprende el dominico VH de L19 y un
dominio VL, opcionalmente el dominioc de VL de L19, donde el
elemento de unién especifico comprende una mini-
inmunoglobulina que comprende dicho dominio de anticuerpo VH
y dicho dominio de anticuerpo VL fusionades a £S2-CH4 vy
dimerizado o© comprende una molécula de anticuerpo completa
IgGl, y donde el elemento de unidén especifico estd marcado
radioactivamente con un isdétopo selecciocnado del grupo

123
I

formado por Spy, py, 1261 1311 v 221p¢

¥

131

Preferentemente, el radioisétopo es *¥I o I y con mayor

preferencia es *'I.

Se puede ligar una marca radiocactiva o una molécula
marcada radioactivamente al elemento de unién especifico por
ejemplo, a un residuo tirosina, lisina o cisteina.

Las secuencias del dominio VH de L19% y del VL dominio
de L19 se describen en Pini et al. (1%98) J. Biol. Chem.
273: 21769-21776, donde dichas secuencias se incorporan por
completo con referencia a Pini et al. como si se
describieran por completo en la presente.

En general, el dominic VH esté apareado con un dominio
VL para proveer un sitic de unidén anticuerpo-antigeno. En

una realizacidn preferida, el dominico VH de L15 esté

apareado con el dominio VL de L19, de modo tal que se forma
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un sitio de unidén anticuerpo-antigeno que comprende ambos
Dominios VH y VL de L19. En otras realizaciones, el VH L19
estd apareado con un dominic VL distinto del VL L19. La
promiscuidad de las cadenas livianas es un hecho bien
establecido en el arte.

Se puede tomar una o mis CDR del dominio VH o VL de L19
e incorporarla en un marco adecuado. Esto se describe con
mayor detalle més adelante. Las CDR 1, 2 y 3 de VH L19 se
muestran en las SEQ ID N°: 1, 2, y¥ 3, respectivamente. Las
CDR 1, 2 y 3 de VL L19 se muestran en las SEQ ID N°: 4, 5 vy
6, respectivamente.

En una realizacidén preferida, el elemento de unidn
especifico es L19-8IP, con mayor preferencia L19-SIP marcado

123I

con (denominado I-123-L19-SIP en la presente) o L19-SIP

marcado con T

(denominado T-131-L19-8IP en la presente).

Las variantes de los dominios VH v VL y las CDR cuyas
secuencias se muestran en la presente y gue se pueden
emplear en los elementos de unién especifico para ED-B, se
pueden obtener mediante métodos de alteracidn o mutacidn vy
rastrec de las secuencias.

De acuerdo con la presente invencidn, se pueden emplear
variantes de las secuencias de aminodcidos del dominio
variable de cualgquiera de 1los dominios VH y VL cuyas

secuencias se describen especificamente en la presente, como

se detalla més adelante. Lag variantes particulares pueden
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incluir wuna o mas alteraciones (adiciédn, supresidn,
sustitucidén y/o insercidén de un residuo de amincécide) de la
secuencila de amincécidos, menos gue 20 alteraciones
aproximadamente, menos que 15 alteraciones aproxlmadamente,
menos que 10 alteraciones aproximadamente o© menos que
aproximadamente & alteraciones, 4, 3, 2 6 1. Las
alteracicnes se pueden efectuar en una o mAs reglones de
marco de trabajo y/o en una o mas CDR.

El elemento de unidén especifico acorde con la invencidn
puede ser un elemento que compita por la unidn al antigeno
con un elemento de unidn especifico que también se una a ED-
B y comprende un sitio de unidén al antigeno formado por el
dominio VH de L19 y el dominio VL de L19. La competencia
entre elementos de unidn puede evaluarse facilmente in
vitro, por ejemplc usando un ELISA y/o por marcacifn con una
molécula informante especifica de un elemento de unidén que
pueda ser detectadc en presencia de uno © mis elementos de
unidén adicicnales no marcados, con el fin de identificar los
elementos de unién especificos gque se unen al mismo epitope
o un epitope superpuesto.

Por consigquiente, otros aspectos de la presente
invencién emplean wun elemento de unién especifico que
comprende un sitic de unidén de anticuerpo-antigenc humano
gque complte con L19 por la unidén & ED-B.

El elemento de unién especifico de acuerdo con la
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presente invencidén se puede unir a ED-B con al menos la
afinidad de ©L19, donde la afinidad de unién de 1los
diferentes elementos de unidén especificos se compara bajo
las condiciones apropiadas.

Ademés de lag secuencias de anticuerpo, el elemento de
unién especifico acorde con la presente invencién puede
comprender otros aminodcidos, por ejemplo para formar un
péptido o polipéptido, tal como un dominio plegado, o© para
impartir a la molécula otra caracteristica funcional ademias
de la capacidad de unirse al antigeno. Los elementos de
unién especificos de la invencidén pueden llevar una marca
detectable o se pueden conjugar con una toxina o una enzima
(por ejemplo a través de un enlace peptidico o un ligador).

Para el tratamiento de trastornos O lesiones
patolégicas por  angiogénesis, el elemento de unién
especifico de la invencidén se puede conjugar con una
molécula téxica, por ejemplo una wmolécula biocida o
citotdxica que se puede seleccionar entre interleuguina-2
(IL-2), doxorubicina, interleuquina-12 (IL-12), interferdn-vy
(IFN-7v), Factor de Necreosis Tumoral a ({(TNFa) y el factor
tisular (preferentemente, un factor tisular truncado, por
ejemplo, en los residuos 1-219). Véase, por ejemplo, WO
01/62298,

Los elementos de unién especificos acordes con la

invencidn se pueden usar en un método de tratamiento o de
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diagnéstico del cuerpo humance ¢ animal, tal como un método
de tratamiento (que puede incluir un tratamiento
prefildctico}l de una enfermedad o trastorno en un paciente
humance que comprende la administracidén a dicho paciente de
una cantidad eficaz de un elemento de unidén especifico de 1la
invencidén. Preferentemente, el elemento de unidn especifico
acorde con la invencién es administrado al paciente por
administracidén parenteral. Las afecciones tratables de
acuerdo con la presente invencién incluyen tumores, en
especial tumores sélidos, y otras lesiones patoldgicas por
angiogénesis, incluyendo, artritis reumatcide, retinopatia
diabética, degeneracidn macular relacionada con la edad vy
angiomas.

Los elementos de uniédn especificos son muy adecuados
para marcarlos radicactivamente con isdtopos seleccicnados

124:[' 1311 v leAt y para

del grupo formado por ’'®Br, "'Br, '¥’I1,
su posterior uso en radiodiagnéstico y radioterapia.

Aln otro aspecto provee un método para producir un
elemento de unién especifico de la invencién, que comprende
marcar dicho elementoe de unidn especifico con un
radioisétopo seleccionado del grupo formado por '¢Br, "'Br,
1231, 1241, 1311 y 211At.

Para marcar radiocactivamente al elemento de unidn

especifico de forma directa, se pueden emplear grupos de

tirosina presentes en la molécula como blancos. En este

33
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procedimiento particular, el halogenuro, por ejemplo Br™, I~
, At™ es oxidado con un oxidante apropilado, por ejemplo
Iodogen® (tubos recubiertos), esferas con iodo, cloramina-T
{sal s6dica de N-cloro-p-toluensulfonamida) etc. en
presencia del ingrediente farmacéuticamente activo (API}.

La marcacidén indirecta con, por ejemplo, bromo, yvodo o
astatina se puede efectuar por premarcacidn de un vehiculo
de haldgeno bi-funcional, preferentemente derivado de, por
ejemplo, derivados de &cido benzoico, derivados de Bolton-
Hunter, derivados de benceno, etc. El1 wvehiculo se puede
transformar en una especie activada que serd conjugada al
grupo e-amino de residuos lisina ¢ al extremoc N-terminal de
API. Este método indirecto también provee una ruta de
sintesis para marcax radiocactivamente a compuestos
peptidicos de una manera quimioselectiva en el grupo
sulfhidrilo de un grupo cisteina. Primero se pueden reducir
las moléculas con puente de cisteina con un agente reductor
apropiado, por ejemplo, cloruro de estafio(II}, Tris (2-
carboxietil) fosfina (TCEP), generando grupos cisteina SH
libres gque pueden reaccionar con el vehiculo de halégeno.
Como grupos funcionales para la unién se pueden emplear
derivados maleimida y o-bromo acetamida.

El mé&todo para producir un elemento de unidn especifico
de acuerde con la invencidn puede comprender la expresidn

del A&cido nucleico que codifica el elemento de wunidn



especifico antes de marcarle. Por consiguiente, como un paso
anterior, el método para producir el elemento de unidén
especifico puede comprender opcionalmente causar o permitir
la expresién a partir del &cido nucleico codificador, es
decir de un &cido nucleico que comprende una secuencia que
codifica el elemento de unidén especifico. Dicho método puede
comprender el cultivo de c¢é&lulags huésped bajo condiciones
gue permiten producir dicho elemento de unidn especifico.

El método de produccidén puede comprender un paso de
aislamiento y/o purificacién del producto. El elemento de
unidén especifico se puede aislar y/o purificar después de su
expresidén a partir del 4&cide nucleico, vy/o se puede
recuperar a partir de células huésped. El1 aislamiento y/o la
purificacién pueden ser anteriores a la marcacibén. Como
alternativa o ademds, el elementc de unién especifico se
puede aislar y/o purificar después de la marcacién.

El método de produccidn puede comprender la formulacidén
del producto en una composicién incluyendo al menos un
componente adicicnal, tal como un excipiente aceptable para
uso farmacéutico. Por consiguiente, el elemento de unidn
especifico (marcado}) puede ser formulade en una composicidn
incluyendo al menos un componente adicional, tal como un
excipiliente aceptable para uso farmacéutico.

Estos y otros aspectos de la invencidén se describirin a

continuacidn con mayor detalle.
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TERMINOLOGIA

Elemento de unidén especifico

Esto describe a un miembreo de un par de moléculas que
tienen especificidad de unidn entre si, Los miembros de un
par de unidén especifica pueden ser naturales o total o
parcialmente sintéticos. Uno de los miembros del par de
moléculas tiene un Area sobre su superficie, o una cavidad,
que se une especificamente y por ello es complementaria de
una organizacidén espacial y polar particular del otro
miembro del par de moléculas. Por consiguiente, los miembros
del par tienen la propiedad de unirse especificamente entre
si. Los ejemplos de tipes de pares de unidn especifica son
antigeno-anticuerpo, biotina-avidina, hormona-receptor de
hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. Esta solicitud
se refiere a las reacciones de tipo antigeno-anticuerpo.

Molécula de anticuerpo

Esta describe una inmunoglobulina vya sea natural o
producida de forma parcial o totalmente sintética. E1l
términc también abarca cualquier polipéptido o proteina que
comprende un dominio de unidén al anticuerpo. Los fragmentos
de anticuerpo que comprenden un dominio de unién al antigeno
son por ejemple Fab, scFv, Fv, dab, Pd vy diabodies
[fragmentos diméricosg]. La presente invencidén se relaciona
con moléculas de anticuerpo IgGl completas y c¢on mini-

inmunoglobulinas gque comprenden g,;-CH4.
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Se pueden emplear técnicas de tecnologia de ADN
recombinante para producir, a partir de una molécula de
anticuerpo inicial, otras moléculas de anticuerpo gque
retienen la especificidad de la molécula de anticuerpo
original. Dichas técnicas pueden comprender la introduccién
de un ADN que codifica la regidén wvariable de 1la
inmunogichulina, o} las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), de un anticuerpo contra las
regiones constantes, o las regiones constantes més las
regiones de marco de trabajo, de una inmunoglobulina
diferente. Véase, por ejemplo, EP-A-184187, GB 2188638A ©
EP-A-239400.

Como los anticuerpos se pueden medificar de numercsas
maneras, se congidera que el término "molécula de
anticuerpo" abarca cualquier elemento de unién especifico o
sustancia que tiene un dominio de unidén anticuerpo-antigeno
con la especificidad reguerida. Por consiguiente, este
término abarca fragmentos de anticuerpo y derivados,
incluyendo cualquier polipéptido que comprenda un dominio de
unién inmunoglobulina-antigeno, ya sea natural o total o
parcialmente sintético. Por ellc se incluyen las moléculas
gquiméricas que comprenden un dominio de unioén a
inmuncoglcobulina, o un equivalente, fusionado a otro
polipéptido. La clonacidén y expresidn de anticuerpos

quiméricos se describen en EP-A-0120694 v EP-A-0125023.
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Dominio de unidén al antigeno

Este describe la parte de una molécula de anticuerpo
gue comprende el A&Area gque sSe une especificamente y es
complementaria de una parte o todo un antigeno. Cuando el
antigeno es grande, el anticuerpo se puede unir soclamente a
una parte particular del antigeno, donde dicha parte se
denomina epitope. El1 dominio de unién al antigeno puede ser
provista por uno o mas dominios variables del anticuerpo
{(por ejemplo, un fragmento de anticuerpo denominado Fd dque
congiste de un dominio VH). Preferentemente, el dominio de
unidén al antigeno comprende una regién variable de la cadena
liviana (VL) del anticuerpo y una regidn wvariable de 1la
cadena pesada (VH) del anticuerpo.

Especifico

Este término se puede usar para hacer referencia a la
Situacién en gue un miembro de un par de unién especifica no
mostrarad ninguna unidn significativa a moléculas distinta de
sus pares de unidn especificos. El término también se aplica
cuando, por ejemplo, el dominio de unidén del antigeno es
especifico para un epitope particular contenido en numerosos
antigenos, en cuyo caso el elemento de unidén especifico gque
contiene el dominio de unidén al antigenc podrd unirse a los
diversos antigenos que contienen a dicho epitope.

Comprende

Este término se usa en dgeneral en el sentido gque



157

incluye, es decir, que permite la presencia de una o més
caracteristicas o componentes.
. Aislado

Se refiere al estado en que los elementos de unién
especificos de 1la invencidén, o el 4&cido nucleico que
codifica  dichos elementos de uniédn, se  encuentran
generalmente de acuerde con la presente invencidén. Los
elementos 3 el acido nucleico estaréan libres o
sustancialmente libres del material con el que estan
asociados naturalmente, tal como otros polipéptidos o &acidos
nucleicos con los cuales se hallan en su entorno natural, o
el entorno en el cual se preparan (por ejemplo, un cultivo
celular) cuando dicha preparacidén se efectla con tecnologia
de ADN recombinante ya sea in vitro o in vivo. Los elementos
y el acido nucleico se pueden formular con diluyentes o
adyuvantes vy atn considerarse aislado a 1los efectos
practicos: por ejemplo los elementos se mezclan normalmente
con gelatina u otros vehiculos si se usan para recubrir
placas de microtitulacidén para su uso en inmunoensayos o se
mezclan con vehiculos o diluyentes aceptables para uso
farmacéutico cuando se usan para diagndstico o terapia. LOS
elementos de unidén especificos pueden estar glicosilados, ya
sea naturalmente o por sistemas de células eucariotas
heterdlogas (por ejemplo, células CHO o NSO (ECACC 85110503)

© no glicosiladas (por ejemplo, si son producidos por



expresidn en una célula eucariota).

El términoc "sustancialmente definido" sgignifica que la
CDR o dominio VH o VL relevante de la invencién sera
idéntica o altamente similar a las regiones especificadas
cuya secuencia se describe en la presente. El1 término
"altamente similar" significa que se pueden efectuar entre 1
y 5, preferentemente entre 1 y 4, tal como entre 1 y 3 6 1 &
2, o3 & 4, sustituciones en la CDR y/o el dominic VH o VL.

La estructura que lleva la CDR de la invencidén en
general serd de una secuencia de una cadena pesada o liviana
de un anticuerpo, o© una porcidén sustancial de la misma,
donde la CDR estd en una ubicacién correspondiente a la CDR
de los dominios variables VH y VL del anticuerpo natural
codificados por genes reordenados de inmunoglobulina. Las
estructuras y ubicaciones de los dominios variables de la
inmunoglobulina se pueden determinar por referencia a
(Kabat, E.A. et al, Protein Sequences of Immunological
Interest. 5* Edicidn, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de 1los EE.UU. [US Department of Health and Human
Services] . 1%91, vy actualizaciones de la misma, ahora
disponible en Internet (http://inmuno.bme.nwu.edu o buscar
"Kabat" usando cualguier buscador) .

Preferentemente, la secuencia de aminodcidos de la CDR
sustancialmente definida en la presente es llevada como una

CDR en un dominioc variable humano ¢ una porcidén sustancial



de la misma. Las secuencias de L1% VH CDR3 y/o L19 VL CDR3
sustancialmente definidas en la presente, se pueden usar en
las realizaciones preferidas de la presente invencidén y se
prefiere gque cada una de ellas sea llevada como una CDR3 en
un dominic wvariable de una cadena pesada o liviana humana,
seglin sea el caso, o una porcidn sustancial del mismo.

La porcidn sustancial de un dominio variable de
inmunoglobulina comprendera al menos las tres regiones CDR,
junto con las regiones de marco de trabajo de las mismas.
Preferentemente, la porcidn también incluird al menos un 50%
aproximadamente de cualgquiera o© ambas primera y cuarta
regiones de marco de trabajo, siendo un 50% del extremo C-
terminal, un 50% de la primera regidén de marco de trabajo y
el 50% del extremo N-terminal de la cuarta regidén de marco
de trabajo. Puede haber residuos adicionales por el extremo
N-terminal o C-terminal de la parte sustancial del dominio
variable que son residuos que no estédn asociados normalmente
con las regiones del dominio variable naturales. Por
ejemplo, la construccidén de los elementos de unidn
especificos de 1la presente invencién se puede realizar
mediante técnicas de ADN recombinante que dari como
resultado la introduccién de residuos N- o C-terminales
codificados por 1ligadores introducidos para facilitar 1la
clonacidén u otros pascs de manipulacidn. Dichos otros pasos

de manipulacién incluyen la introduccidén de ligadores para
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unir os dominiocs variables de la invencién a otras
secuencias de proteinas, incluyendo cadenas pesadas de
inmunoglobulina, otros dominios variables © marcas de
proteina, como se describird con mayor detalle més adelante.
En una molécula de anticuerpo IgGl de acuerdo con la
presente invencidén, los dominics VL se pueden unir por el
extremo C-terminal a los dominics constantes de la cadena
liviana del anticuerpo, incluyendo las cadenas Ck ©
Ch humanas, preferentemente las cadenas Ck.
Ademds de estar marcados con “Br, "'Br, 1, ***1, 1
y/o *'at, los elementos de unién especificos de la invencién
se pueden marcar con una segunda wmarca detectable o
funcional. Las marcas detectables se describen a
continuacidn, e incluyen radiomarcas tales como
radioisdtopos de Tecnecio, Indio, Itrio, Cobre, Lutecio o

99mT

Renio, en particular **"Tc, c, '%°re, !%fRre, l1n, %y, %8y,

Y, ®cu y ®7cu, que se pueden unir a los anticuerpos de la
invencién usando la quimica convencional conocida en el arte
de deteccién por imagenes con anticuerpos como se describe
en la presente. Otros radioisbétopos gue se pueden usar
incluyen 2%pb, ¢'ga, fca, "'sc, Y'sc, min, *"rRu, %2cu, %icu,
SGY, BSY’ BC)Yr 12181_1’ 161Tb, 1SBSm’ ISGHO, 105th 177Lu, '?2Lu y 18F-
Las marcas también incluyen marcas de enzimas, tal como

peroxidasa de rébano picante. Las marcas incluyen ademds

grupos gquimicos, tal como bictina, que pueden ger detectadas
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a través de la unidén a un grupo detectable conocido
especifico, por ejemplo avidina marcada.

A continuacidén se describe un ejemplo de un protocolo
de marcacidn:

Para marcar radiocactivamente los elementos de unidén
especificos de una forma directa, se reducen primerc las
moléculas con puente de c¢isteina utilizando un agente
reductor apropiado, por ejemplo clorurc de estafio(II),
Tris{2-carboxietil)fosfina (TCEP), con lo que se generan
grupos de SH-cisteina libres que pueden reaccionar con los
isdtopos de, por ejemplo, Tc o Re. En este procedimiento
particular, los permetalatos obtenidos con el sistema
generador son reducidos por un agente reductor, por ejemplo
cloruro de estafio(II), en presencia de un ligando auxiliar,
por ejemple tartrato de sodio, y API (los detalles se
describen mas adelante en la seccidén experimental) .

La marcacidén indirecta con por ejemplo indio, itrio,

lantanidos © tecnecio y renio se puede realizar

preconjugando un ligando quelante, preferentemente un
derivado de &cido etilendiamintetraacético (EDTA), &cido
dietilentriaminpentaacético (DTPA), A&cido c¢iclohexil-1,2-
diamintetraacético (CDTA), 4&cido etilenglicol-0,Q'-bi(2-
aminoetil)-N,N,N',N'-diacético {(HBED) , dcido
trietilentetraaminhexaacético (TTHA), A&cido 1,4,7,10-tetra-

aza-ciclodedecan-N,N',N''-tetraacético (DOTA), &cido 1,4,7--
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tri-aza-cicloncnan-N,N',N''-triacético {(NOTA) , dcido

1,4,8,12-tetra-aza-ciclotetradecan-N,N' ,N'' N''"'-

tetraacético {TETA) , mercaptoacetil diglicina (MAG,) ,
mercaptoacetil triglicina (MAG;), mercaptoacetil glicil-
cisteina (MAGC), cisteinil-glicil-cisteina (CGC), a grupos

amina o tiol del elemento de unidén especifico. Los ligandos
guelantes poseen un grupo de acoplamiento adecuado, por
ejemplo grupos de ésteres activos, maleimidas, tiocarbamatos
o acetamida o-halogenada. Para conjugar los ligandos
gquelantes a los grupos amina, por ejemplo grupos &-NH; de
residuos lisina, no se requiere una reduccidn previa del
compuesto L19-SIP.

Los métodos de marcaciédn de un elemento de unidn
especifico pueden comprender conjugacidn de un vehiculo de

halégenc bi-funcional activado que contiene un radioisétopo

1231 1241 1311
I

L

seleccionado del grupo formado por '°Br, ''Br,
y “YAt a un residuo lisina o al extremo N-terminal y a un
residuc cisteina del elemento de unién especifico. E1l método
puede comprender la conjugacidén del wvehiculo de haldgeno a
un residuo lisina o c¢isteina del elemento de unidén
especifico o al extremo WN-terminal del elemento de unidn
especifico. Uno o ambos entre (i) un residuo cisteina y (ii)
un residuo lisina o el extremo N terminal, se pueden marcar

con el mismo radioisétopo o uno diferente de acuerdo con la

invencidn.
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Los elementos de unién especificos de 1la presente
invencién estdn diseflados para su wuso en métodos de
diagndéstico o tratamliento en sujetos humanos o animales,
preferentemente humanos. Los elementos de unién especificos
son especialmente adecuados para su uso en wmétodos de
radioterapia y radiodiagnéstico.

Por lo tanto, otros aspectos de la invencidn proveen
métodos de tratamiento que comprenden la administracién de
un elemento de unidn especificc provisto, composiciones
farmacéuticas que comprenden dicho elemento de unidn
especifico y el uso de dicho elemento de unidén especifico en
la elaboracién de un medicamento para su administracidén, por
ejemplo, en un método para elaborar un medicamentc o una
composicidén farmacéutica que comprende formular el elemento
de unién especifice con un excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

Las indicaciones clinicas en las cuales se puede usar
un elemento de unidn especifico de la invencién para proveer
un beneficio térapéutico incluyen tumcres tal como cualquier
tumor sdélido, también otras lesiones de angiogénesis
patoldgica, incluyendo artritis reumatoide, retinopatia
diabética, degeneracidn macular relacionada con la edad y
anglomas.

Los elementos de unidn egpecificos de acuerdo con la

invencién se pueden usar en un método de tratamiento del

45
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cuerpo human o de un animal, tal como un método de
tratamiento (que puede incluir un tratamiento profilédctico)
de una enfermedad o trastorno en un paciente humano que
comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz
de un elemento de wunidén especifico de 1la invencidmn.
Preferentemente, el tratamiento es una radioterapia. Las
afecciones gque pueden ser tratadas de acuerdo con la
presente invencidén se describen en otra parte en la
presente.

Los elementos de unidén especificos de acuerdo con la
invencidén se pueden usar en una deteccidén por imAgenes
SPECT, deteccidén por imidgenes PET y en una terapia. Los
isotopos preferidos para una deteccidn por imdgenes SPECT

13II .

incluyen *¥’I y El isétopo preferido para PET es ***I. El

11 es el isétopo preferido para su uso en terapias.

Debido al uso de diferentes isdtopos de un elemento
para la deteccidn por imagenes ¥ terapias, la
bicdistribucidén de los respectivos inmunoconjugados es
idéntica. Esto constituye una ventaja en comparacidn con
otros enfoques que emplean derivados marcados con *In para
la deteccidén por imégenes con el fin de predecir la
biodistribucién de los respectivos derivados terapéuticos
marcados con °Y porgue la biodistribucién de los

correspondientes derivados marcados con *'In e *Y podria

ser diferente; véase Carrasquillo J.A. et al. (1999) J Nucl
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Med 40: 268-276.

Por lo tanto, otros aspectos de la invencidén proveen
métodos de tratamiento que comprenden la administracién de
un elemento de unidén especifico provisto en la presente,
composiciones farmacéuticas que comprenden dicho elemento de
unién especifico y el uso de dicho elemento de unién
especifico en la elaboracidén de un medicamente para su
administracién, por ejemplo, en un métcdo de elaboracidn de
un medicamento © composicidn farmacéutica gque comprende
formular el elemento de unién especifico con un excipiente
aceptable para uso farmacéutico.

De acuerdo con la presente invencidn, las composiciones
provistas pueden ser administradas a individuos. Las
administracién es preferentemente de una "cantidad eficaz
para uso terapéutico", siendo é&sta suficiente como para
beneficiar al paciente. Dicho beneficio puede ser al menos
el alivio de al menos un sintoma. La cantidad real
administrada, y la dosis y los tiempos de administracidn,
dependeran de la naturaleza y severidad de lo gue esté en
tratamiento. La prescripcidén del tratamiento, por ejemplo
las decisiones acerca de la dosificacidn, etc, es
responsabilidad de los especialistas practicantes en general
y otros profesionales médicos. Las dosis apropiadas de
anticuerpo son bien conocidas en el arte; véase Ledermann

J.A. et al. (1991) Int J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe K.D,
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et al. (1991) Antibody, Immuncconjugates and
Radiopharmaceuticals 4: 915922,

La composicién se puede administrar sola o en
combinacidn con otros tratamientos, ya sea simultineamente o
sucesivamente dependiendo de la afeccidn a tratar.

Los elementos de unidén especificos de la presente
invencién, incluyendo los que comprenden un dominio de unién
anticuerpo-antigeno, pueden ser administrados a un paciente
que necesita el tratamiento por cualguier ruta adecuada,
habitualmente por inyeccidédn en el torrente sanguineo y/o
directamente en el sitio a tratar, por ejemplo un tumor.
Preferentemente, el elemento de unién especifico se
administra por via parenteral. La dosis precisa dependerid de
numerosos factores, de la ruta de tratamiento, del sitio y
la ubicacidn del drea a tratar {por ejemplc un tumor}, de la
naturaleza precisa del anticuerpo (por ejemplo, una molécula
de anticuerpo IgGl completa, una molécula de mini-
inmunoglobulina) y de la naturaleza de toda marca detectable
u otra molécula unida a la molécula de anticuerpo. La dosis
tipica de anticuerpo se encontrari en el rango de 10-50 mg.

Esta es la dosis para un solo tratamiento de un
paciente adulto, gue puede ser ajustada proporcionalmente
para bebés y nifios, y también se puede ajustar para otras
formas de anticuerpo en proporcién al peso meolecular. Los

tratamientos se pueden repetir a intervalos de dias, dos
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veces por semana, semanalmente © mensualmente, a discrecidn
del profesional a cargo.

Los elementos de unidén especificos de la presente
invencidén habitualmente serdn administrados en la forma de
una composicidén farmacéutica, que puede comprender al menos
un compenente ademas del elemento de unidn especifico.

Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con la presente invencidén, y para uso de acuerdo con
la presente invencién, pueden comprender, ademds del
ingrediente activo, un excipiente, vehiculo, solucién
amortiguadora, estabilizante u otros materiales aceptables
para uso farmacéutico bien concocidos por los egpecialistas
en el arte. Dichos materiales deberian ser no tdéxicos y no
deberian interferir con la eficacia del ingrediente activo.
La naturaleza precisa del vehiculo u otro material dependera
dela ruta de administracidén, que puede ser oral o por
inyeccién, por ejemplo intravenosa.

Para la inyeccidén intravencsa, o 1la inyeccidn en el
sitio de la enfermedad, el ingrediente activo se encontraré
en la forma de una solucidn acuosa aceptable para uso
parenteral gue se encuentre libre de pirdgenos y tenga
valores de pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los
especilalistas en el arte podrédn preparar soluciones
adecuadas usando, por ejempleo, wvehiculos isoténicos, tal

como clorurc de sodio para inyectables, solucidén de Ringer
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para inyectables, solucidn de Ringer lactato para
inyectables. Se pueden incluir conservantes,
estabilizadores, soluciones amortiguadoras, antioxidantes

y/u otros aditivos, seglin necesidad.

La composicidén se puede administrar sola o en
combinacidén con otros tratamientos, yva sea simulté@neamente o
sucesivamente dependiendo de la afeccidén a tratar. Dichos
otros tratamientos pueden incluir la administracidén de dosis
adecuado de drcgas contra el dolor, tal como drogas anti-
inflamatorias no esteroides {(por ejemplo aspirina,
paracetamecl, ibuprofenc o ketoprofeno) u oplatecs tal como
morfina, © anti-eméticos.

La presente invencidn provee a método que comprende
causar o permitir la unidén de un elemento de unidn
especifico provista en la pregente a ED-B. Tal como se
indicara, dicha unién puede tener lugar in vivo, por ejemplo
después de la administracidén de un elemento de unidén
especifico o de un &dcido nucleico gue codifica un elemento
de unidén especifico, o puede tener lugar Jin vitro, por
ejemplo en un ELISA, transferencia Western,
inmunocitogquimica, inmunoprecipitacidén o cromatografia de
afinidad.

Se puede determinar la cantidad de unidén del elemento
de unidén egpecifico a ED-B. ILa cuantificacién puede

relacionarse con la cantidad de antigeno en una muestra de
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prueba, que puede ser de interés para diagnédstico.

Las reactividades de los anticuerpos para una muestra
puede determinarse usando cualgquier medio apropiado. EI
radioinmunoensayo (RIA) es una posibilidad. E1 antigeno
marcado radicactivo se mezcla con antigeno sin marcar (la
muestra de prueba) y se deja que se una al anticuerpo. El
antigeno unido se separa fisicamente del antigeno no unido y
se determina la cantidad de antigeno radiocactive unido al
anticuerpo. Cuanto méds antigeno hay en la muestra de prueba
mencs antigeno radiocactivo se unird al anticuerpo. También
se puede usar un ensayo de unidén competitiva con antigeno no
radicactivo, usando un antigenc o un andlogo ligado a la
molécula informante. La molécula informante puede ser un
fluordcromo, fosforo o un colorante léser con
caracteristicas de absorcidén o emisidn separadas en el
espectro, Los fluordcromos adecuados incluyen fluoresceina,
rodamina, ficoeritrina y rojo Texas. Los colorantes
cromogénicos adecuados incluyen diaminobencidina.

Otros informantes incluyen particulas coloidales
macromoleculares o material particulado tal como esferas de
latex coloreadas, magnéticas o© paramagnéticas vy agentes
bioldégica o guimicamente activos que pueden generar, directa
o indirectamente, seflales detectables que pueden ser
chservadas visualmente, detectadas electrdnicamente o

registradas de otra manera. Estas moléculas pueden ser
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enzimas que catalizan reacciones que desarrollan o cambian
de color o, por ejemplo, gque causan cambios en las
propiedades eléctricas. Pueden ser molecularmente
excitables, de medo tal gue las transiciones electrénicas
entre los estados de energia dan como resultado espectros de
absorcidén o emisidn caracteristicos. Pueden incluir las
entidades gquimicas usadas Jjunto con biosensores. 8e puede
emplear asimismo los gigtemas de deteccién de
bictina/avidina o biotina/estreptavidina 1'% fosfatasa
alcalina.

Las sellales generadas por los conjugades individuales
de anticuerpo-informante se pueden usar para derivar datos
absolutos o relativos cuantificables de la wunién del
anticuerpo relevante en las muestras (normal y de prueba).

La presente invencidén se extiende ademds a un elemento
de unidén especifico que compite por la unién a ED-B con
cualquier elemento de unidén especifico gue se wuna al
antigeno y comprenda un dominio V incluyendo una CDR con la
secuencia de aminodcidos sustancialmente como la gue se
define en la presente, preferentemente un dominio VH gue
comprenda la VH CDR3 de la SEQ ID N°: 3. La competencia
entre los elementos de unidn puede ser evaluada facilmente
in vitro, por ejemplo marcando una molécula informante
especifica para un elemento de unién que puede ser detegtado

en presencia de otro u otros elementos de unidén no marcados,
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para facilitar la identificacidén de los elementos de unidn
especificos que se unen al mismo epitope © a un epitope
superpuesto. La competencia se puede determinar, por
ejemplo, usando un ELISA como se desgscribe en Carnemolla et
al. (24 199s).

Como se estableciera precedentemente, log métodos para
producir elementos de unidn especificos acordes con la
invencidn pueden comprender expresar un 4&dcido nucleico
codificante, y puede comprender opcionalmente el cultivo de
células huésped bajo condiciones que permitan producir el
elemento de unidén especifico. Leos elementos de unidn
especificos y .las moléculas de &cido nucleico codificante y
de vectores de acuerdo con O para Su uso en la presente
invencidn se pueden proveer aisladas y/o purificadas, por
ejemplo a partir de su entorno natural, en una forma
sustancialmente pura u homogénea o, en el caso del Aacido
nucleico, libre ¢ sustancialmente libre de &acidos nucleicos
¢ genes de un origen distinto al de la secuencia que
codifica el polipéptido con la funcidn requerida.

El Acido nucleico usado de acuerdo con la presente
invencién puede comprender ADN o ARN y puede ser total o
parcialmente sintético. La referencia a la secuencia de
nucledtidos definida en la presente abarca una molécula ADN
de la secuencia egpecifica y abarca una molécula de ARN de

la secuencia especifica en la cual U sustituye a T, a menos



que el contexto indique le contrario.

Los sistemas de clonacidén y expresidén de un polipéptide
en diversas células huésped diferente son bien conocidos.
Las células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de
mamifero, levadura y sistemas de baculovirus. Las lineas de
células de mamiferc disponibles en el arte para la expresidn
de un polipéptido heterdlogo incluyen células de ovario de
hédmster chino, c¢é&lulas Hela, células de rifién de hémster
recién nacido, c¢é&lulas de melanoma NSO de  ratédn y muchas
otras. El huésped bacteriano méds comin y preferide es E.
coli.

La expresidn de los anticuerpos vy fragmentos de
anticuerpo en c¢élulas procariotas, tal como E. Coli, estd
bien establecida en el arte. Por una revisién, véase, por
ejemplo, Pluckthun, A. Bio/Technology 9: 545-551 (1891). La
expresién en células eucariotas en cultivo también estéa
disponible para los especialistas en el arte como una opcidn
para producir un elemento de unidén especifico, wvéase las
revisiones recientes de, por ejemplo, Ref, M.E. (1533) Curr.
Opinicn Biotech. 4: 573-576; Trill J.J. et al. {(19%5) Curr.
Opinion Bictech 6: 553-560.

Los vectores adecuados se pueden elegir o construir,
para gque contengan las secuencias reguladoras apropiadas,
incluyendo secuencias promotoras, secuencias terminadoras,

secuencias de poliadenilacién, secuencias potenciadoras,
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genes marcadores y otras secuencias segin corresponda. Los
vectores pueden ser pldsmidos, virales por ejemplo fagos, o
fagémidos, segln corresponda. Por detalles adicionales
véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual:
3* Edicién, Sambrook et al., 2001, Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Hay muchas técnicas y protocoles conocidos
para la manipulacién de &dcidos nucleicos, por ejemplo para
la preparacidén de construcciones de &cido nucleico, de
mutagénesis, secuenciacién, introduccidn de ADN en células vy
expresidén genética, vy andligsis de proteinas, que se
describen con detalle en Current Protocols in Molecular
Biology, Segunda Edicidn, Ausubel et al. eds., John Wiley &
Sons, 1992. Las explicaciones de Sambrock et al. y Ausubel
et al. se incorporan en la presente a modo de referencia.

El métodeo para produciy un elemento de unidén especifico
de acuerdo con la invencidén puede comprender ademds la
introduccidn de un &cido nucleico codificante en una célula
huésped. La introduccidn puede emplear cualguier técnica
disponible. Para células eucariotas, las técnicas adecuadas
pueden inclulr transfeccién por fosfato de calcio, DEAE-
Dextrano, electroporacidn, transfeccidén mediada por
liposomas y transduccidn usando retrovirus u otros virus,
por ejemple vaccinia o, para células de insecto,
baculovirus. Para células bacterianas, las técnicas

adecuadas pueden incluir transformacidén por cloruro de
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calcio, electroporacidédn y transfeccidn usando bacteriédfagos.

Después de la introduccién se puede causar o permitir
la expresidén del &cido nucleico, por ejemplo por cultivo de
células huésped bajo condiciones gque permitan la expresidn
del gen.

En una realizacidn, el acido nucleico de la invencidn
estd integrado en el genoma (por ejemplo, el cromosoma) de
la c¢élula huésped. La integracidén puede promoverse por
inclusién de las secuencias que promueven la recombinacidn
con el genoma, de acuerdo con técnicas estéandar.

Otros aspectos y realizaciones de la presente invencidn
serdn evidentes para los especialistas en el arte a la luz
de la presente explicacidén incluyendo 1log siguientes
ejemplos experimentales. Los métodos de sintesis y marcacidn
de 1los elementos de unidén especificos de la presente
invencién se ilustran de manera mas acabada en los
siguientes ejemplos. Estos ejemplos se ofrecen a modo
ilustrativo y no en wun sentide limitativo. Todos 1los
documentos mencionados en cualgquier parte de esta memoria
descriptiva se incorporan a modo de referencia.

EJEMPLOS EXPERIMENTALES DE ASPECTOS Y REALIZACIONES DE LA
PRESENTE INVENCION

1. Preparacidn y caracterizacién de los elementos de

unién especificos de acuerdo con la presente invencidén

Los siguilentes ejemplos emplean compuestos peptidicos
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L19-SIP marcados radiocactivamente.

1.1 Sintesis de I-131-L19-SIP (Método de cloramina-T)

Se coleocaron 200 ng de L19-SIP en 230 pl de PBS (PBS
0,2 M, pH 7,4) en un vial de reaccién, se mezclaron con 185
MBg de ('"'I]Nal y se hicieron reaccionar con 30 pl de una
solucién recién preparada de cloramina-T (2 mg/ml) en PBS
0,2 M (pH 7,4). Después de 1 min, se agregaron 50 pl de una
solucidén de Na,S,0; (10 mg/ml en PBS 0,2 M, pH 7,4). El L19-

SIP marcado con 31

I se purificd por cromatografia sobre gel
usando una columna  NAP-5 {Amersham, Eluyente: PBS) ,

preblogqueada con 5 ml de albimina de suero bovino 0,5% en

PBS.

Rendimiento radioguimico: 45,7 %.

Pureza radioquimica: 88,3 % (SDS-PAGE) .
Actividad especifica: 31,7 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 76 %

1.2 Sintesis de I-131-L19-8IP (Método con Iodogen)

S5e mezclaron 800 pg de L19-SIP en 800 pl de PBS (PBS
0,2 M, pH 7,4) y 500 MBg de ["“'I]NaI y se colocaron en un
vial de reaccidén (tubo Iodogen, Piexce Inc.). La mezcla se
agitd suavemente, sobre un periocdo de 30 min a temperatura

ambiente. El1 ©L19-SIP marcado con I

se purificé por
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham,
Eluyente: PBS), prebloqueada con 5 ml de alblmina de suero

bovino 0,5 % en PBS.
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Rendimiento radioguimico: 93,2 %.

Pureza radioquimica: 91,1 % (SDS-PAGE}.
Actividad especifica: 46,6 MBg/nmol.
Inmunorreactividad;: 78 %

1.3 Sintesis de 1-123-L19-5IP (método con Iodogen)

Se mezclaron 200 pg de L19-SIP en 230 ul de PBS (PBS
0,2 M, PH 7.4)y 200 MBq de [***IlNal y se colocaron en un
vial de reaccidén (tube Iodogen, Pierce Inc.). La mezcla se
agitdé suavemente sobre un periodo de 30. min a temperatura
ambiente. El L19-SIP marcado con '*I se purificé por
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham,
Eluyente: PBS), prebloqueada con 5 ml de albimina de suero

bovino 0,5 % en PBS.

Rendimiente radiogquimico: 81,6 %.

Pureza radioquimica: 89,6 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 61,2 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 84 %

1.4 Sintesis de I-124-L19-5IP (método con Iodogen)

Se mezclaron 200 pg de L19-SIP en 230 nl de PRES (PBS
0,2 M, pH 7,4) y 50 MBg de [***TINaI y se colocaron en un
vial de reaccidn (tubo Iodogen, Pierce Inc.). La mezcla se
agitd suavemente, sobre un periodo de 30 min a temperatura
ambiente. El L19-8IP marcado con '*'I se purificd por
cromatografia scobre gel usando una columna NAP-5 {Amersham,

Eluyente: PBS), preblogueada con 5 ml de alblimina de suero



bovino 0,5 % en PBS.

Rendimientc radioguimico: 84,5 %.

Pureza radiogquimica: 89,6 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 22.8 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 86 %

1.5 Sintesis de (3-(4-hidroxi-3-("'I)iodo-fenil) -
propionato)-L1%-SIP

Se disclvieron 500 pg de (3-(4-hidroxi-fenil) -N-~
(sulfonato-succinimidil}propionate) en 1 ml de DMSQ. Se
mezclaron diez microlitros de cloramina-T (5 mg/ml en PBS)
con 74 MBg de ['*'I]Nal, neutralizado con 15 pl de PBS (0,2
M, pH 7,4). Se agregd un microlitrec de la solﬁcién de (3-(4-
hidroxi-fenil)-N-{sulfonato-succinimidil)propionato} a la

solucién de cloramina-T/[***

IlNal y se dejd que la mezcla
reaccionara durante 1 min. La reaccidén se detuvo por adicién
de 40 pl de una solucidén de NaS,0s (10 mg/ml en PBS 0,2 M,
pH 7,4), seguido de la adicidén inmediata de 200 png de L19-
SIP en 230 pl de solucidén amortiguadora de borato (PBS 0,2
M, pH 8,5).

El compuesto (3-(4-hidroxi-3-[**'I]icdo-fenil) -
propicnato) -L19-SIP ge purificd por cromatografia sobre gel
usande una columna NAP-5 {Amersham, Eluyente: PBS) ,
preblogqueada con 5 ml de alblimina de suerc bovino 0,5 % en

PBS.

Rendimiento radioquimico: 37,2 %.



40

Pureza radiocquimica: 94,6 % (SDS-PAGE) .
Actividad especifica: 10,3 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 69 %

1.6 Cialculos MIRD para I-131-L19-SIP

Basadoe en los datos de bicdistribucidén en ratcnes
portadores del tumor, se pudo calcular la dosis absorbida de
L19-SIP marcado con I-131 utilizando la fdérmula MIRD. El
modelo biocinético se obtuvo con los datos ID para I-131-
LI9-SIP en ratones portadores del glioblastoma humano
(U251) . Los tiempos de residencia se calcularon come las
dreas bajoc la curva de funciones bi- y monoexponenciales
integradas de cero a infinito incluyendo la vida media
bioclégica y fisica del compuesto.

Considerando los ©&rganos de vratén como fuente de
radiacién y como blanco de radiacién, se pudo egtimar la
dosis absorbida por &rgano como una autodogis (sin radiacién
cruzada) para I-131-L19-SIP wusando los wvalores S del
software MIRDOSE 3.1.

Dosis por drgano de ratdédn {(mGy/ MBqg) :

Higado 50
Rifiones 160
Bazo 50
Pulmén 220
Ovarios 180-410 {dependiende del estado del ciclo

ovulatorio y de la expresidn de ED-B)



Utero 600

ovulatorio vy de la expresidén de ED-B)

Testiculeos 55

Sangre 130

Médula roja 50 (cdlculo basado en la dosis para sangre)

Tumor 940 (calculadc para un tumor de 100 mng)

Usando los

programa MIRDOSE 3.1,

{(dependiendo

del

residencia

para humanos para I-131-L19-SIP.

Dosis por drgano en humanos {(mGy/ MBqg) :

Adrenales

Cerebro

Mamas

Vegicula biliar
Pared LLI
Intestino delgado
Estdémago

Pared ULI

Pared del corazdn
Rifiones

Higado

Pulmones

Misculo

Ovarios

Pancreas

9,46E-02
1,64E-02
7,33E-02
1,00E-01
4,47E-01
1,10E-01
9,45E-02
2,11E-01
6,22E-02
1,86E-01
7,46E-02
7,04E-02
8,71E-02
8,07E-01

1,15E-01

calculados

s 61

ciclo

en el

se puede calcular la dosis absorbida
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Médula roja 9,11E-02
Superficie &sea 9,74E-02
Piel 7,20E-02
Bazo 7.,11E-0Q2
Testiculos 2,38E-01
Tiroides . 8,55E-02
Tiroide 8,54E-02
Pared de vejiga urinaria 7,19E-01
Utero 4,72E-01
Cuerpc completo 8, 78E-02
EQUIV DOSIS EFICAZ 3,60E-01
DOSIS EFICAZ 3,21E-01

Se concluyd que la médula roja vy log Organos
reproductores {(ovariog/atero vy testiculos) serian los
6rganos limitantes de la dosis. Sin embargo, la ventana
terapéutica segin les calculos dogimétricos  parecia
favorable y promisoria. Se encontrd una relacidn de dosis de
tumor a dosis de médula roja de 18. Por consiguiente, I-131-
L12~-STF presentd una dosis notable 18 veces mds alta
administrada al tumor que a la médula roja.

1.7 Estudio de tratamiento de tumores después de una
sola inyeccidon i.v. de I-131-L19-SIP en ratones desnudos
portadores de tumores

Se inyectd I-131-L19-SIP una vez por via intravenosa en

ratones desnudos portadores de U251 (glioblastoma) (peso
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corporal de 27 g aproximadamente). Las dosgsis investigadas
fueron de 37 MBg y 74 MBg, respectivamente. Ademds, se
investigdé un grupo de animales control (inyectados una vesz
con solucidén salina fisiclédégica). Durante los dias después
de la inyeccidén, se determind el tamafio del tumor (en mm?)
usando un calibre.

El crecimientec de tumores U251 en ratones desnudos
monitoreado después de una sola inyeccidén intravenosa de
golucidn salina fisioldgica Yy de I-131-L19-8TP,
respectivamente, se muestra en la figura 6.

Una scla inyeccién de I-131-L19-SIP a razdén de 74 MBg
por animal mostrd® un efecto pronunciado sobre el crecimiento
de tumores U251 dando como resultadec una estasis durante 18
dias. Los mismo se cumplid para el grupo de dosis baja (37
MBg) excepto por un ligerc crecimiento del tumor que comenzd
durante los Ultimos S5 dias para el grupo de dosis baja. Por
el contrario, los tumores del grupo control crecieron de
forma continua durante todo el periodo de observacidn.

Los resultados de esta investigacidén muestran el
excelente potencial de I-131-L19-SIP para el tratamiento de
tumores sélidos.

1.8 Deteccidn por imdgenes de I-123-L19-SIP después de
una sola inyeccidébn 1i.v. en ratones desnudos portadores de
tumores

La sustancia de 1la invencidén se inyectd por via
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intravenosa a una dosis de 9,25 MBg aproximadamente en
ratones desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) (peso
corporal 25 g aproximadamente). La deteccidn por imiAgenes
con camara gamma se realizdé a distintos tiempos después de
administrar la sustancia.

La centellografia lineal de I-123-L19-5IP en Ratones
desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) 4 horas después
de la inyeccidn y 24 horas después de la inyeccidn, permitid
observar claramente el tumor. A las 4 horas después de la
inyeccidén, ademds de la fuerte <captacidén en el tumor
solamente se pudo detectar un ligero nivel basal en el resto
del cuerpo (no unido a un 6rgano particular sinc derivado de
la sangre}. En tanto se mantuve la sefial en el tumor, la
sefial basal en el resto del cuerpo desaparecid en el tiempo.
Por consiguiente, a las 24 horas de post-inyecciédn solamente
se pudo detectar al tumor.

Los resultados de esta investigacidn muestran el
excelente potencial de I-123-L19-SIP para la deteccidédn por
im&genes de tumores sdlidos.

2. Ejemplos y experimentos adicionales

MATERIALES Y METODOS.

Preparacidén y expresién de scFv, inmunoproteina peguefla
{(SIP) y construccliones de scFv IgGl

El scFv{(L19) (Figura 1A} es un fragmento de anticuerpo

madurado por afinidad (kd = 5,4 x 10 M) dirigido
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especificamente contra el dominio ED-B de la fibronectina
(13 Pini et al., 1998). Se usd scFv(D1.3) (7 McCafferty et
al.; 26 Neri et al., 1997), una scFv lisgozima anti-clara de
huevo de ratdn como control. Estos scFv fueron expresados en
la Cepa HB2151 de E. coli {(Maxim Biotech, San Francisco CAa)
de acuerdo con Pini et al. {34 1997).

Mini-inmunoglobulina

Para construir el gen de la inmunoproteina pequefia L19
(L19-81IP) (Figura 1C) se amplificé la secuencia de ADN que
codifica scFv(L19) .con la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) usando la ADN polimerasa Pwo (Roche), de
acuerdo con las recomendaciones del proveedor, usando los
cebadores BC-618 (gtgtgcactcggaggtgcagctgttggagtctggyg: SEQ
ID N°: 8) y BCe619 {(gcctccggatttgattteccaccttggteccttggec: SEQ
ID N°: 9), gue contiene los sitios de restriccidn Apall vy
BspEI, respectivamente. El producto de la amplificaciédn
insertd en Apall/BspEI en el vector pUT-sSIP, que permite
obtener al gen scFv con una sefial de secrecidn, necesaria
para la secrecidn de proteinas hacia el medio extracelular.
El wvector pUT-£8IP se obtuve del vector pUT-SIP-long
descrito previamente (33 Li et al., 1997) después de
sustituir el dominio y1-CH3 constante humano por el dominio
CH4 de la iscforma secretora humana IgE IgE-S2 (gs—CH4; 35
Batista et al., 1996). CH4 es el dominio que permite la

dimerizacién en la molécula de IgE vy la isoforma gs; contiene



una cisteina por el extremo carboxilc terminal, ue
estabiliza al dimero IgE a través de un enlace disulfuro
entre cadenas. En la molécula SIP final el ScFv(L19) se ligd
con el dominio gq;-CH4 por medio de un ligador corto GGSG. El
gen SIP se recortd luego del plasmide pUT-eSIP-L1% con las
enzimas de restriccidn HindIII y EcoRI y se clond en el
vector de expresidén en mamiferos pcDNA3 (Invitrogen,
Groningen, Los Paises Bajos), que contiene al promotor del
citomegalovirus (CMV), con el fin de obtener la construccidn
pPcDNA3-L139-SIP.

La secuencia de ADN que codifica scFv(D1.3) se
amplificd usando los cebadores BC-721
(ctcgtgeactegeaggtgeagetgcaggagtca: SEQ ID N°: 10) y BC-732
{ctcteoeoggaccgtttgatectegegettggt: SEQ ID N°: 11) y se insertd
en ApaLI/BspEI en el vector pUT-e£SIP. El gen D1.3-SIP se
recortd luego del vector pUT-gSIP-D1.3 con las enzimas de
restriccién HindIII y EcoRI y se c¢lond en el pcDNA3, con el
fin de obtener la construccidn pcDNA3-D1.3-SIP.

Estas construcciones se usaron para transfectar células
de mieloma murino SP2/0 (ATCC, American Type Culture
Collection, Rockville, MD, EE.UU.) usando el reactivo de
transfeccién FuGENE 6 (Roche) segiin el protocolo para
células adherentes, optimizado por el proveedor. Los
transfectomas se cultivaron en DMEM suplementado con FCS 10%

y se seleccionaron usando geneticina 750 pg/ml (G418,
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Calbiochem, San Diego, CA).

IgGl

Para preparar IgGl completa, se recortd la regidn
variable de la cadena pesada de L19 (L19-VH}, junto con su
secuencia del péptido de secrecidn, con HindIII y XhoI del
L19-pUT-eSIP descritoc previamente y se ingertd en el vector
pUC-IgGl, que contiene al gen de la cadena pesada constante
humana y1 completa. E1 gen IgGl recombinante se recortd
luego del pUC-IgG1l-L19-VH con HindIII y EcoRI y se clond en
el pcDNA3, para obtener la construccidn pcDNA3-L19-IgGl.

Para preparar la cadena liviana L19 completa, se
amplificé L19-VL a partir de L19-pUT-eSIP (descrito
precedentemente) por PCR usande 1los cebadores RC-696
(tggtgtgcactcggaaattgtgttgacgcagte: SEQ ID N°: 12) y BC-697
(ctctcgtacgtttgatttccaccttggtec: SEQ ID N°: 13), que
contienen a los sitios de restriccidén Apalll y BsiWI,
respectivamente. Después de una digestidn con ApalLl y BsSiWI,
el producto de la amplificacidén se insertd en el vector pUT-
SEC~hCk gue contiene la secuencia de la sefial de secrecidn y
la secuencia de la cadena liviana constante k humana. El gen
recombinante de la cadena liviana se recortd luego del pUT-
SEC-hCx-L19-VL con HindIII y Xhol y se insertd en el pCMV2A,
un vector de expresidén de mamiferos, derivado del vector
pPcDNA3 por eliminaciédn del gen de resistencia a G418, para

obtener la construccidn pCMV2A-L19-k.
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Se usaron cantidades equimolares de estas
construcciones para cotransfectar células de mieloma murino
SP210 segun se describid precedentemente. Los clones
seleccionados con geneticina fueron examinados en un ELISA
por su capacidad para secretar la inmunoglcbulina quimérica,
completa con las cadenas pesada y liviana.

Todas las construccicnes de ADN fueron purificadas
usando el sistema Maxiprep de Qiagen (Hilden, Alemania) y se
confirmaron las secuencias de ADN de ambas cadenas de las
construcciones usando el conjunto de elementos dRhodamina
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction ABI PRISM (Perkin
Elmer, Foster City, CA). Todas las enzimas de restriccidn
(RE} eran de Roche Diagnostics (Milano, Italia), con la
excepcién de BsiWI (New England Biolabs, Beverly, MA).
Después de la digestidén con RE, los insertos y los vectores
se recuperaron de geles de agarosa usando el método Qiaquick
{Qiagen) .

Purificacién y control de calidad de los anticuerpos

Se realizé una cromatografia por inmunoafinidad para
purificar los diferentes anticuerpos de acuerdo con el
procedimiento descrito por Carnemolla et al. (24 1996).

Se usd ED-B conjugado con Sepharose 4B (Amersham
Pharmacia Biotech., Uppsala, Suecia) segin las instrucciones
del proveedor (24 Carnemclla et al., 96) inmunopurificar

todas las diferentes formas del anticuerpo L19, en tanto se
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usé una columna de lisozima de clara de huevo de gallina
(5igma, St. Louis, EE.UU.} conjugado con Sepharose 4B
(Amersham Pharmacia) para los anticuerpos D1.3.

Las formas inmunopurificadas de los anticuerpos L19-SIP
y L19-IgGl no requirieron purificacién adicional y fueron
dializadas contra PBS, pH 7,4, a +4°C. Dado gue 1los scFv
obtenidos de 1la cromatografia por inmuncafinidad estan
constituidos por dos formas, monomérica y dimérica, se
necesitd un segundo paso de purificacidén, como describieron
Demartis et al. (27 2001), para aislar esta Ultima forma. Se
prepararcon lotes de las diferentes formas de anticuerpo y se
analizaron usando SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y 1o
reductoras, inmunohistoguimica, cromatografia por exclusidn
del gitio (Superdex 200, Amersham Pharmacia Biotech) vy
experimentos de ELISA.

Los experimentos de electroforesis sobre gel
dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE), ensayo de
inmunoabsorcidén ligado a enzima (ELISA), cromatografia por
exclusidén de tamafio y ELISA con examen inmunohistoquimico
del medio de cultivo condicionado se efectud de acuerdo con
Carnemolla et al. (24 1996). Para revelar la expresidn de
las diferentes formas del anticuerpo L19, se inmovilizd el
fragmento recombinante 7B8S% (24 Carnemolla et al., 1998),
que contiene el dominio ED-B de FN, que incluye al epitope

reconccido por el L19, sobre inmunoplacas Maxisorp (Nunc,
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Roskilde, Dinamarca). Para detectar los anticuexpos D1.3 en
los experimentos de ELISA, se inmovilizd la lisozima de
¢lara de huevo de gallina (Sigma) sobre una superficie NH2
de placas EIA (Costar, Cambridge, MA}. Se usd una IgE anti-
humana de conejo conjugada con peroxidasa {Pierre, Rockford,
IL), diluida de acuerdo con las recomendaciones del
proveedor, como anticuerpo secundario para detectar los SIP.
Se usdé wuna IgG anti-humana de conejo conjugada con
peroxidasa (Pierre) en el caso de la IgGl. Para los scFv que
contienen la secuencia de marca FLAG, se usd un anticuerpo
monoclonal anti FLAG humanc de ratdn (M2, Kodak) y un
anticuerpo anti-ratdén de cabra conjugado con peroxidasa
(Pierre) como anticuerpos secundarios v terciarios,
respectivamente. En todos los casos, se detectd la
inmunorreactividad con el antigeno inmovilizado usando el
sustratc ABTS para peroxidasa (Roche) y se midid 1la
absorbancia fotométrica a 405 nm.

Se usd una columna para cromatografia Superdex 200
{Amersham Pharmacia) para analizar los perfiles de
filtracién por gel de los anticuerpos purificados bajo
condiciones nativas usando cromatografia liquida rdpida de
proteinas (FPLC; Amersham Pharmacia). La inmunchistoquimica
para diferentes seccicnes de tejido congelado se efectud
segun describieron Castellani et al. (22 1%94) y se aplicd

un gradiente de SDS-PAGE 4-18% de acuerdo con Carnemolla et
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al. (17 1989) bajo condiciones reductoras y no reductoras.

Animales y lineas celulares

Se obtuvieron ratones atimicos desnudos (hembras CDl de
8 semanas de vida nude/nude) de Harlan Italia (Correzzana,
Milano. Italia), ratones de la cepa 129 {(clon SvHsd) (8-10
semanas de vida, hembras) de Harlan UK (Oxon, Inglaterra).
Se adguirieron células de teratocarcinoma embrionarias de
ratdén (F9), células derivadas de melanoma humano (SK-MEL-28)
y células de mieloma de ratdn (SP2/0) de American Type
Culture Collection (Rockville, MD) . Para inducir la
formacidn de tumores, los ratones degnudogs recibiercon
inyecciones por via subcutdnea de 16 x 10° células SK-MEL-28
y los ratones de la cepa 129 3 x 10° células F2. El volumen
tumoral se determind con la siguiente férmula: (d)*xDx0,52,
donde d y D son, respectivamente, las dimensiones corta y
larga (cm) del tumor, medidas con un calibre. El albergue,
los tratamientos vy el sacrificio de logs animales se
efectuaron de acuerdo con la legislacidn nacional vigente
(Ley de Italia N° 116 del 27 de enero, 1992) con respecto a
la proteccién de animales usados con fines cientificos.

Radioiodacidén de los anticuerpos recombinantes

La radioiodacidén de las proteinas se realizd segun el
método indirecto de Chizzonite (36 Riske et al.,1991) usando
tubos de icdacidén pre-recubiliertas IODOGEN (Pierce) para

activar Na'®®*I (NEN Life Science Products, Boston, MA} de
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acuerdo con las recomendaciones del proveedor. En los
experimentos informados, se usdé 1,0 mCi de Na'*’I para 0,5 mg
de proteina. Las moléculas marcadas radicactivamente se

1257 1ibre usando columnas PD10 (Amersham

separaron del
Pharmacia) pre-tratadas con BSA 0,25% y equilibradas en PBS.
La radiocactividad de las muestras se establecid® usando un
contador vy Crystal (Packard Instruments, Milano, Italia). EL
ensayo de inmunorreactividad de la proteina marcada
radiocactivamente se efectud c¢con una columna de ED-B
Sepharose de 200 pl saturada con BSA 0,25% en PBS. Se aplicd
una cantidad conocida de anticuerpo radiociodado, en 200 pl
de BSA 0,25% en PBS, por arriba y se dejd que ingresara en
la columna. A continuacién, se lavd la columna con 1,5 ml de
BSA 0,25% en PBS para eliminar los anticuerpos que noc se
unieron especificamente. Finalmente, se eluyd el material
inmunorreactivo unido usando 1,5 ml de TEA 0,1 M, pH 11. Se
efectudé un recuento de la radiocactividad de material no
unido y unido y se calculd el porcentaje de anticuerpos
inmunorreactivos. La inmunorreactividad era siempre mayor
gque un 90%.

Para analizar adn mas log anticuerpos radioiodados se
cargd una cantidad conocida de proteina marcada
radioactivamente en 200 pl a la columna Superdex 200. E1
volumen de retencidén de las diferentes proteinas no varid

degpués de la radioiodacién. Para las tres formas de
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anticuerpo L19 radiociodadas y sus controles negativos, la
recuperacién de la radiocactividad de la columna Superdex 200
era del 100% (Figura 3A, 3B y 3C}.

Experimentos de biodistribucidn

Para bloquear la acumulacidén no especifica del ***Iodo
en el estémago y la concentracidn en tiroides, 30 minutos
antes de inyectar losg anticuerpos marcados radicactivamente,
los ratones recibieron por via oral 20 mg de perclorato de
sodio (Carlo Erba, Italia) en agua. Este procedimiento se
repitid a intervalos de 24h por toda la duracidn de los
experimentos de biodistribucién. Los ratones porﬁadores del
tumcr recibieron inyecciones en la vena de la cola de 0,1
nmoles de los diferentes anticuerpos marcados
radioactivamente (correspondiente a 6 ug de scFv, 8 ug de
SIP y 18 upg de IgG} en 100 pl de salina. Se sacrificaron
tres animales por tiempo, se recortaron los diferentes
érganos incluyendo el tumor, se pesaron, se efectud un
recuento en un contador y vy luego se fijaron con
formaldehido 5% en PBS, pH 7,4, ©para obtener las
microautorradiografias, de acuerdo con Tarli et al. (23
1999).

También se tomaron muestras de sangre para obtener
plasma para determinar la estabilidad de la mclécula marcada
radiocactivamente en el torrente sanguineo usando la prueba

de inmunorreactividad vya descrita y el analisis de



Y

filtracidn por gel. En ambos casos se usaron 200 pl de
plasma. El contenido radicactivo de los diferentes Organos
se expresd® como el porcentaje de dosis inyectada por gramo
(¥ ID/g). Los parametros de depuracidén (clearance) de sangre
de los anticuerpos radioiodados fueron ajustados con el
procedimiento de cuadrados minimog, usando el Programa
Kaleidagraph para MacIntosh (Synergy Scoftware, Reading PA,
EE.UU.) y la siguiente ecuacién:

X {t) = A exp (-(alfa t)) + B exp (-(beta t)

donde X (t) es el % 1ID/g de anticuerpo marcado
radioactivamente en el tiempo t. Esta ecuacidén describe un
perfil de depuracién de sangre bi-exponencial, en el cual la
amplitud de la fase alfa se define como A x 100 / (A + B) vy
la amplitud de la fase de eliminacién beta se define como B
x 100 / (A + B}). Alfa y beta son parametros de velocidad
relacionados con la vida media de las faseg correspondientes
de depuracién de sangre. T1/2 (fase alfa) = 1n2/alfa =
0,692.../alfa T1/2 (fase beta) = 1ln2/alfa = 0,692.../alfa.
X(0) era igual al 40%, correspondiente a un volumen de
sangre de 2,5 ml en cada ratén.
RESULTADOS
Preparacidén de los anticuerpos

Se usarcn las regiones variables de L19 (13 Pini et
al., 1998}, las diferentes formas del anticuerpo (scFv,

mini-inmunoglobulina e IgGl completa  humana) y  sus
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rendimientos in vivo para el reconocimiento dirigido de la
vasculatura tumoral.

En 1la figura 1 se muestran las construcciones
utilizadas para expresar las diferentes formas del
anticuerpo L19. B8Se prepararon construcciones similares
usando las regiones variables de los scFv especificos para
un antigeno nc relevante (D1.3: 7 McCafferty: 26 Neri et
al., 1997).

Para obtener los SIP e IgGl, se transfectaron células
de mieloma SP2/0 de murinos con las construcciones que se
muestran en la figura 1 y se seleccionaron los transfectomas
estables usando G418. Los mejores productores fueron
determinados por ELISA y estos clones fueron expandidos para
la purificacién del anticuerpo. La purificacién de las tres
formas del anticuerpo L19 se basd en la cromatografia por
inmuncafinidad wusando ED-B recombinante c¢onjugado con
Sepharose. Los rendimienteos fueron de aproximadamente 8 mg/l
para scFv(L19), 10 mg/l para L19-SIP, 3 mg/l para L19-IgGl.
Como proteinas control, se usd scFv{Dl.3) especifico para la
lisozima de huevo de gallina vy, usando las regiones
variables de scFv D1.3, se construyd D1.3-SIP. Estos dos
anticuerpos fueron purificadas con 1lisozima de huevo de
gallina conjugada con Sepharose. Los rendimientos fuercon de
8 v 5 mg/l, respectivamente. Como control para L19-IgGl se

usd la IgGl/k humana disponible comercialmente (Sigma).



El andlisis SDS-PAGE de las tres formas purificadas de
L19 se efectud bajo condiciones tantoc reductoras como no
reductoras. Para sgcFv(L19), la masa aparente era, segin lo
esperado, de 28 kDa aproximadamente bajo ambas condiciones
reductoras y no reductoras (no se muestra). E1 L19-8IP
mostrd una masa molecular cercana a 80 kDa bajo, y tenia una
masa de 40 kDa aproximadamente bajo condiciones reductoras.
Los resultados demostraron que mas del 95% de la molécula
nativa existe como un dimero ligadc covalentemente. E1l L19-
IgGl mostrd, seguin lo esperado, una banda principal de 180
kDa aproximadamente bajo condiciones no reductoras, en
tanto, bajo condicicones reductoras, mostrd dos bandas
correspondientes a la cadena pesada de 55 kDa
aproximadamente y a la cadena liviana de 28 kba
aproximadamente. Se obtuvieron los perfiles de elucién de
las tres formas del anticuerpo L19 analizadas por
cromatografia por exclusidn de tamafic (Superdex 200). En los
tres casogs se detectd un solo pico con una distribucidn
normal y que representaba mis del 98%. Con una curva de
calibracidn estédndar, las masas moleculares aparentes eran
de 60 kDa para scFv(L19}%, 80 kDa para L19-SIP y 280 kDa
para L19-IgGl. Ademds, se demostrd la ausencia de los
agregados moleculares que a menude estdn presentes en las
preparaciones de proteinas recombinantes v gue pueden

invalidar los resultados obtenidos en los estudios in vivo.
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Se obtuvieron resultadeos similares con los an&dlisis por SPS-
PAGE y cromatografia por exclusidn del sitio (Superdex 200)
realizados con las proteinas contreol purificadas.

Con estas tres formas diferentes de anticuerpc L19, se
efectuarcn andlisis inmunohistoguimicos utilizando secciones
congeladas de melanoma $K-MEL-28 humano inducido en ratones
desnudos y de teratocarcinoma murina F9 inducida en ratones
de 3a cepa 129, Se obtuvieron resultados OSptimos a
concentraciones tan bajas como 0,25-0,5 nM. Los tres
anticuerpos Ll9 purificados reconocieron estructuras
idénticas.

Estabilidad in vive de lag formas del anticuerpo L19
marcado radioactivamente

Para los estudios de bilodistribucién in vivo, se
utilizd melanoma SK-MEL-28 humano y teratocarcinoma F9 de
murinos. El1 tumoxr SK-MEL-28 presentaba un Indice de
crecimiente relativamente lento en tanto el tumor F39 crece
rdpidamente (Figura 2). Por ello, el uso del tumcr SK-MEL-28
permitié realizar experimentos de larga duracidén (hasta
144h), en tanto el tumor F9 era inducido para estudics de
biodistribucidn cortos {(hasta 48 h). Todos los experimentos
de bicdistribucidén se realizaron cuando 155 tumores median
aproximadamente 0,1-0,3 cm®. Para comparar las diversas
formas de anticuerpo, se inyectaron cantidades equimolares

{0,1 nmol) en 100 ul de salina estéril. Antes de la
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inyeccidn, los compuestos radioiodados pasaron por filtros
de 0,22 um y se verificd la inmunorreactividad y el perfil
de filtracién por gel (véase Materiales y métodos}. La
inmunorreactividad de las proteinas marcadas
radicactivamente siempre era de mas del 90%.

En la figura 3 A-C se muestran los perfiles del
andlisis de la filtracidn por gel (Superdex 200) de 1las
formas del anticuerpc L19 radiciodadas.

Se tomaron muestras de sangre de los animales tratados
a los diferentes intervalos de tiempo desde la inyeccidn y
se analizé la radioactividad presente en el plasma por
inmunorreactividad y mediante cromatografia de filtracidn
por gel. Los perfiles de filtracidén por gel mostraron un
sclo pico principal, que tiene la masa molecular de 1la
proteina inyectada, para las tres formas del anticuerpo L19.
Scolamente el perfil de scFv reveld un segundo pico con una
masa molecular wmads alta, lo que sugiere formacién de
agregados (Figura 3 D-F). AUn m&s, se observd formacidén de
grandes agregados de masa molecular que no eluian de la
columna Superdex 200 para scFv(L19)2. De hecho, en tanto la
recuperacidn de la columna Superdex 200 era del 90-100% de
la radicactividad aplicada para ambas formas L19-SIP y L19-
IgG, el rendimiento de la radiocactividad cargada de
scFv(L19)2 era del 55% aproximadamente. La radiocactividad

retenida solamente se recuperd después de lavar la columna
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para cromatografia con NaOE 0,5 M, lo que demuestra que los
agregados grandes eran blogueados en el filtro de columna
(Tabla 1}.

En la tabla 1 también se informan los resultados de la
prueba de inmunorreactividad realizada con plasma (véase
Materiales y métodos). Durante el transcurso de los
experimentes, L19-SIP vy L19-IgGl mantuvieron 1la misma
inmunorreactividad en plasma que los reactivos iniciales.
Por el contrario, ya a las 3 horas después de la inyeccidn
la inmunorreactividad de scFv{L19); en plasma se habia
reducido a menos de un 40%.

Experimentos de biodistribucién comparativos

En las tablas 2 a, b, ¢ y en la figura 4 se informan
los resultados obtenidos en los experimentos de
biodistribucién con los L19 marcados radioactivamente
anticuerpos en ratones portadores del tumor SK-MEL-28.

En las tablas 2 a, b, ¢ se muestra, en diferentes
tiempos desde la inyeccidén i.v. de los anticuerpos marcades
radioactivamente, el promedio (+ DE) del % ID/g de tejidos y
organos, incluyendo tumores.

En la figura 4 se representan las variaciones del %
ID/g de las diferentes formas del anticuerpc en tumor (A) y
sangre (B) en los diferentes tiempos de los experimentos,
asi como las relaciones (C) entre el % ID/g en tumor vy

sangre. Las tres formas del anticuerpo L19 se acumularon
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selectivamente en el tumor y la relacidn del % ID/g de tumor
y otros Grgancs se informan en la tabla 3.

Tal como lo demuestran las microautorradiografias, los
anticuerpos solamente se acumulan sobre 1la vasculatura
tumoral, en tanto no se observa una acumulacidn especifica
sobre la wvasculatura de los Organos normales. Por el
contraric, no se encontrd una acumulacidn especifica de las
moléculas control radiciodadas ni en tumores © en tejidos
normales {(Tablas 2 a, b, c).

Las tres formas del anticuerpo L19 mostraron una
depuracién mediada principalmente por el rifién, determinada
por recuento de muestras de orina. Segin lo esperado, la
velocidad de depuracidén era maycr para scFv(L19); y menoxr
para la L19-IgGl completa. El ajuste de la curva con una
funcidn biexponencial permitid obtener los valores de vida
media indicados en la tabla 4.

En la figura 5 se muestran las variaciones en el % ID/g
{+ DE}) de tumor y sangre obtenidas con scFv{L19)2 y L19-SIP
radioiodados usando el modelo de tumor de teratocarcinoma
F9. Debido a la gran actividad angiogénica del
teratocarcinoma F9, la acumulacidn de 1las wmoléculas
radicactiva en este tumor era 3 a 4 veceg mayor, 3 y 6 h
después de la inyeccidn i.v. que en el tumor SK-MEL-28 y era
persistentemente mayor durante las 48h de duracién del

experimento. Con respecto al tumor SK-MEL-28, se confirmd la



acumulacidén especifica en la vasculatura tumoral por
microautorradiografia, en tanto no se observd una
acumulacidn especifica en el tumor después de la inyeccidn
de las meléculas control. En la tabla 5 se informa el % ID/g
de L19{scFv) vy L19SIP, en diferentes tiempos después de la
inyeccién i.v., en tumores F3 y otros Srganos.

Sintesis de L19-SIP reducido

A una solucidén de 375 pg (5 nmol) de L19-SIP en 422 ul
de PBS se agregaron 50 ul -de solucién TCEP (14,34 mg de TCEP
X HC1l/5 ml de NayHPO, acucso, 0,1 M, pH = 7,4). La mezcla de
reaccidn se agitd suavemente durante 1h a 37 °C. Se purificéd
L19-8IP reducide por cromatografia sobre gel usando una
columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS). El an&lisis por
SDS-PAGE del producto aislado demostrd la transformacidn
cuantitativa de L19-SIP en L19-SIP reducido.

Rendimiento: 100,3 pg/200 pl de PRS (26,7%).

Sintesis de Tc-99m-L19-SIP

Se colocaron 3,0 mg L-tartrato disédico emn un vial
seguido de adicidén de 100,3 pg de L19-SIP reducido en 200 pl
de PBS vy la solucidén se diluyd con 100 pl de soluciédn
amortiguadora acucsa de NaHPO; (1 M, pH = 10,5). Se
agregaron 85 pl de eluato generador de Tc-99m (24h}) y 10 pl
de solucidén de 8nCl, (5 mg de SnCl,/1 ml HClL 0,1 M). La
mezcla de reaccidén se agitdé durante 0,5 h a 37 °C. El L19-

SIP marcado con Tc-99m se purificd por cromatografia sobre
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gel usande una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radiogquimico: 35,6%.

Pureza radioquimica: 90,2% (SDS~PAGE) .
Actividad especifica: 26,4 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 91,4 %

Sintesis de carboximetil-t-butil disulfuro de Tc-99m-
MAG2-L,19-8IP

Se calentd una solucién de 21,75 ml (0,312 mol) de
dcido l-mercaptoacético, 43,5 ml {0,312 mol) de trietilamina
y 100 g {0,312 wol} de N-{ter-butiltio)-N,N'-di-BOC-
hidrazina en 1 1 de EtOH (abs.) baj; reflujo (atmdsfera de
N,} durante 60 h. El1 EtOH se evapord bajo presidn reducida
hasta un velumen final de 200 ml aproximadamente. El1 residuo
se vertié en 1,8 1 de HO0 y el pH de 1la suspensidn
resultante se ajustd en 7,14 usando NaOH 5 molar. La di-BOC-
hidrazina se separd por filtracién y el pH de la solucidn
resultante se ajustd en 2,2 usando HCl concentrado al 50%.
El material crudo se extrajo con agua 3x y 600 ml de CH,Cl,.
Las capas organicas combinadas se secaron sobre MgSO, y el
solvente se evapord bajo presidn reducida obteniéndose 41,1
g (80%) como un  acelte amarillo. El material era
suficientemente puro para una sintesis adicional.

N-(benciloxicarbonil-Gly)Gly t-butiléster (Z-N-Gly} Gly
t-butiléster

Se agitd una solucién de 35,02 g {114 mmol) de Z-Gly-0O-
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succinimida y 15 g (114 mmol) de Gly-0-t-Bu en 1,4 1 de
CH;Cl, bajo atmdsfera N; a temperatura ambiente durante 20 h.
La capa orgdnica se lavd 3x con 250 ml de &cido citrico
acuoso 1%, 2x con 200 ml de NaHCO; acuoso saturado al 50% vy
1x con 200 ml de agua. La capa organica se secd sobre MgSO,
anhidro. La evaporacién de CH,Cl, bajo presidén reducida
permitid obtener 36,5 g (99%) de Z-Gly-Gly-0-t-Bu como un
aceite amarillo. El wmaterial crudo era suficientemente puro
para una sintesis adicional.

Gly-Gly t-butiléster

Se disolvieron 36,5 g (113 mmol) de Z-Gly-Gly-0O-t-Bu en
1 1 de THF seguido de la adicién de 3,65 g de paladio sobre
carbdn (10%). La mezcla se agitd bajo atmbésfera de H, {1
atm) durante 3 h a temperatura ambiente. La susgspensidn se
purgd con N, se filtrd (filtro PTFE: 0,45 pum) y el filtrado
se concentrd bajo presidén reducida cobteniéndose 20,3 g (95%)
de Gly-Gly-0-tBu como un aceite amarillo. El material crudo
era suficientemente puro para una sintesis adicional.

Glicil-glicina-t-butiléster, carboximetil-t-butil
disulfuro

Se agregd por gotas una soluclidn de 23,85 g (115,6
mmol} de DCC en 430 ml de CHyCl: a una solucidn de 21,76 g
(115,6 wmmol) de Gly-Gly-C-t-Bu, 20,82 g (115,6 mmol)} de
carboximetil-t-butil disulfuro y 13,3 g (115,6 mmol) de NHS

en 1 1 de CH;Cl,. La suspensidn resultante se agitd durante
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la noche bajo atmdésfera de N; a temperatura ambiente.
degpués de la filtracién la solucién resgultante se lavd 3x
con 400 ml de NaHCO; acuoso saturado al 50% y 1x con 400 ml
de agua. La capa organica seca (MgSO,) se evapord bajo
presidn reducida. El1 producto crudo se purificd por
cromatografia sobre gel de silice usando un gradiente de
solventes que variaba de CH,Cl,/MeOH 99:1 a CHyCl,/MeCH
98,5:1,5. Se aisglaron 26,1 g (64%) como un aceite amarillo.

Mercaptoacetil-glicil-glicina

Se disolvieron 26,32 g (75,09 mmol) de glicil-glicina-
t-butiléster carboximetil-t-butil disulfuro en 233 ml de TFA
bajo atmésfera de N,. La solucidn resultante se agitd
durante 20 min a temperatura ambiente. El TFA se evapord
bajo presién reducida (5-10 x 107 mbar) y el aceite
resultante se secd bajo agitacidn durante otras 2 h (5-10 x
107% mbar). Después de la adicién de 250 ml de Et;0 precipité
un polvo blanco y la suspensién se agitd durante 3 h. El
material se separd por filtracidn y se resuspendid en 100 ml
de Et,;0. La suspensién resultante se agitdé durante la noche,
el producto se separd por filtracién y el material se secd a
temperatura ambiente bajo presidén reducida obteniéndose
20,46 g (92,5%) como un polvo blanco.

NHS éster de mercaptoacetil-glicil-glicina

Se combindé wmercaptoacetil-glicil-glicina (1 g, 3,4

mmol) con N-hidroxisuccinimida (3291 mg, 3,4 mmol) en un



baldn seco y se disoclvieron en DMF anhidro {4 ml). Se agregd
bcCc (700 mg, 3,4 mmol) en dioxano anhidro {2 ml) con 1la
mezcla de reaccidn bajo agitacidén. Dentro de los 15 min
comienza a formarse un precipitado (DCU). Después de 1 h el
precipitado se separa por filtracidén bajo vacio. E1
precipitado se lavd con dioxano frio. El dioxano se separd
del filtrado. El producto se precipité de la solucidn
remanente de DMF por adicidn de dietiléter. El producto se
aisld por filtraciédn, se lavd con dietiléter fric y se secd

en un desecador de vacic durante la noche. Rendimiento: 1,33

Sintesis de Tc-99m-MAGZ2-£-HN(Lys)-L19-SIP

Se diluyeron 200 pg (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 111 pl de PBS con 300 pl de solucidén amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializd 2 x 1 h con 200
ml de solucidén amortiguadora de fosfato (0,1 M, pH 8,5)
empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc.,
Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 pl de solucidn de NHS
éster de mercaptoacetil-glicil-glicina (0,50 mg disueltos en
500 pl de solucif6n amortiguadora de fosfato, 0,1 M, pH 8,5)
y la mezcla de reaccidn se calentd durante 3 h a 379C. La
mezcla de reaccidn se dializd 2 x 1 hy 1 x 17 h (durante la
noche) con 200 ml de solucidn amortigquadora de fosfato (0,1
M, pH 8,5) por vez, emplean el equipo Slide-A-Lyzer 10.000

MWCO {(Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregarcn 3,0
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mg de L-tartrato disdédico al vial seguido de adicidén de 90
pl de eluato generador Tc¢-99m (eluido diariamente) y se
agregaron 25 pl de solucidén de SnCl, (5 mg de SnCl:/1 wml de
HCl 0,1 M). La mezcla de reaccién se agitd durante 0,5 h a
i7 °oC. El1 L19-SIP marcado con Tc-99m se purificd mediante
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 {(Amersham,

Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 55,1 %.

Pureza radiocquimica: 94,5 % (SDS-PAGE) .
Actividad especifica: 15,2 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 81,1 %

Sintesis de Re-188-L19-SIP

Se colocaron 3,0 mg de L-tartrato disddico en un vial
seguido de adicién de 150 pg de L19-SIP reducido-SH en 310
ul de PBS y la =zolucidn se diluyd con 100 pl de solucidn
amortiguadora acuosa de NayHPO, (1 M, pH = 10,5). Se
agregaron 100 ul de eluato generador de Re-188 y 50 pl de
golucidén de SnCl, (5 mg de 8SnCl,/1 ml de HCL 0,1 M). La
mezcla de reaccidn se agitd durante 1,5 h a 37°C. El L19-8IP
marcado con Re-188 se purificd por cromatografia sobre gel

ugando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radioguimico: 34,8 %.
Pureza radiogquimica: 97,2 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 13,5 MBg/nmel.

Inmunorreactividad: 91,7 %



Sintesis de L19-8IP reducido para una conjugacién
especifica de EDTA, CDTA, TETA, DTPA, TTHA, HBED, DOTA,
NOTA, DO3A y guelantes semejantes con el grupo cisteina-SH

Se agregaron 50 pl de solucidn de TCEP (14,34 mg TCEP X
HC1l/5 ml de Na,HPQ, acuoso, 0,1 M, pH = 7,4) a una solucidn
de 375 ng (5 nmol) de L19-SIP en 422 ul de PBS. La mezcla de
reaccidn se agitd suavemente durante 1 h a 37 °C. El Li9-SIP
reducido se purificd por cromatografia sobre gel usandc una
columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: solucidn amortiguadora de
acetato de scdio, 0,1 M, pH 5,0). El andlisis por SDS-PAGE
del producto aislado demostré la transformacidén cuantitativa

de L19-SIP en L19-SIP reducido. Rendimiento: 105,7 pg/200 pl

Sintesis de In-111-MX~-DTPA-maleimida-8{Cys)-L19-SIP-R

(R = reducido)

Se hicieron reaccionar 105 ug (2,8 nmol) de L19-SIP
reducido en 200 pl de solucidén amortiguadora de acetato de
sodio (0,1 M, pH 5) con %0 pl de 1,4, 7-triaza-2-(N-maleimido
etilen-p-amino)bencil-1, 7-bi (carhoximetil) -4-carboximetil-6-
metil-heptano disuelto (0,25 mg de DITPA-maleimida en 500 pl
de solucién amortiguadora de acetato de sodio, 0,1 M, pH 5)
durante 3 h a 37°C. La mezcla de reaccidn se dializd 2 x 1 h
con 200 ml de solucidén amortiguadora de acetato de sodio
(0,1 M, pH 6) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO

(Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.).
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Se agregaron 80 pl de solucidén de [In-111]1InCl, (HC1l, 1
N, 40 MBg, Amersham Inc.) vy la mezcla de reaccidn se calentd
a 37°C durante 30 min.

El DTPA-maleimida-S(Cysg)-L13-5IP marcado con In-111 se
purificd por cromatografia sobre gel usando una columna NAP-

5 {Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 51,6 %.

Pureza radioguimica: 97.2 % (SDS-PAGE) .
Actividad esgpecifica: 7,9 MBg/nmol.
Inmuncrreactividad: 88,5 %

Sintesis de MX-DTPA-maleimida {(1,4,7-triaza-2- (N-
maleimido-etilen-p-amino)bencil-1, 7-bis (carboximetil) -4-
carboximetil-6-metil-heptano)

Se disolvieron 512 mg (1 mmol} de &cido {[3-{4-amino-
fenil)-2- (bi-carboximetilamino) -propil} - [2-(bi-carboximetil-
amino) -propil] }-aminoacético (Macrocyclics Inc. Dallas, TX,
EE.UU.) v 707 mg {7 mmol) de trietilamina en 3 ml DMF secc.
Se agregaron, por gotas, 400 mg (1,5 mmol) de 2,5-dioxo-
pirrolidin-1-il-éster del &cido 3-{2,5-dioxo-2,5-dihidro-
pirrol-1-il) -propidnicce (Aldrich) en 1 ml de DMF seco. La
solucidén se agitd durante 5§ h a S0 °C. Se agregaron,
lentamente, 30 ml de dietiléter. La mezcla de reaccidn se
agitd durante otros 30 min. El precipitado se recolectd por
filtracidén. El producto crudc se purificd mediante RP-HPLC

(acetonitrilo:agua:acido triflucracético; 3:96,9:0,1 ->
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99,9:0:0,1). Rendimiento: 61% {405 mg, 0,61 mmol). MS-ESI:
664 = M' +1.

Sintesis de In-111-MX-DTPA-£-HN(Lys)-L19-SIP

Se diluyeron 200 pg (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 111 pl de PBS con 300 pl de solucién amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializaron 2 x 1 h con
200 ml de solucidn amortiguadora de borato de sodio (0,1 M,
PH 8,5) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO
(Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 pl de
solucidn de 1,4,7-triaza-2~(p-isotiocianato)bencil-1,7-
bis({carboximetil)-4-carboximetilé-metil-heptano {(MX-DTPA)
(0,33 mg de MX-DTPA disuelto en 500 ul de solucidn
amortiguadora de borato de sodio, 0,1 M, pH 8,5) y la mezcla
de reaccidn se calentd durante 3 h a 37°C. La mezcla de
reaccidén se dializé 2 x 1 h y 1 x 17 h (durante la noche)
con 200 ml de solucidn amortiguadora de acetato de sodio
(0,1 M, pH 6,0) por vez, empleando el equipo Slide-A-Lyzer
10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.).

Se agregaron 80 1l de sclucidn de [In-111]InCl; (HC1l, 1
N, 40 MBg, Amersham Inc.) y la mezcla de reaccidn se calentd
a 37°C durante 30 min. El MX-DTPA-g-HN(Lys)-L19-SIP marcado
con In-111 se purificd por cromatografia sobre gel usando
una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).
Rendimiento radioguimico: 72,4 %.

Pureza radioguimica: 80,2 % (SDS-PAGE}.



Actividad especifica: 8,8 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 77,5 %

Sintesis de In-111-DOTA-C-bencil-p-NCS-£-HN(Lys)-L19-
SIP

Se diluyeron 200 pg (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 108 pl de PBS con 300 upl de solucidn amortiguadora de
borato de scdio (0,1 M, pH 8,5) y se dializaron 2 x 1 h con
200 ml de solucidn amortiguadora de borato de sodio (0,1 M,
PH 8,5) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO
(Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 pl de
solucidn de dcido 1,4,7,10-tetra-aza-2- (p-
isotiocianato)bencil-ciclododecan-1,4,7,10-tetraacético
(bencil-p-SCN-DOTA, Macrocyclics Inc., Dallas TX, EE.UU.)
(1,5 mg de bencil-p-SCN-DOTA disuelto en 5 ml de solucidn
amortiguadora de borato de sodio, 0,1 M, pH 8,5) a la
solucidn y la mezcla de reaccidn se calentd durante 3 h a
37¢C. La mezcla de reaccidn se dializd 2 x 1 h y 1 x 17 h
{durante la noche) con 200 ml de solucidn amortiguadora de
acetate de sodic (0,1 M, pH 6,0) por vez, empleando el
equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL,
EE.UU.).

Se agregaron 80 ul de solucidn de [In-111]1InCl; (HCL, 1
N, 40 MBg, Amersham Inc.) y la mezcla de reaccidn se calentd
a 37 °C durante 30 min. El1 DOTA-C-bencil-p-NCS-g-HN(Lys)-

L19-SIP marcado con In-111 se purificd por cromatografia
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sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente:

PBS) .

Rendimiento radioquimico: 70,8 %.

Pureza radioquimica: 92,1 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 10,1 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 75,1 %

Sintesis de Y-88-MX-DTPA-&-IN(Lys)-L19-SIP

Se diluyeron 200 ug (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 110 pl de PBS con 300 pl de solucidn amortiguadora de
berato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializaron 2 x 1 h con
200 ml de solucidén amortiguadora de horato de sodio (0,1 M,
pH 8,5) empleandec un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO
{Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 pl de
solucidn de MX-DTPA (0,33 mg de MXDTPA disuelto en 500 pl de
solucidn amortiguadora de borato de sodio, 0,1 M, pH 8,5) vy
la mezcla de reaccidn se calentd durante 3 h a 37°C. La
mezcla de reaccidn se dializé 2 x 1 h y 1 x 17 h (durante la
noche) con 200 ml de solucién amortiguadora de acetato de
sodio (0,1 M, pH 6,0) por vez, empleando el equipo Slide-A-
Lyzer 10.000 MWCC (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.).

Se agregaron 100 nl de solucidén de [¥Y-88]Y¥Cl; (HCL, 1
N, 75 MBg, Oak Ridge National Lab.) y la mezcla de reaccidn
se calentd a 37 °C durante 30 min. El MX-DTPA-e-HN({Lys)-L19-
5IP marcado con Y-88 se purificd por cromatografia sobre gel

usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS}.
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Rendimiento radioquimico: 68,1 %

Pureza radioquimica: 91,5 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 11,4 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 70,5 %

Sintesis de Lu-177-DOTA-C-bencil-p-NCS -g£-HN(Lys)-219-
SIP

Se disolvieron 200 ug (2,66 nmol) de L19-SIP no
reducido en 120 ul de PBS con 300 pl de solucidn
amortiquadora de borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) vy se
dializaron 2 x 1 h con 200 ml de solucidn amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) empleando un equipo Slide-A-
Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.)}. Se
agregaron 50 pl de soclucidén de bencil-p-SCN-DOTA (1,5 mg
disueltos en 5 ml de sgolucién amortiguadora de borato de
sodioc, 0,1 M, pH 8,5) y la mezcla de reaccidn se calentd
durante 3 h a 379C. La mezcla de reaccidn se dializé 2 x 1 h
y 1 x 17 h {(durante la noche}) con 200 ml de solucién
amortiguadora de acetato de sodio (0,1 M, pH 6,0) por vez,
empleandc el equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc.,
Rockford, IL, EE.UU.).

Se agregaron 200 ul de solucidn de [Lu-177)LuCl; (HCI,
1 N, 80 MBg, NRH-Petten, Los Palises Bajos) y la mezcla de
reaccién se calentd a 37 °C durante 30 min. E1 DOTA-C-
bencil-p-NCS-e¢-HN(Lys)L13-SIP marcado con Lu-177 se purificd

por cromatografia scbre gel wusando una columna NAP-5
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(Amersham, Eluyente: PBS}).

Rendimiento radioquimico: 72,2 %

Pureza radioquimica: 94,9 % (SDS-PAGE) .
Actividad especifica: 18,3 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 73,4 %

Distribucidn en Srgancs y excrecién de In-111-PU-DTPA-
LI9S-SIP después de una sola inyeccidn i.v. en ratones
desnudos portadores de tumores

Los péptidos marcades de la invencidn fueron inyvectados
por via intravenosa a una dosis de aproximadamente 37 kBg en
animales portadores de F9 (teratocarcinoma) (pesc corporal
de 25 g aproximadamente). Se mididé la concentracidén de
radiocactividad en diversos o6rganos y la radicactividad
excretada usando un contador y en diversos tiempos después
de administrar la sustancia.

La biodistribucién de In-111-MX-DTPA-L19-SIP en ratones
desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma} {(media + DE, n =
3) se muestra en la tabla 6.

Distribucién en d&rganos y excrecidn de Tc-99m-L19-SIP
después de una sola inyeccidn i.v. en ratones desnudos
portadores de tumores

Los péptidos marcados fueron inyectados por via
intravenosa a una dosis de 56 kBg aproximadamente en
animales portadores de F9 (teratocarcinoma) (peso corporal

de 25 g aproximadamente). Se midié la concentracidn de
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radicactividad en diversos O&rganos y la radiocactividad
excretada usando un contador y en diversos tiempos después
de administrar la sustancia. Ademis, ge determind la
relacidén de tumor a sangre en diverscos tiempos basado en la
concentracidn del péptido en tumor y sangre.

La Dbiodistribucién de Tc-99m-L19-SIP en ratones
desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) (media + DE, n =
3) se muestra en la tabla 7.

La relacidén de tumocr a sangre de Tc-99m-L19-SIP en
ratones desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) (media +
DE, n = 3) se muestra en la tabla 8.

Los péptidos marcados radicactivamente demostrarcon dque
tienen propiedades favorables en los experimentos con
animales. Por ejemplo, el DTPA-g-HN(Lys)-L19-SIP marcado con
Tc-99m-L19-5IP y In-111-MX presentd una gran acumulacidn en
tumores de % dosis inyectada por gramo (ID/g) 1 hora después
de la inyeccién (p.i.) del 17,2 (T¢c-99m ) o 12,9 (In-111).
Se observd una retencidén significativa en el tumor del 9,4
{Tc-99m) o 13,0 (In-111) % ID/g a las 24 horas p.i.. Por
consiguiente, la captacidn en tumor es significativamente
mayor en comparacién con otros fragmentos de anticuerpo
conocidos marcados con In-111 o Tc¢-99m (poxr ejemplo
Xobayashi et al., J. Nuc. Med., Vol. 41(4), pags. 755-762,
2000; Verhaar et al., J. Nuc. Med., Vol. 37(5), pags. 868-

872, 1996). La depuracidén de sangre del compuesto condujo a
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relaciones de tumor/sangre de 13:1 y 6:1, respectivamente, a
las 24 h p.1i.

Ma&s notable aln, el In-111-MX-DTPA-s-HN(Lys)-L19-SIP
mostxrd una captacidén y retencidén significativamente menor en
rifibn (22,5 % ID/g) que otros fragmentos de anticuerpo

recombinante marcados con In-111 altamente retenidos (120 %

ol

ID/g) como se describe por ejemplo en Kobayashl et al. a las
24 h de p.i. La retencién en rifiébn es un problema muy comin
y habitualmente dificulta el uso de compuestos marcados con
lantanidos en las radioterapias.

Los resultados experimentales demuestran el excelente
petencial de los radioinmunoconjugados que se describen en
la presente para aplicaciones de diagndstico y terapéuticas,
preferentemente aplicadas al paciente mediante una
administracidén parenteral.

DISCUSION

La observacidn que las drogas anticancerosas
citotdxicas se localizan més eficazmente en tejidos normales
gue en los tumores (37 Bosslet et al., 1998) desencadend una
oleada de estudios que investigaban la posibilidad de un
suministro de drogas selectivo a los tumores. Sin embargo,
un reconocimiento dirigido eficaz de tumores tiene dosg
requisitos principales: 1) un blanco en el tumor gue sea
especifico, abundante, estable y facilmente dispenikble para

las moléculas de ligando que provienen del torrente



76

sanguineoc y 2) una mclécula de 1ligando con propiedades
farmacocinéticas adecuadas que difunda facilmente desde el
torrente sanguineo hacia el tumor y gue tenga una gran
afinidad por el blanco para asegurar una acumulacidn eficaz
vy selectiva en el tumor.

Debido a sus caracteristicas distintivas, el
microambiente tumoral es un posible blanco gque incluye a
todos los tumoral. De heche, el avance del tumor induce (v
posteriormente necesita) modificaciones significativas en
los componentes del microambiente tumoral, en particular en
los de la matriz extracelular (ECM). Las moléculas que
conforman la ECM de 1los tumores s&lidos difieren tanto
cuantitativamente como cualitativamente de las de la ECM
normal. Mas atn, muchos de estos componentes de la ECM del
tumor son compartidos por todos los tumores sdlidos, gque
explica las propiedades y funciones generales tales como
invasién celular (tanto de c¢élulas normales en tejidos
tumorales como de células cancerosas en tejidos normales) y
angiogénesis. Entre las numerosas moléculas que constituyen
la ECM tumoral modificada, los inventores de la presente han
centrado su atencién en una isoforma de FN gque contiene al
dominio ED-B (B-FN} .

El dominio B-FN se expresa ampliamente en la ECM de
todos los tumores sdlidos evaluados hasta el momento vy

constantemente se asocia con los procesos anglogénicos (22

%
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Castellani et al., 1994), pero por lo demds no es detectable
en los tejidos adultos normales {17 Carnemolla et al.,
1989). El direccicnamiento de agentes terapéuticeos hacia la
ECM subendotelial supera los problemas asociados con la
hipertensién intersticial de los tumores sélidos (38 Jain et
al. 1988; 39 Jain, 1997; 40 Jain RK, 1999).

El L19 (13 Pini et al. 1998; 25 Viti, Canc. Res., 23
Tarli, et al., 1999), un scFv con una gran afinidad (Kd =
5,4 x 10" M) por el dominio ED-B de FN, se acumula
selectiva y eficazmente in vivo alrededor de 1la neo-
vasculatura tumoral y puede transportar y concentrar
selectivamente en la masa tumoral cualquiera de numercsas
moléculas terapéuticas con las cuales estd conjugado (28
Birchler et al., 1999; 29 Nilsscn, et al., 2001; 30 Halin et
al,2002; 31 Carnemolla et al., 2002). También ce ha
demostrado en pacientes la capacidad de L19 para reconocer
selectivamente a los tumores usando técnicas
centellegraficas.

En la presente memoria descriptiva se describe la
marcacidn de una inmunoproteina pequeria {SIP) COTL
radiolsdtopos, sobre el uso de la STIP marcada
radicactivamente y sobre el rendimiento del reconocimiento
dirigido de la wvasculatura de tumores y la farmacocinética
de tres formas diferentes del anticuerpo L19 humano: el

scFv, la mini-inmunoglobulina/inmunoproteina pequefia y la

N



IgGl completa humana.

La molécula SIP se obtuvo por fusidn del scFv(L19) con
el dominio €CH4 de la isoforma secretora S; de la IgE
humana. El &CH, es el dominio que permite la dimerizacidn de
las moléculas de IgE y la isoforma S, contiene una cisteina
por el extremo COOH terminal que estabiliza covalentemente
el dimero a través de un enlace disulfuro intercatenaria (35
Batista et al., 1996). Los sitios de unidén de IgE para FceRI
residen en el dominio CH3 {41 Turner v Kinet, 1999; 42
Vangelista et al., 1999; 43 Garman et al., 2000), entonces
el scPv fusionado al dominio €CH4 de acuerdo con
realizaciones de la presente invencién no activa teodo el
sefialamiento que conduce a reacciones de hipersensibilidad.

Se estudid el rendimiento de estas tres formas en dos
modelos diferentes de tumores en ratdn: en teratocarcinoma
F9 de murino y en melanoma SK-MEL-28 humano. E1 primero es
un tumor de crecimiento rapido que, una vez implantado, mata
a los animales en dos semanas aproximadamente. Por otro
lado, el tumor SK-MEL-28 presenta una curva de crecimiento
bifaésica, con una fase de crecimiento répido temprano
seguido de una segunda fase mids lenta. Se ha demostrado
previamente gque la cantidad de ED-B en el teratcocarcinoma F9
permanece estable durante el crecimiente del tumor (23
Tarli, et al., 1999); por el contrario, el ED-B se acumula

en el melanoma SK-MEL-28 proporcionalmente a la capacidad
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del tumor para crecer (23 Tarli et al., 1999), con abundante
ED-B en la primera fase y una menor cantidad en la segunda.
El uso del tumor de melanoma SK-MEL-28 permitid llevar a
cabo estudios a largo plazo sobre la biodistribucidn sin
variaciones dramiticas de la masa tumoral (Figura 2) que
podria dar 1lugar a una interpretacidn errdnea de los
resultados.

Los estudios comparativos de las tres formas del
anticuerpo L1% en términos de estabilidad in vivo mostraron
que L19-SIP y L19-IgGi mantuvieron, durante toda la duracién
de los experimentos (144 h), la misma inmunorreactividad y
masa molecular en plasma que antes de la inyeccidn. Por el
contrario, el scFv (L19) perdid rapidamente su
inmunorreactividad en plasma y generd agregados gue eran
demasiado grandes como para ingresar en la columna de
cromatografia para filtracién por gel. Es muy probable que
dicha agregacidén del scFv sgea responsable de la relacién
entre el % ID/g del tumor y pulmdn, dado que los agregados
podrian acumularse en la microvasculatura del pulmdn (Tabla
3). Para los tres formatos, la depuracidén de sangre tiene
lugar principalmente por el rifidn, mostrando una curva
bifdsica con una fase o y una fase (3, comoc se muestra en la
tabla 4, gue es 1inversamente proporcional al tamano
molecular.

La acumulacién de las diferentes formas del anticuerpo
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en los tumores estudiados era consecuencia de la velocidad
de depuracién y la estabilidad in vivo de las moléculas. Con

el scFv, el porcentaje maximo de dosis inyectada por gramo

oe

{ ID/g} se observd 3h después de la inyeccidén del
anticuerpo marcade radiocactivamente vy luego disminuyd
rapidamente. Con el SIPE, el % ID/g en los tumores era 2-5
veces mas alto que el de scFv, alcanzando un maximo 4-6
horas después de la inyeccidn. Este patrdn se observd en
ambos tumores F9 vy SK-MEL-28. Por el contrario, la
acumulacidén de IgGl en tumores aumentd de forma constante
durante los experimentos. Sin embargo, debido a su
depuracién 1lenta, la relacidén de tumor-sangre para % ID/g
después de 144 horas s6lo era de 3 aproximadamente, en
comparacidn con una relacién de 10 para el scFv y 70 para el
SIP después del mismo periodo de tiempo (Figura 4).

Estas mismas propiedades distintivas de estabilidad,
depuracién y rendimiento del reconocimiento dirigido de
tumores in vivo que emplea las tres formas del anticuerpo
estudiadas aqui se pueden aprovechar para diferentes fines
de diagnéstico y/o terapéuticos, dependiendc de 1las
necesidades clinicas y de 1la enfermedad. Por ejemplo, los
anticuerpos marcados radicactivamente gue muestran buenas
relacicnes de tumor-6rgano y tumor-sangre rapidamente
después de la inyeccidn son los que se necesitan para un

diagnésticeo por inmunocentellografia in vivo, principalmente
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porque se usan isétopos de vida media corta en dichos
andlisis.

Hay diferentes enfoques posibles con el uso de
anticuerpos como vehiculo para agentes terapéuticos: el
suministro de sustancias que ejercen sus efectos
terapéuticos después de alcanzar el blanco (por ejemplo,
fotosensibilizadores activados solamente sobre los blancos),
para las cuales la cantidad abscluta suministrada al tumor
es relevante; el sumiﬁistro de sustancias gue ejercen sus
efectos terapéuticos y tdxicos alGn antes de alcanzar el
blanco (por ejemplo, el emisor £ itrio%0}, para las cuales
se debe prestar particular atencién con la relacidn al area
bajo la curva de la acumulacidén en tumor y sangre en funcidn
del tiempo, con el fin de minimizar la toxicidad sistémica vy
para maximizar el efecto terapéutico anti-tumoral.

Por ejemplo, el L12-SIP parece ofrecer el mejor
compromisc entre estabilidad molecular, velocidad de
depuracién y acumulacidén en el tumor. Ya sea han descrito
proteinas de fusidn similares compuestas de fragmentos de
anticuerpo scFv unidos a un dominio dimerizante (44 Hu et
al, 1996; 33 Li et al., 1997), perc en ambos casos se usd el
y1CH3 humano como dominio dimerizante. El1 uso del dominio
€52CH4 humano provee una mahera sencilla de lograr una
estabilizacidédn covalente del dimerec. Ademas, se puede

reducir facilmente el puente disulfuro formadeo por los
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residuos cisteina C-terminales bajo condicicnes
suficientemente suaves como para preservar la estructura
general de la molécula, proporcionando asi un grupo reactivo
fadcilmente accesible para una marcacidn radiocactiva o una
conjugacion quimica. Esta caracteristica parece
particularmente promisorio en vista del potencial clinico.

El L19-IgGl se acumula abundantemente en los tumores vy
alin cuando esta acumulacidn es desplazado por una velocidad
de depuracidén lenta de la sangre, se puede usar el
procedimiento de tres pascs para eliminar los anticuerpos en
circulacién para permitir su uso mno s8dlec con fines
terapéuticos sinc también en la inmunocentellografia de
diagndéstico {45 Magnani et al. 2000)
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(I*) y recuperacidn de la radicactividad (R) de Superdex

Tabla 1. Inmunorreactividad

200 para los anticuerpos marcados radioactivamente, en diferentes tiempos después de la

inyeccidn i.v.

Tiempo 3 6 24 48 72 144
(h)
I R I R I R I R I R T R
L19(scFv) 36 54 32 58 27 nd 14 nd 9 nd 4 nd
L19S5I® 100 100 100 96 100 24 95 96 100 nd 95 nd
L19TgGl 100 100 100 100 95 100 100 100 100 100 95 100

Los valores de inmunerreactividad (%) y recuperacién de la radicactividad (%) de

Superdex 200 se determinaron en plasma como se describe en Materiales y métodos.

* Para normalizar los valores, los resultadcs de la prueba de inmunorreactividad

se refieren a los valores porcentuales de la inmunorreactividad antes de la inyeccién

i.v.

nd: no determinado

0y
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Tabla 2a., Experimentos de biodistribucién de fragmentos de anticuerpo D1.3 y L19

marcados radioactivamente en ratones portadores del tumor SK-MEL-28

L19 (scFv)
3h 6h 24h 48h 72h l44h
TUMCR 2,47 + 0,65 2,01 + 0,72 1,62 + 0,43 0,95 + 0,14 0,68 + 0,04 0,32 +0,14
Sangre 1,45 + 0,58 0,54 + 0,12 0,10 + 0,03 0,04 + 0,01 0,03 %+ 0,02 0,03 + 0,01
Higado 0,48 + 0,20 0,18 + 0,05 0,04 + 0,01 0,02 x+ 0,00 0,02 + 0,01 0,02 + 0,00
Bazo 0,67 + 0,28 0,27 + 0,04 0,07 £ 0,02 0,03 + 0,00 0,02 + 0,01 0,02 + 0,00
Rifién 4,36 + 0,32 1,67 + 0,08 0,16 + 0,01 0,06 + 0,01 0,04 + 0,02 0,03 + 0,00
Intestino 0,77 + 0,21 0,57 + 0,05 0,24 + 0,06 0,17 + 0,04 0,12 + 0,05 0,09 + 0,01
Corazdn 0,77 + 0,20 0,31 + 0,07 0,07 + 0,02 0,02 + 0,00 0,02 + 0,01 0,02 + 0,00
Pulmédn 2,86 £ 0,34 1,50 + 0,67 1,07 + 0,42 0,73 + 0,39 0,55 + 0,11 0,51 + 0,22
D1.3(scFv)
3h 6h 24h 48h 72h i44h
TUMOR 1,03 + 0,74 0,87 + 0,42 0,15 x+ 0,10 0,07 £+ 0,02 nd nd
Sangre 1,52 + 0,86 0,81 % 0,13 0,02 + 0,00 0,01 + 0,00 nd nd
Higado 1,19 + 0,65 0,66 + 0,26 0,14 + 0,04 0,03 + 0,08 nd nd
Bazo 1,05 £ 0,88 0,42 + 0,33 0,07 + 0,02 0,05 + 0,01 nd nd
Rifidn 3,01 + 2,48 1,83 4+ 0,76 0,48 + 0,01 0,18 + 0,05 nd nd
Intestino 0,56 + 0,54 0,56 + 0,13 0,17 + 0,03 0,02 + 0,01 nd nd
Corazdn 0,86 + 0,54 0,55 + 0,84 0,02 +# 0,01 0,01 + 0,00 nd nd
Pulmdn 1,28 + 0,65 1,06 + 0,88 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 nd nd

Los resultados se expresan comoc el porcentaje de dosis inyectada de anticuerpo por
gramo de tejido (% ID/g)z: DE

nd: nc determinado

ay
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Tabla 2b. Experimentos de Dbiodistribucién de L19-8IP y D1.3-8IP marcados

radiocactivamente en ratones portadores del tumor SK-MEL-28

L19SIP
3h 6h 24h 48n 72h 144h
TUMOR 5,23 + 0,65 6,14 + 2,23 4,20 + 2,47 2,57 + 0,31 2,33 + 0,90 1,49 + 0,65
Sangre 9,82 + 0,68 5,03 + 0,52 1,39 + 0,06 0,29 + 0,04 0,08 + 0,02 0,02 + 0,01
Higado 2,65 + 0,14 1,74 + 0,31 0,50 + 0,04 0,19 # 0,01 0,10 0,02 0,05 + 0,01
Bazo 3,76 + 0,36 2,43 + 0,24 0,71 + 0,05 0,26 + 0,04 0,13 + 0,01 0,17 + 0,18
Rifién 7,33 £ 0,91 3,87 + 0,21 1,09 + 0,05 0,30 + 0,04 0,14 + 0,02 0,05 + 0,01
Intestino 1,45 + 0,24 1,44 + 0,29 1,06 + 0,43 0,56 + 0,08 0,40 + 0,08 0,18 + 0,00
Corazén 4,16 + 0,30 2,15 ¢+ 0,08 0,52 + 0,05 0,13 + 0,03 0,06 £ 0,01 0,02 + 0,01
Pulmén 7,72 + 0,60 5,41 + 0,55 1,81 + 0,40 0,59 + 0,29 0,19 + 0,03 0,05 ¢ 0,01
D1.3SIP
3h 6h 24h 48h 72h 144h
TUMOR 3,80 + 0,30 1,65 f 0,12 0,70 + 0,00 0,26 + 0,01 0,07 + 0,01 0,04 + 0,03
Sangre 10,40 + 0,81 4,45 + 0,14 1,21 + 0,01 0,32 + 0,00 0,08 + 0,0L 0,06 + 0,02
Higado 4,05 + 0,98 2,73 + 0,33 1,43 + 0,07 0,5L + 0,21 0,15 + 0,08 0,02 + 0,01
Bazo 3,31 + 0,66 1,76 + 0,50 0,82 + 0,12 0,46 + 0,20 0,15 + 0,05 0,04 + 0,02
Rifién 8,41 + 0,49 4,64 + 0,06 1,47 + 0,05 0,36 + 0,03 0,16 + 0,03 0,06 + 0,01
Intestino 2,03 % 0,55 1,06 + 0,20 1,02 + 0,06 0,14 + 0,03 0,08 % 0,02 0,12 + 0,04
Corazén 3,28 + 0,20 1,81 + 0,02 0,29 + 0,01l 0,06 + 0,00 0,05 + 0,01 0,04 + 0,01
Pulmén 6,16 + 0,28 4,52 + 0,07 1,16 + 0,05 0,09 + 0,00 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01

Los resultados se expresan como el porcentaje de dosis inyectada de anticuerpo por
gramc de tejido (% ID/g)+ DE

nd: no determinado

1844
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Tabla 2c. Experimentos de biodistribucién de L19IgGl y hIgGlk marcados radiocactivamente

en ratones portadores del tumor SK-MEL-28

L19 IgGl
3h 6h 24h 48h 72h 144h
TUMCR 4,46 + 0,08 5,38 + 1,01 6,70 + 2,10 7,80 + 2,51 8,%0 t+ 2,52 11,22 + 3,19
sangre l6,04 + 0,81 12,02 + 1,65 8,31 + 1,77 5,12 + 1,42 5,02 ¢+ 3,81 4,87 + 0,26
Higado 6,03 + 0,37 6,77 + 0,53 2,41 + 0,35 1,45 + 0,41 1,26 + 0,71 1,09 + 0,16
Bazo 6,63 + 1,34 6,37 + 1,37 2,51 + 0,47 2,01 + 0,32 1,80 + 1,02 1,51 + 0,29
Rifién 6,47 + 0,39 5,12 + 0,47 3,07 + 0,35 1,73 + 0,63 1,54 + 1,14 1,12 + 0,44
Intestino 1,60 + 0,39 1,35 + 0,65 1,43 + 0,19 1,13 + 0,32 1,13 + 0,98 0,97 + 0,47
Corazdén 5,63 + 0,67 4,77 £ 0,52 2,87 £ 0,45 1,48 £ 0,51 1,32 + 1,09 0,92 + 0,37
Pulmdn 6,55 + 0,65 5,15 &+ 0,62 4,16 3 0,66 2,28 x 0,80 1,98 + 1,60 1,42 + 0,45
higGlk
3h &6h 24h 48h 72h la4h
TUMOR nd 3,28 + 0,38 4,00 + 0,22 2,78 + 0,20 nd 2,32 + 0,26
Sangre nd 10,12 & 0,35 7,87 + 0,25 6,24 + 0,34 nd 5,41 + 0,51
Higado nd 4,02 + 0,09 2,06 ¢ 0,10 1,90 £+ 0,24 nd 1,28 + 0,03
Bazo nd 4,47 + 0,28 1,82 + 0,01 1,42 + 0,19 nd 1,24 + 0,03
Rifidn nd 5,40 t 0,19 2,56 .+ 0,06 2,08 % 0,22 nd 1,30 + 0,15
Intestino nd 0,72 + 0,07 0,46 0,05 0,36 £ 0,03 nd 0,31 z 0,01
Corazdn nd 3,80 + 0,15 2,52 + 0,21 0,29 + 0,18 nd 1,48 + 0,13
Pulmén nd 4,82 + 0,92 3,64 1+ 0,08 1,75 + 0,32 nd 1,02 + 0,13

Los resultados se expresan como el porcentaje de dosis inyectada de anticuerpo por
gramo de tejido (% ID/g)z+ DE

nd: no determinado

07
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Tabla 3. Relaciones de tumor-S8rganc del % ID/g de las formas del anticuerpo L19 marcado

radiocoactivamente en ratones portadores del tumor SK-MEL-28,

L19 (ScFv) L19-8IP L19 IgGl

Tiempo (h) |3 6 24 48 72 144 3 6 24 48 72 144 |3 6 24 48 72 144
TUMOR i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sangre i,7 3,7 16,2 23,7 22,7 10,7|0,5 1,2 3,0 8,9 29,1 74,5/0,3 0,4 0,8 1,5 1,8 2,3
Higado 5,1 11,1 40,5 47,5 34,0 16,0)2,0 3,5 8,4 13,5 23,3 29,8|0,7 0,8 2,8 5,4 7,1 6,3
Bazo 3,7 7,4 23,1 31,6 34,0 16,0(1,4 2,5 5,9 10,0 17,9 8,8 |0,7 0,6 2,7 3,9 4,9 7,4
Rifién 0,6 1,2 10,1 15,8 17,0 10,7,0,7 1,6 3,8 8,6 16,6 29,8|0,7 1,0 2,2 4,5 5,8 5,3
Intestino|3,2 3,5 6,7 5,6 5,7 3,6 |3,6 4,3 4,0 4,6 5,8 8,3 (2,8 4,0 4,7 6,9 7,9 7,1
Corazdn 3,2 6,5 23,1 47,5 34,0 16,0)1,3 2,9 8,1 20,0 38,8 74,5(0,8 1,1 2,3 5,3 6,7 5,8
Pulmdn 0,9 1,3 1,5 1,3 1,2 90,6 (0,7 1,1 2,3 4,3 12,3 29,8{0,7 1,0 1,6 3,4 4,5 3,7

K
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Tabla 4. Parametros cinéticos para la depuracidn de sangre de las tres formas del

anticuerpo L19

o B
(%)® a2 (h) (%) tase (B)
L19 (scFv) 96,7 0,53 3,3 8,00
L19-STIP 83,7 1,06 16,3 10,66
L19-TgGl 76,9 1,48 23,1 106,7

4 Magnitud relativa de los dos componentes de la vida media
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Tabla 5. Experimentos de biodistribucidn de L19% (scFv) L19SIP marcados
radiocactivamente en ratones portadores del tumor F9

L99 (scFv) 3h 6h 24h 48h

TUMOR 10,43 + 1,75 8,15 + 2,63 3,18 + 0,83 2,83 + 0,71
Sangre 2,05 + 0,38 1,88 + 1,14 0,17 + 0,01 0,06 + 0,02
Higado 1,62 ¢ 1,867 0,73 + 0,51 0,07 + 0,01 0,04 + 0,02
Bazo 1,53 + 0,36 0,90 + 0,54 0,11 + 0,01 0,05 + 0,01
Rifién 12,70 + 0,73 4,37 + 0,98 0,24 + 0,03 0,18 + 0,08
Intestino 0,68 + 0,15 0,95 + 0,23 0,24 + 0,01 0,17 + 0,06
Corazdn 1,35 + 0,21 0,81 + 0,38 0,08 + 0,02 0,04 + 0,01
Pulmén 2,88 + 0,29 2,06 + 0,69 0,38 + 0,69 0,33 + 0,05
L19S8SIP 3h 6h 24h 48h

TUMOR 17,46 + 1,93 16,65 + 2,59 15,32 + 2,17 12,00 £+ 1,91
Sangre 13,51 + 0,57 9,62 + 1,18 1,73 + 0,02 1,14 + 0,20
Higado 2,81 + 0,37 2,39 £ 0,13 0,54 + 0,14 0,32 + 0,00
Bazo 3,42 + 0,26 2,66 + 0,27 0,61 + 0,09 0,37 + 0,01
Rifién 9,18 + 0,76 5,85 + 0,50 1,16 + 0,05 0,76 + 0,06
Intestino 0,95 + 0,03 1,36 + 0,21 0,83 + 0,11 1,04 + 0,14
Corazdn 4,64 + 0,24 3,67 + 0,46 0,67 + 0,06 0,46 + 0,07
Pulm&n 5,61 + 0,01 5,93 + 0,53 1,66 + 0,19 0,91 + 0,08

Los resultados se expresan como el porcentaje de dosis inyectada de anticuerpo por

gramo de tejido (% ID/g)+ DE

nd: no determinado

4
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% de dosils / g de tejido

1h p.1i. 3h p.i. 24h p.i.
Bazo 5,9 + 1,04 4,27 + 0,27 4,86 + 1,77
Higado 10,80 + 1,52 (10,57 4 1,44 10,68 + 1,51
Rifién 14,30 + 1,45 (16,1 + 2,42 22,48 +6,79
Pulmdn 9,94 + 1,72 & 15 + 0,80 3,03 + 0,95
Estomago sin contenido 1,10 + 0,13 1,62 + 0,19 1,66 + 0,24
Intestino con contenido |1,67 + 0,14 2,65 + 0,30 2,64 + 1,40
Tumor 12,93 + 2,76 (10,18 + 2,28 (12,96 + 3,13
Sangre 17,10 + 1,49 |9,08 + 0,96 1,98 + 0,47

Tabla 6
% de dosis / g de tejido

1h p.i. 3h p.i. 24h p.i.
Bazo 6,92 + 1,3 5,37 + 0,23 2,068 + 0,48
Higado 14,65 + 0,81 (12,43 + 0,37 /4,62 + 0,52
Rifién 22,07 + 1,87 |15,99 + 1,10 ]5,82 + 1,18
Pulmén 106,06 + 1,67 |5,33 + 0,49 1,32 + 0,25
Egtdmago sin contenido 2,18 + 0,39 2,12 + 0,09 1,15 + 0,08
Integtine con contenido (3,03 + 0,25 3,62 + 0,58 1,20 + 0,12
Tumor 17,20 + 7,49 [18,79 + 5,35 (9,42 + 3,84
Sangre 16,53 + 2,04 7,42 £+ 0,21 0,73 + 0,14

Tabla 7
1h p.i. 3h p.1i. 24h p.i.

Relacién de tumor a sangre 1,01 + 0,33 |2,5 + 0,74 (2,81 + 4,03
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50 55 60
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Ala Lys Pro Phe Pro Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
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35 40 45
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DECLARATION OF DR. ALESSANDRO PiN|

1. I, Dr. Alessandro Pini, am Assistant Professor of Biochemistry at the Schoal of
Medicine of the University of Siena, italy, and a specialist in the field of antibody
engineering, with more than 15 years of exparience in this field. My CV is attached
as Exhibit 1,

2. i am first author of the scientific paper entitled “Design and use of a phage display
library. Human antibodies with subnanomolar affinities against a marker of
angiogenesis eluted from a two-dimensional gel”, which discloses the isolation of the
119 scFv antibody fragment and was published in the Joumal of Biological Chemistry
(1998), Vol. 273, page 21769-21776. This paper (Pini et al.} Is referenced at page 6
lines 10-13 of the intemational patent application published as WO 03/076469 A3,
and is attached as Exhibit 2.

3. The sequences of the L19 VH and VL domains are precisely defined and identifiable
. from the disclosure of Pini et al., for the reasons explained in detail below.

Identification of the 1.19 scFv sequence

4. My paper, Pini et al., which is referenced at page 6 lines 10-13 of the patent
application, describes the construction of the L19 scFv antibody and states that this
antibody was deposited in the EBI database (see the legend to Table Hl on page
21771). Simply searching the EBI database (http://www.ebi.ac.uk} using the
keywords “L19 human ED-B” reveals that the nucleotide sequence of the L19 anti-
(ED-B) scFV recombinant antibody has accession number AJ006113 and provides
the sequence of this antibody. Notably, this database entry includes a reference to
my paper. A copy of the database entry is attached as Exhibit 3.

5. The deposit history associated with this database entry confirms that the deposit
information (including a corrected version of the sequence} was available to the
public at the priority date of the patent appiication (which is 11 March 2002).

6. Therefore, the sequence of the 119 scFv antibody can be readily identifled from the
disclosure of my 1998 Joumatl of Biolagical Chemistry paper, referenced in the patent

. application.

Identification of the VH and VL domains of L19 s¢Fv

7. Once the sequence of the L19 scFv antibody has been obtained from the EBI
database, the L19 VH and VL sequences can be routinely determined based on my
own disclosure in Pini et al.

8. The antibody library used in my paper (the ETH-2 antibody library) was originally
cloned using the single VH and VL germiine genes referred to as DP47 and DPK22
(see page 21770, left-hand column, “Expetimental Procedures”, under “Library
Construction and Cloning”, and Figure 1 of the paper). The amino acid sequence of
DP47 Is provided by Tomlinson et &l., J. Mol. Biol. (1932) 227, 776-798 (see Figure
2a), which is reference no. 19 in my paper, and is attached as Exhibit 4. The amino
acld sequence of DPK22 is provided by Cox et a/., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 827-
836 (see Figure 3 on page 830), which is reference no. 20 in my paper, and is
attached as Exhibit 5.
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11.

12.

13.
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Comparison of the L19 scFv sequence (obtained from the EBi database entry} with
the sequence of DP47 shown in Figure 2a of Tomlinson et &/., 1992 (Exhibit 4},
altows the N-terminal sequence of the VH domain to be readily identified as
“EvalL...."

Further comparison of the L19 scFv sequence with other DP-47-derived scFv
sequences available at the priority date of the patent application identifies the G-
terminal sequence of the VH domainas “...... VTVSS”. For example, Table 2 of Mao
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999) 96, 6953-6958, attached as Exhibit 6, shows
that the VH domain of clone S7 {which is derived from DP47) ends with the sequence
"WTVSS” {see the framework sequence, *FR4", of 7). Similarly, Table 1 of
Giovannoni ef al., Nucleic Acids Research (2001) 29(5) €27, attached as Exhibit 7,
shows that the VH domain of scFv(ME4C) (which is also derived from DP-47) also
has the C-terminal sequence “VTVSS” {see, in particular, the legend tc Table 1,
which identifies residues 118 to 129 of the sequence shown in Table 1 as belonging
to a flexible linker connecting the VH and V0L domains of scFv(ME4C). Therefore, the
C-terminal seguence of the L19 VH domain was readily identifiable from the L19 scFv
sequence at the priarity date ot the patent application.

Thus, a reader familiar with antibodies would readily have been able to identity the
VH domain of the 119 scFv sequence from the disclosure of Pini et al.

Comparison of the L19 scFv sequence with the sequence of DPK22 shown in Figure
3 of Cox et al. (Exhibit 5) allows the N-terminal sequence of the VL domain to be
readily identified. Such comparison shows that the first five amino acids at the N-
terrminal segquence of the VL. domain are “EIVLT". Therefore, there is no possibility
that any of the preceding amino acids (GDGESGGSGGAS) would be identified as
part of the VL domain.

Thus, the sequences of both the VH and VL domains of |19 would be readily
identified from the L19 scFv sequence (which is itself readily identifiable from Pini et
al.) at the priority date of the application.

Identification of the VL. CDR3 sequence

14,

15.

in the patent application, the sequence of the VL CDR3 is provided in the sequence
listing as SEQ ID NO:6, which reads “CQQTGRIPPT". However, there is an errorin
this sequence; it includes an exira N-terminat cysteine (‘'C’) residue. A scientist
knowledgeable about antibodies would immediately be aware that this extra ‘C’
residue had been erranecusly included in SEQ D NQ:6 and that the sequence of VL
CDR3 should in fact be “QAQTGRIPPT” for the reasons set out below.

1t was well known prior to the priority date of the patent application that the location of
immunoglobulin variable domains could be determined by reference to their Kabat
numbering (see page 12 line 32 to page 13 line 5 of the patent application).
Therefore, a scientist knowledgeable about antibodies would have known that the VL
CDR3 domain is formed by residues 89-97 of the VL domain (see, tor example, the
enclosed definition of the VL. CDR3 based on Kabat numbering obtained from
nttp:/Awww biochem.ucl.ac uk/~martin/abs/Generalinfo htmi), which is attached as
Exhibit 8. Similarly, Tomlinson et a/., The EMBCO Joumal (1995}, vol. 14 no. 18,
4628-4638, attached as £xhibit 8, and upon which { have based the numbering of the
scFV L18 in Pini et al., clearly states that residues 89-97 of the VL domain form the
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16.

17.

18,

19.
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CDR3. Therefore, the skilled antibody scientist would immediately know that the
cysteine at position 88 was not part of the VL. CDR3.

Furthermore, Cox et al. (Exhibit 5), which is referenced in my paper and which
provides the DPK22 sequence used to construct the VL domain of the L19 scFv
antibody, clearly shows that the cysteine residue at position 88 is not part of the VL
CDR3, which starts ‘QQY (see Figure 3). Instead, the cysteine is part of the
framework, “FR3". Thus, it is immediately seen that the cysteine residue at position
88 is not part of the VL CDR3 and has been erroneously included in SEQ 1D NO:6.

Therefore, it is immediately evident that the VL. CDR3 sequence, SEQ ID NO:6 in the
patent application, should be “QQTGRIPPT' and should not include an extra cysteine
residue at its N-terminal.

1 hereby declare that all statements made herein of my own knowledge are true and
that alt staterments rmade on information and belief are believed to be true.

1 declare further that these statements were made with the knowledge that wilful false
statements and the like so made are punishable by fine or imprisonment, or both,
under section 1001 of Title 18 of the United States Code, and that such wilfut false
statements may jeopardise the validity of the US patent application of any patent
issuing thereon.

Dr. Alessandro Pini Date

Enc.

Exhibits 1-9

./13//12/2&)(?

o\



A2

16 12 08 10:11 ARlessandro 0577234921 p.5

4 52291A

DOCUMENTS REFERENCED IN THE DECLARATION OF DR. ALESSANDRO PINI

Exhihit 1 Dr. Atessandro Pini's CV

Exhibit 2 Pini, et a/. “Design and Use of a Phage Display Library. Human
antibodies with subnanomolar affinities against a marker of
angiogenesis eluted from a two-dimensional gel”, 1998, The Journal of
Biological Chemistry, Vol. 273, No. 34, pp. 21769-21776

Exhibit 3 EBI database entry for the L19 scFv antibody

Exhibit 4 Tomlinson et af. “The Repertoire of Human Germline V, sequences
Reveals about Fifty Groups of Vi, Segments with Different
Hypervariable Loops”, 1992, J. Mol. Biol., Vol. 227, pp. 776-798

Exhibit5 Cox et al. “A directory of human germ-line Vx segments reveals a
strong bias in their usage”, 1994, Eur. J. immunol., Vol. 24, pp. 827-
836

Exhibit 6 Mao et al. “Phage-display library selection of high-affinity human

single-chain antibodies to tumour-associated carbohydrate antigens
sialyl Lewis* and Lewis™, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 96, pp.
6953-69-58

Exhibit 7 Giovannoni et al. “Isolation of anti-angiogenesis antibodies from a
large combinatorial repertoire by colony fitter screening”, 2001, Nucleic
Acid Research, Vol. 29, No. 5, e27

Exhibit 8 Table of CDR Definitions

Exhibit 9 Tomlinson et al. “The structural repertcire of the human V, domain”,
1995, The EMBO Journal, Vol. 14, Ng. 18, pp. 4628-4638
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Radioimmunotherapy of Solid Tumors by Targeting Extra
Domain B Fibronectin: Identification of the

Best-Suited Radioimmunoconjugate

Dietmar Bemdorff,' Sandra Borkowski,' Stephanie Sieger,' Axel Rother,” Matthias Friebe,'
Francesca Viti, Christoph S. Hilger,' John E. Cyr,’ and Ludger M. Dinkelborg'

Abstract Purpose: The expression of extra domain B (ED-B) fibronectin is always associated with angio-

genic processes and can be exclusively observed in tissues undergoing growth and/or extensive
remodeling. Due to this selective expression, ED-B fibronectin is an interesting target for radio-
immunotherapy of malignant diseases. The aim of this study was to identify the most appropriate
ED-B-targeting radioimmunoconjugate for the therapy of solid tumors.

Experimental Design: Three ED-B fibronectin-binding human antibady formats of L19 were
investigated: dimeric single-chain Fv { ~ 50 kDa), “small immunoprotein” (SIP, ~80 kDa), and
immunoglobulin G1 {lgG1, ~150 kDa). These L19 derivatives were either labeled with 1-125 or
with In-111 (using MX-diethylenetriaminepentaacetic acid, MX-DTPA). Pharmacokinetics and
tumor accumulation of the radiolabeled immuncconjugates were investigated in FS {murine
teratocarcinoma) tumor-bearing mice. Subsequently, dosimetry for the corresponding therapeutic
isotopes I-13-1and Y-90 was done. After testing the myelotoxicity of [-131-L19-SIP and 1-131-L19-
lgG1in non-tumor-bearing mice, the therapeutic efficacy of these iodinated antibody formats was
finally investigated in FS tumor-bearing mice.

Results: The most favorable therapeutic index was found for I-131-L19-SIP followed by 1-131-
L19-IgG1. The therapeutic index of all In-111-labeled derivatives was significantty inferior. Consi-
dering the bone marrow as the dose-limiting organ, it was calculated that activities of 74 MBq
1-131-L19-5SIP and 25 MBq [-131-119-1gG1 could be injected per mouse without causing severe
myelotoxicity. The best therapeutic efficacy was observed using 1-131-L19-SIP, resulting in signi-
ficant tumor growth delay and prolonged survival after a single injection,

Conclusion: Compared with other L19-hased radioimmunoconjugates, 1-131-119-SIP is charac-
terized by superior antitumor efficacy and taxicity profile in the F9 teratocarcinoma animal model,
These results indicate that ED-B fibronectin-targeted radicimmunotherapy using [-131-L19-SIP

has potential to be applied to treatment of solid cancers.

Radioimmunotherapy using systemically administered
radiclabeled antibodies is an interesting approach to
melastatic cancer treatment. Promising results have been
reported in patients with hematologic malignancies, presum-
ably due to their high intrinsic radiosensitivity and a
relatively good access of the radiolabeled antibodies to the
cancer cells (1, 2). Solid cancers, however, have proved to be
far less sensitive to this form of treatment due to several
reasons, including a limited vascular supply, heterogeneous
uptake of the antibody and elevated interstitial pressure in

Authors” Affiliations: 'Schering AG Research Lahoratories, Berlin, Germany;
?Forschungszentrum Rossendorf eV., Institut fiir Bioorganische und Radio-
pharmazeutische Chemie, Drosden, Gormany; and *Philogen S.p.A, Monteriggioni-
Siena, ltaly
Presented at the Tenth Conference on Cancer Therapy with Antibodies and
Immunoconjugates, October 21-23, 2004, Princeton, New Jersey.
Requests for reprints; Dietmar Berndorff, Schering AG, Research Laboralarics,
13342 Berlin, Germany. Phone: 49-30-46817555; Fax: 49-30-46816609.
E-mail: dietmar,berndorif @schering.de.
© 2005 American Asscciation for Cancer Research,
doi:10.1158/1078-04 32, CCR-1004-0015

www.aacrjournals.org 7053s

combination with a relatively long transport distance in the
interstitiuin  {3). Several approaches have been tried to
overcome these problems, including use of small molecular
weight fragments that target wumors faster (4) or alternative-
ly, the use of intact antibodies that can be modified for use
in pretargeting protocols (5-7). Thus far, however, remis-
sions in solid tumors have been partial, infrequent, and
short-lived (8). Consequently, new approaches will be
needed to hopefully overcome the impediments to successful
radioimmunotherapy.

The extra domain B {ED-B) of fibronectin consists of 91
amino acids that are identical in mouse, rat, rabbit, dog
monkey, and man (9). This domain arises by alternative
splicing in the fibronectin molecule exclusively at sites of tissue
remodeling and is one of the few angiogenesis markers known
thus far. A number of human antibodies to ED-B have been
isolated using different technologies (10, 11). In particular, L19
is a human single-chain Pv antibody fragment with subnano-
molar affinity to ED-B (12}, which has been shown 1o
efficiently localize on tumoral neovasculature both in animal
models (13, 14) and in cancer patients {15). Several derivatives
of L19 have already been described that selectively deliver

Clin Cancer Res 2005;11(19 Suppl) October 1, 2005
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therapeutically efficacious molecules to the tumor vasculature
in preclinical animal models {16-20).

In this article, we report on a novel approach for radio-
immunotherapy of solid wmors by making use of ED-B
fibronectin targeting. ED-B fibronectin is accessible from the
blood stream because its expression is predominantly vessel
associated during angiogenesis. Compared with the targeting of
receptors that are expressed on the tumor cell suiface, the
delivery of ionizing radiation mainly to the tumor vasculature
might lead to an improved therapeutic efficacy by destroying
the tumor's vascular supply.

To determine the best-suited radicimmunoconjugate for ED-
B-targeted radioimmunotherapy, a series of experiments was
designed. First, three human antibody formats of 119 |ie.,
dimeric single-chain Fv (~50 kDa), “small immunoprotein”
{SIP; ~ 80 kDa}, and immunoglobulin G1 (IgG1, ~ 150 kDa)]
were labeled with I-125 and In-111 (MX-DTPA), respectively.
Each of the labeled immunoconjugates was carefully analyzed
in vitro for labeling efficiency, radiochemical purity, and
immunoreactivity. Subsequently, the biodistributions of these

radicimmunoconjugates were studied in vivo afier i.v. injection
in the s.c. syngeneic F9 teratoma nude mouse modet. Based on
the biodistribution results, doses for mouse organs and for
tumor, the maximum tolerable activity (MTA)}, and the
resulting therapeutic index {i.e., the dose ratio between the
tumor and the dose-limiting organ} for the corresponding
radiotherapeutic immunoconjugates labeled with [-131 and Y-
90 were estimated. To conficm the predicted MTA of I-131-1.19-
SIP and 1-131-1.19-1gG1, the myelotoxicity of both compounds
was investigated after injection in non-tumor-bearing mice.
Finally, the therapeutic efficacy of I-131-L19-8IP and 1-131-1.19-
[gG1 was studied in F9 tumor-bearing mice.

Materials and Methods

Cell culture and animals. Mouse embryonal teratocaicinoma cells
(F9) were kindly provided by Dario Neri (Swiss Federal Institute of
Technalogy, Zurich, Switzerland). Tumor cells were cultivated in
DMEM with Glutamax supplemented with 10% FCS (all reagents from
Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and maintained at 37°C and 5% CO,.

scFv dimer (associative)
{scFv), (~50 kD)

Small immunoprotein
SIP (~75 kD)

scFv dimer (covalent)
sc¢(Fv), (~50 kD)

Intact Antibody
IgG1 (~150 kD)

Fig.1. Schematic drawing shows the domain structure of all antibody formats that were investigated in this study. The derivatives of this study are consisting of V. and Vy
domains of L19 scFv. The covalent seFv dimer is formed by an intermolecular disulfide bridge after recombinant insertion of the peptide sequence (Gly)3-Cys-Ala at the C-OH-
terminal end of L19 scFv, In the SIP molecule, the dimerization of V| and Vy, domains of L19 scFv is achieved by recambinant connection of the L19 scFv to the : CH4 domain of
the human g E secretory iscform igE-S2, The intact antibody is formed by recombinant connection of the L19 heavy and light chain to the complete human +1 constant heavy
and the human constant k light chain, respectively. ,
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To induce tumors, female nude mice (NMRI-Foxn1"} weighing 20
1o 25 g and purchased from Taconic Europe {Bomholtgard, Denmark)
were s.c. injected with 1 » 10° F9 eells in a volume of 100 pL PBS into
the right hind litb. Biodistribution experiments were carried out after
10 to 12 days when tumors reached a mass of 100 to 300 mg. For
therapy experiments, mice with palpable tumors of 50 to 100 mm?
were used afier 7 1o 9 days of tumor growth. All animal experiments
were done in compliance with the German law on the Protection of
Animals,

Antibody expression, purification, and radiolabeling, Single-chain Fv
(L19), SIP (L19}, and [gG1 (L19) were expressed and purified by
immunoaffinity chromatography as described earlier (21). Expression
and purification of the single-chain Fv AP39, which has been generated
by insertion of the peptide sequence (Gly)s-Cys-Ala at the COOH-
terminal end of the V, chain of single-chain Fv (L19), was done
according 10 a procedure described elsewhere.® Both the single-chain Fv
(L19} and AP39 used in this study were dimeric single-chain Fv
molecules, either due to associative interactions (1.19) or because of an
intermolecular disulfide bridge (AP39). All aniibody formats used in
this study are schematically shown in Fig. 1. I has been shown that
different L19-based antibody formats have a similar binding affinity
when measurements are done with the antigen in seolution to avoid
avidity effects {22). However, when the antigen is bound to a selid
phase, bivalemt L19-based antibody formats show betier performance
due to slow disassociation rates {22},

Radioiodination of antibodies and antibody fragments was done
following a slightly modified version of the original IQODO-GEN
method (23) using 10DO-GEN precoated iodination iubes (Pierce,
Rockford, L), For the reported biodistribution studies, 200 pg of
protein in 300 pL of PBS were labeled with 0.5 mCi of Nal-125
(Amersham Biosciences, Litle Chalfont, United Kingdem). For the
therapy studies, 1,000 pg protein in 1,000 L of PBS were labeled with
20 mCi of Nal-131 (Amersham Buchler, Braunschweig, Germany),
After incubation at room temperature for 15 minutes, the radiolabeled
protein was scparated from free radioiodine by gel filtration using
NAPS5 columns {Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) for 1-125
labelings and PD10 columns (Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden] for 1-131 labelings. The columins were pretreated with 0.5%
bovine serum albumin (BSA) in PBS and equilibrated and cluted with
PBS. For NAPS columas, | ml. fractions, and for PD10 ¢olumns, 3.5 mL
fractions, were collected. The radioactivity of the fractions was
measured with a dose calibrator (MEID Nuclear-Medizintechnik
Dresden GmbH, Dresden, Germany).

The purity of the radiolabeled proteins was analyzed by SDS-PAGE
using Gradient 10-15 Phast gels and a Phast System (Pharmacia,

*In preparation.
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Uppsala, Sweden) followed by autoradiography using a Phosphorim.
ager (Molecular Dynamics, Krefeld, Germany). [-125-labeled BSA and
[-125-labeled carbonic anhydrase were used as standards. Size exclusion
high pressure liquid chromatography (SE-HPLC) was done on a HPLG-
pump 64 (Knauer, Berlin, Germany) equipped with a 1B 507 B
radiation detector {EG&G Berthold, Bad Wildbach, Germany) using a
TSK-gel column $WxL, 50 ® 6 mm (Tosoh Haas, Montgomeryville, PA)
with TSK buffer as mobile phase (0.1 mol/L Na,HPO,, 0.1 mol/L
Na,580,, 0.05 mol/L. NaN3) and a flow rate of 0.5 mL/min.

The immunoreactivity of the radiocimmunoconjugates was deter-
mined using a test column comprised of a Pasteur pipette filled with
250 ul. ED-B Sepharnse resin (24) and sauirated with 0.5% BSA in
PBS. The test column was loaded with ~ 0.2 MBq radiolabeled protein
in 500 pl. of 0.5% BSA in PBS and rinsed with 2 x 500 uL 0.5% BSA
in PBS to remove the non-immunoreactive protein fraction, The
immunoreactive protein fraction was then eluted with 2 x 750 pl. of
aqueous triethylamine solution (0.1 mol/L). Both, the radicactivity of
the fractions and that remaining on the column, were measured with
a dose calibrator and the immunoreactivity was calculaied as the
percent radioactivity bound to the column or in the immunoreactive
fraction.

MX-DTPA isothiocyanate (4-p-benzylisothincyanato-8-methyl-3,6,9-
triaza-3N,6N 9N-tricarboxymethyl-1,11-undecanoic acid) for conjuga-
tion 1o the proteins was synthesized according to the literature {25, 26).

Subsequent conjugation of MX-DTPA isothiocyanate (o the e-amine
group of lysine residues of the L19-based antibody derivatives AP39,
L19-8IP, and L19-l1gGl, and labeling of the proteins with In-111
{Amersham Health, Little Chalfont, United Kingdom) were ronducted
according to described procedures (27). For example, 3.6 nmol of AP39
in sodium borate buffer (80 uL, 0.1 mol/L, pH 8.5) were added 10 50 pg
of MX-DTPA isothiocyanate {1 mg/ml in sodium borate buffer,
0.1 mol/L, pH 8.5), and the mixture was incubated for 1 hour at
37°C. Subsequently, the sample was dialyzed thrice {2 x 1 hour, 1 x
overnight) using a Slide-A-Lyzer (10,000 molecular weight cut-off
membrane; Pierce) and sodium acetate buffer (0.1 mol/L, pH 6) and
stored at 4°C until use, For In-111 radiolabeling, 28 MBq of |In-111]
inCly (in HC, 0.1 mol/L) were added to the AP39-MX-DTPA conjugate.
After incubation at room temperature for 30 minutes, the radiolabeled
produtct was purified on a NAPS column as described above for the
radiciodinated producs. The purity of the In-111 radiolabeled
conjugates was evaluated by SE-HPLC, imtmunoreactivity, and $0S-
PAGE,

Biodistribution experiments. Mice were iv. injected with 37 wo
74 kBq of the labeled antibody formats inte the tail vein in a total

Fig. 3. Autoradiogram of a SDS-PAGE of 1-125-L19-58IP: |-125-labeled BSA
{fane a), 1-125-L19-SIP {fanes b and ¢), |-125-119-SIF heated for 4 minutes at
95 °C (fanes o and e), and 125-labeted carbonic anhydrase {fsne f). Molecular
weights of I-125-labeled BSA and |-125-labeled carbonic anhydrase are given
in kDA,
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volume of 50 to 100 plL. At least four different time points with three
mice per time point were investigated afler a single injection of the
radioactive compounds. At predetermined time points {0.25-24 hours
for small antibody formats, 4-96 hours for larger formats), animals
were sacrificed by decapitation, The dissected organs and collected
excretions were counted for radioactivity in a y-counter (Compu-
gamma, LKB Wallac, Turku, Finland) and values of % injected dose/g
and % injected dose were calculated,

Mouse desimetry. Doses for mouse organs were estimated based on
medical internal radiation dose (28) using the biodistribution results
of the labeled antibody farmats. Using 1-125 and in-111 as surrogates,
dosimetric calculations were made for the corresponding therapeutic
isotopes [-131 and Y-90. The following assumptions in accordance to
medical internal radiation dose were used: (a) uniform distribution of
radioactivity within the organs, (b) organ shapes as spheres, (¢} linear
interpolation of § values. Residence times werc caleulated and isotope-
specific § values were linearly interpolated depending on the mouse
organ masses to obtain tumor and organ doses in mGy/MBq (29).
Only self-to-self doses but not cross-fire effects were taken into account.
The red mammow doses were estimated based on a method by Sgouros
{30) assuming a red marrow-to-blood activity concentration ratio of
0.36. Regarding the dose-limiting organ, which was cither the red
marrow or the kidneys depending on the antibody format, maximum
activities to be injected per mouse were determined based on published

human tolerance doses of TDso/s = 4.5 Gy for the red marrow and
TDsgp5 = 25 Gy for the kidneys {31). These MTAs per mouse were used
to calculate absolute wmor doses (in Cy) for a 100-mg normalized
tumor mass in relation to the respective dose-limiting organ
{therapeutic index).

Determination of blood counts. To confirm the calculated MTAs of
1-131-1L19-8I or [-131-L19-1gG1 that can be injected into a mouse
without causing irreversible bone marrow toxicity, non-tumor-
bearing mice were injected with increasing doses of iodinated
antibody (25-74 MBq). The total and differential leukocyte and
thrombocyte numbers were counied hefore injection of radioiodina-
tated antibody and at weekly intervals thereafier. Approximately
100 ul of blood were collected by retro-orbital bleeding in EDTA-
coated microtubes {Sarstedt, Nuembrecht, Germany}. Samples were
counted using the Hematology Analyzer Advia 120 (Bayer-Diagnostik,
Munich, Germany).

Radioimmunotherapy. Tumor sizes were monitored by measure-
ment of the length and width of the tumor using calipers immediacely
before therapy started and thrice per week thereafter. Tumor-bearing
mice were either injected with NaCl {controls) or with a single dose
{25-74 MBq) of the radiolabeled antibodies 1-131-1,19-8IP or 1-131-
L19-IgG1. The maximum activity injected per mouse was determined
earlier by dosimetry calculations and confirmed by myelotoxicity
studies, All treatmment groups consisted of # = 6 to 10 animals, In a

Table 1. Biodistribution of |-125-labeled anti-ED-B antibody formats in F9 tumor-bearing mice each at two selected
time points
Farmat L19 (scFv},, mean (SD} L19-SIP, mean {SD) L19-1gG1, mean {SD)
Time points 1h 24 h 5h 24h 24 h 96 h
Uptake in % ID/g
Spleen 2.3(0.9) 0.2 (0.0) 3.2 (0.4) 0.8 (0.1) 1.2 (0.5) 0.5 (0.4)
Liver 1.8(0.2) 0.4 (0.0) 26(0.3) 0.5(0.1) 1.8 (0.4) 0.2{03%)
Kidneys 277 (5.4} 15(0.8) 6.9 (3.5) 1.0{Q1) 1.5(0.5) 0.3(0.2)
Lung 4.8 (0.3) 0.7{0.3) 7201.9) 1.4 (0.4) 3.6(1.0) 0.4 (0.3)
Bone 3.2(0.5) 0.8 (0.1) 5.8 {0.4) 1.9 (0.6} 5.5(1.9) 0.9(1.0)
Thyroid 54.6 (39.%) 214.9 (35.4) 132.4 (46.8) 569.8 (297.7) 80.0 (78.3) 152.2 {78.6)
Muscle 1.2 (0.4) 0.6 (0.8) 0.8(07) 0.3 (0.0) 04{0M) 0.2{0.2)
Tumor 8.6 (2.6) 34(2.3) 18.4 (1.8) 12.6 (5.0) 13.0 (5.0) 393N
Bload 4.7 (0.5) 0.4 {0.) 8.6 (0.9) 1.5 (0.1) 4.9(1.9) 0.7 {0.9)
Ovaries 70(2.8) 1.3 (0.4) 1.6 (3.3) 3.1{0.6) 8.5(3.3) 1.8(1.8)
Wterus 4.2(07) 0.8 (0.3) B.6(2.6) 7.3 (1.8) 104 (57} 2.9(3.5)
Tumor/Tissue ratios
T/Spleen 3.7 (0.5) 141 (8.0) 58(1.3) 16.8 (5.1) 75{4.3) 9.0 (4.6)
T/Liver 4.6 {0.9) 256 (18.1) 12 (15) 297 (18.0) 7.20.7) 19.3 {1.8)
T/Kidneys 0.3(01 2620 320.58) 13.3{6.9) 8.6 {0.4) 16.8 (9.2)
T/Lung 1.8 (0.5} 5.2 (31 27{0.9) 9.6 (4.5) 35(05) 8.4 (1.6)
T/Bone 2.6 (0.4) 4,3(2.2) 3.2 (0.5) 6.4 (0.8} 2.3(04) 6.4 (2.9)
T/Thyroid 0200 0.0 (0.0) 0.2 (0.1) 0.0 (0.0) 0.3(0.2) 04 (0.1}
T/Muscle 79(3.2) 245 (27.3} 255 (7.4) 48.4 (21.4) 305 (7.8} 24.9 (11.6}
T/Blood 1.8 (0.4 9.0 (5.6) 2.2(0.3}) 87(3.9) 2,7(0.0) 8.2(39
T/Ovaries 1.2 {0.1) 3.0{2.2) 1.7 {0.5) 4.3 (2.1 1.6 {0.9) 3.3(27)
T/Uterus 21 {0.9) 4.8 (3.9) 2.3(0.6) 1.8{(0.9) 1.4 {0.4) 1.9 (0.8)
Excretionin% IO
Urine 30.5(6.5) §7.8 (7.3) 877 50.2 (2.1) 287(137) 675 (12.1)
Faeces 0.0 {0.0) 3421 0.2(0.3) 3.2 (0.74) 1.501.%) 6.2 (1.8)
NOTE: The first time point always represents maximum tmor agoumulation of each respective format followed by a wash-gut time point, Total excretion is measured
curmulatively at indicated time points and is calculated as % injected dose. All data are presented as mean vatues and SO (= 3).
Abbreviation: ID, injected doso.
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Fig. 4. Uptake and clearance kingtics of different 1-125-labeled 119 antibady
formats fram blood {4} and tumor (&). Mice bearing F8 tumars were injected i.v.
with 1-125-L19 (15 kBq). 1-125-L19-SIP (34 kBqg}, or 1-125-119-1gG1 {83 kBq),
respectively. Animals injected with iodinaied L18 were sacrificed after 0.25,1, 3. 5.
and 24 hours; mice injected with L19-SIP were sacrificed after 0.25, 1, 3, 5, 24, and
48 hours p.i.; and mice injected with L19-lgG1 were killed after 4, 24, 28,72, and
96 hours p.i. Radioactivity was measured in the blood and the tumor. Mean
percentage injecied dose per gram of tissue {7 = 3); bars, +8D.

separate experiment, the radioiodinated nonbinding small immu-
noprotein HyHEL-10 (hen egg white lysozyme) was used as the
nonspecific control. Criteria to sacrifice the animals were tumor size
of »300 mm?, ulceration of the wmar through the skin andfor
body weight loss of >20%. Body weights were collected thrice a
weel,

Results

Radiolabeling. The radiochemical yields of all radioiedina-
tions ranged between 70% and 90% and the purity of the
radiolabeled proteins, as determined by SE-HPLC, was always
higher than 90%. The specific activities of the finai products
ranged from 2 to 6 MBg/nmol for the 1-125-labeled derivatives
and from ~50 to 100 MBgq/onmol for the I-131-labeled
immunoconjugates, respectively. Figure 2 shows a representa-
tive SE-HPLC chromatogram of 1-125-L19-SIP. The SDS-PAGE
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of 1-125-L19-SIP (Fig. 3) revealed only minor amounts of
todinated aggregates or fragments and indicated that the main
impurity has approximately half the molecular weight of the
iodinated product. This impurity is likely the corresponding
monomer resulting from cleavage of the disulfide bridge. For all
iodinated L19-bearing proteins the Immunoreactivity was
higher than 80%.

To radiolabel AP39, L19-§IP, or L19-IgG1 with In-111 the
proteins had to be conjugated to a bifunctional metal-
chelating moiety. Therefore, MX-DTPA isothiccyanate was
reacted with the g-amine group of lysine residues of the
protein, The resulting thio-urea protein-chelator conjugate
allowed for easy introduction of the In-111 radiolabel.
Incubation at room temperature gave the respective In-111-
AP39-MX-DTPA, In-111-L19-SIP-MX-DTPA, and In-111-L19-
IgG1-MX-DTPA- radioimmunoconjugates with radiochemical
yields ranging from 30% to 60% with specific radioactivity
ranging from 2 to 6 MBg/nmol. The radiochemical purity
was always higher than 90% and immunoreactivity ranged
from 85% to 95%.

Biodistributions,  Biodistributions in tumor-bearing mice
were carried out up to 24 hours with the small antibody
format L19 (AP39), up to 72 hours with the intermediate L19-
SIP, and up to 96 hours with the full-size antibody L19-1gC1.
Two selected time points of each antibody format either labeled
with [-125 or with Tn-111 via MX-DTPA are listed in Tables 1
and 2. [ndependent of the format, iodinated antibodies showed
increasing thyroid uptake over time {thyroid was not blocked)
due to dehalogenation of 1-125 in wivo. Excretion of the
radioactivity was predominantly via the urine (up to ~70%
injected dose; Table 1). Whole body elimination and blood
clearance were slowest with the full-size antibody format and
fastest with the single-chain fragment (Fig. 4A). 1-125-L19-81P
showed an intermediate blood and organ clearance and
additionally high tumor uptake combined with high tumot-
to-tissue ratios (Fig. 4; Table 1). Besides the F9 tumor, specific
uptake was found in the ED-B fibronectin - expressing organs
ovaries and uterus.

The biodistributions of the In-111-labeled antibodies showed
in general a much slower organ and body clearance compared
with their I-125-labeled counterparts (Table 2}. A panticularly
high and persistent kidney uptake was found for both of the
In-111-labeled antibody fragments, the dimeric single-chain Fv
(L19) and the L19-SIP. Whereas the In-111-labeled dimeric
single-chain Fv (1.19) was rapidly excreted via the urinary
pathway (50% injected dose at 24 hours p.i.), the higher
molecular weight compounds L19-SIP and [19-IgG1 showed
slow excretion in total when labeled with In-111-MX-DTPA.
Tumor uptake (in % injected dose/g} was equal or even higher
than the icdinated counterparts. However, tumor-to-tissue
ratios were significantly lower for all In-111-labeled compounds
(Table 2.

Dosimetry of mouse organs. Based on the biodistribution
data described above, radiation doses for mouse organs were
estimated for the three antibody formats and for both
therapeutic isotopes (I-131 and Y-90; Table 3 and 4). For
1-131, the calculated doses in the ED-B-expressing tumor and
organs (ovaries and uterus), as well as in the non-ED-B-
expressing organs increased with the molecular weight of the
investigated antibody formats (Table 3). The higher dose in
both uterus and ovaries is consistent with known ED-B
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fibroneain expression in these organs (32), but only the
dose to the ovaries could be critical. However, polyovulating
mouse ovaries are not comparable with the human situation
and are therefore not considered as dose-limiting organs. For
the iodinated dimeric single-chain Fv (1.19), the kidneys were
the dose-limiting organ when related to the human tolerance
dose {TDsys = 25 Gy). It was calculated that 94 MBq of
1-131-L19 could be injected per mouse (o achieve this kidney
dose. This MTA would result in a tumor dose of 25 Gy for a
100-mg F9 tumor. The red marrow (TDsqss = 4.5 Gy) was the
dose-limiting organ in case of the L19-SIP and the 1.19-1gG1.
Corresponding MTAs per mouse were ~71 MBq for the
1-131-L19-SIP and 24 MBq for 1-131-1.19-1gG1, resulting in
F9 tumor doses of 66 and 27 Gy, respectively. The dose ratio
between the dose-limiting organ and F9 tumor (100 mg)
here defined as the therapeutic index was highest for the
1-131-L19-81P with a factor of 14,7 (Fig. 5A). For the
respective Y-90-labeled antibody formats, significantly higher
organ doses and higher tumor doses were found compared
with the iodinated counterparts (Table 4). The kidneys were
determined to be the dose-limiting organ in case of the
dimeric single-chain Fv Y-90-MX-DTPA-AP39 and the Y-90-

MX-DTPA-L19-SIP resulting in MTAs of 3 and 4 MBq,
respectively. For the Y-90-MX-DTPA-L19-IgG1, again the red
marrow was the dose-limiting organ with a maximum activity
of 7 MBq to be injected per mouse. The dose ratios for the
therapeutic index (Fig. 5B) of the Y-90 antibody formats were
therefore much lower compared with the jodinated antibody
formats.

Mpyelotaxicity. Blood cell counts were done in non-tumor-
bearing mice injected with increasing doses of 1-131-L19-SIP
or [-131-1.19-1gG1. 37 MBg and 74 MBq of L19-SIP {the
approximate MTA, based on dosimetry), and 25 MBq (the
approximate MTA, based on dosimetry) and 74 MBq of L19-
IgG1l were administered. 74 MBq L19-1gG1 was chosen as a
second dose group with expected severe bone marrow
woxicity, Figure 6 shows the blood cell counts at the
respective doses. The nadirs of leukocyle counts depending
on the dose were reached at 1 to 2 weeks after antibody
administration. At the respective MTAs for I-131-labeled L19-
SIP and L19-1gG1, the severity of the myelotoxicity was not
significantly different for both antibody formais {Fig. 6A).
However, recovery from myelotoxicity was faster for the L19-
SIP (~3 weeks p.i.} compared to the L19-1gG1 (4-5 weeks p.i.).

Table 2. Biodistribution of In-111-labeled anti-ED-B antibody formats in F9 tumor-bearing mice each at two selected
time points
Formats AP39 sc{Fv);, mean (SD) [19-SIP. mean (SD) L19-1gGl, mean (SD)
Time points 1h 24 h 4h 24 h 24h 96 h
Uptake in % ID/g
Spleen 1.9(0.5) 1.2{0.2) 41 {0.2) 3.7 (0.5) 8.1 (3.8) 7.2¢07)
Liver 26(1.3) 23{08) 6.4 (0.3) 71 (1.0) 6.1 (2.4) 3.3{04)
Kidneys 66.9 (8.2) 440 (3.4) 229 (2.4) 321 (2.9) 6.0 (D.8) 1.7 {0.4}
Lung 1.5 (1.6) 0.8 (0.2) 8.2 (04) 3.5(0.6) 2.0(0.7) 0.7 (0.2}
Bone 3.0(0.5) 1.6 (0.2) 5.5 (1.1) 8.0(1.5) 10.9 (2.8) 4.0{1.3)
Thyroid 7.9 (8.6) 17 (11) 8.7(3.9) 39{(1.4) 1.9 (0.7) 11 (0.2)
Muscle 34 {45) 0.4 (01) 1.0 (0.1) 1.1 {01) 0.4 (01} 0.3(0.2)
Tumor 12.9(4.8) 4.3{0.8) 16.7 (5.2) 14.3 (1.5) 12019 49 (0.9
Blood 5.6 (1.9} 01 (0.0) 9.4 (0.4) 1.9(0.2) 2302 0.3(0.2)
Ovaries 4.6 (1.5) 2.5(0.3) 258 (6.9) 11.7 (4.8) 9.5 (2.2) 54 (11)
Uterus 8.6 (11.8) 4.3(1.5) 101 {4.5) 18.0 (1.9} 79(74) 7.8(3.0)
Tumor/Tissue ratios
T/Spleen 7.4 (4.6) 3.7 (0.2} 41 (1.4) 3.9(04) 1.7 (1.3) 0.7 {0.1)
T/Liver 7.2(7.0% 2.0(0.6) 2.6 (0.9) 2001 2.2(0 1.5 (0.3}
T/Kidneys 0.2(01) Q1 {(0.0) 0.8 (0.3} 0.5 (0.1) 2.1 (0.6} 2.9(0.2)
T/Lung 17.6 (13.3) 5.8 (1.0) 2.0{0.86) 4.2 (0.3) 6.20.7) 7.4 (1.0}
T/Bone 45 (2.2) 2.7 (0.2) 31 {11 1.8{04) 1.2 {0.4) 1.3 (0.2}
T/ Thyroid 277 3.2(1.8) 2213 40(1.2) 7130 4.6 (i.0)
T/Muscle 9.8 (71) 9.9 (1.4) 16.5 (3.6} 12.8 (1.8) 30.7 (121} 19.5 (10.3)
T/Blood 2.8 (2.0 384 (3.8) 1.8 (0.6) 7.8 (0.B) 6.4 (30 17.5 (5.5)
T/Ovaries 3.0 (1L5) 1.8 (0.4) 0.7 (0.4) 1.3(0.4) 1.3 (0.3) 0.9(01)
T/Uterus 4.2 (3.2} 1.1 (0.3} 1.8 (0.7} 0.8 (0.0) 2.6(1.8) 0.7 (0.2)
Excretion in % ID
Urine 19.0 (16.8) 50.3 (5.3) 5.5 (i.1) 20.3(5.1) 14.9 (4.5) 527 (3.2)
Faeces 2.0 (1.9) 51 (3.5) 0.5(0.4) 41 {2.0) 2.6(0.7) 14.6 (2.2)
NQOTE: The first time point always represents maximurm tumar accumulation of the respective format folowed by a wash-out time point. Total excretion is measured
cumulatively at indicated time points and is calculated as % injected dose. All data are presented as mean values and SD (n = 3).
Abbreviation: 1D, injected dose.
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Table 3. Doses delivered to mouse organs and F9
tumor (100 mg) calculated for the therapeutic isotope
1-131 based on biodistributions with three 1-125-
labeled anti-ED-B antibody formats (mGy/MBaqg)

Organ, {131 Mouse organ doses (mGy/MBq)

{19 (scFv), L18-SIP L19-1gGt
Spleen 15 81 163
Liver 7 50 170
Kidneys 265 160 315
Lung 79 176 560
Red Marrow 14 63 186
Qvaries 517 586 664
Uterus 133 959 1019
F8 Tumor (100 mg) 264 925 1135
MTA (MBg) 94 N 24
F38 Tumor Dose {Gy) 25 66 27

NOTE: The dosc to a F9 tumor {100 mg} after injection of the maximum toler-
ated activity is additionally presented for the three 1-125-labeled anti-ED-B
anlibody formats (Gy).

The number of thrombocytes returned 1 week earlier into the
reference range than the leukocytes (Fig. 6B). In the group of
animals receiving 37 MBq of 1-131-L19-8IP, no significant
drop beneath the reference range of leukocytes as well as
thrombocyte counts was detected. After injection of 74 MBq
I-131-L19-1gG1, severe toxicity to the mice was found in
terms of rapid body weight loss of >20% and dramatic
decrease of leukocytes and thrombocytes counts afier 1 week.
The bone marrow damage due to radiation was irreversible
and resulted in death of all animals. The results of these

Table 4. Doses delivered to mouse organs and F9
tumor (100 mg) calculated for the therapeutic isotope
Y-90 based on biodistributions with three In-111-
labeled anti-ED-B antibody formats (mGy/MBq)

QOrgan, Y-90 Mouse organ doses {(mGy/MBq)
AP39 sc(Fv}, L19-SIP L19-1gG1

Spleen 123 557 1,370
Liver 466 1.489 16399
Kidneys 10,153 6,876 1,620
Lung 265 1.042 757
Thyroid 333 462 Kyi|

Red Marrow 39 1 635
Qvaries 232 1,293 1.465
iterus an 1,972 2141

F9 Tumor ({100 mg) 578 1,925 1720
MTA (MBq) 3 4 7
FS Tumor Dose (Gy) 1 7 12

NOTE: The dose to a F2 tumor (100 mg) after injection of the maximum toler-
ated activity is additionally presented for the three In-111-labeled anti-ED-B
antibody formats (Gy).
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myelotoxicity studies confirmed the calculated MTAs for
[-131-labeled L19-SiP and L19-1gG1 with the red bone
marrow as the dose-limiting organ in a radioimmunother-
apeutic setting.

Radioimmunotherapy. Radioimmunotherapy with a single
injection of [-131-L19-SIP (37-74 MBq) showed a dose-
dependent effect on the growth of F9 tumors in mice
(Fig. 7). Treatment with the MTA of 74 MBq I-131-L19-SIP
(determined by dosimetry calculations and myelotoxicity
studies; as described before) led o a stasis of tumor growth
for 10 days (Fig. 7A). Median survival after high-dose
treatment (74 MBq) was 22 versus 15 days for mice treated
with 37 MBq and 9 days for untreated controls (Fig. 7B}. In
all groups, body weight loss did not exceed 5%. In a separale
controt experiment using the unspecific small immunoprotein
HyHEL-10, no therapeutic effect on F9 tumor growth could be
observed (data not shown). Survival of the animals injected
with 64 MBq [-131-HyHEL-10 was identical to untreated
control animals. A tumor regression study was also done with
the I-131-radiolabeled L19-IgG! in the F9 tumor model. The
MTA of I-131-L19-1gG1 was determined to be 25 MBq. Given
as a single injection, 25 MBqg [-131-L19-IgG1 led to slower
tumor growth and a 7-day prolongation of survival compared
to the untreated controls (Fig. 8}. No loss in body weight was
observed.

1-131-L19 (scFv), 1-131-L19-SIP -131-L19-1gG1
100
MTA =94 MBq MTA =71 MBg MTA =24 MBq
80
=
g &0 T/RM dose
% ratlo = 14.7
g 404 T/ dose ratio = 1.0 T/RM dose ratle = 6.1
204 l % I
[+
gt

] ® Y 3
oo et ety AT
qu® e ® que® o #
¥-90-mx-DTPA- ¥-90-mx-DTPA- ¥-80-mx-DTPA-
AP39 sc(Fv), 119-5IP L19-1gG1
MTA = I MBq MTA = 4 MBgq MTA =7 MBy

-]
=]

Dose (Gy)
2

r-
o

1 1 dose mtio = 0.05 T/AM dosa ratio 2 2.7

AR
P W00y » a ™

ST o <!

T/K dose ralio = 0.3

L]
o

Fig. 5. Therapeutic index given as the ratio between F3 tumor and dose-limiting
organ doses for |-131-labeled {4) and Y-90-labeled {#) anti-ED-B antibody
formats. Dose-limiting organs {eithor kidney or red marrow) were determined by
reference to known human tolerance dose (TDgos) values. The F3 tumor dose was
czlculated for a tumor mass of 100 mg. The MTA, {given in MBq} corresponds 1o the
amount of injected activity that delivers the TDggys to the dose-limiting organ.
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Discussion

In the present study, different formats of the anti-ED-B
fibronectin antibody L19 (dimeric single-chain Pv, SiP, and
IgG1} have been investigated after radioiodination and radio-
metal labeling. All tested 119-based radicimmunoconjuagtes
displayed good targeting of ED-B fibronectin expressing tissues
(i.e., tumor, uterus, and ovaries) in biodistribution studies.
ED-B fibronectin expression in F? tumors as well as in uterus
and ovaries has been reported carlier (14, 32). As expected,
based on their molecular weights, elimination from normal
organs and whole body was slowest with the 1gG1 and fastest
with the dimeric single-chain Fv {Tables 1 and 2). In general,
In-111-labeled anti-ED-B antibodies {labeled via MX-DTPA)
showed significantly slower organ and whole body clearance
compared with their 1-125-labeled counterpants {Tables 1
and 2}, In particular, the In-111-labeled derivatives AP39 and
L19-SIP showed a high and persistent kidney uptake as
documented for other radiometal-labeled antbody fragments
(33, 34). Previous studies have already shown that In-111-
labeled DTPA-conjugated antibody fragments (via lysine
residues) were degraded to a DTPA<€-amino-lysine derivative,
which is retained in the lysosomes of the kidneys {35). In
contrast to In-111-labeled L19-SIP, its I-125-labeled counterpart

Clin Cancer Res 2005:11 (19 Suppl) October1, 2005
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did not show such a high and persistent kidney retention. This
result is in agreement with a report of Yazaki et al. {36) who
made the same observation when they had investigated the
biodistribution of an anti-carcinoembryonic antigen antibody
fragment of similar size after [-125 and In-111 labeling,

For radiolabeled antibodics and antibody fragments used
for radioimmunotherapy, the ionizing dose that can be
administered is limited by the dose tolerated by normal
organs and tissues. By making dose estimates based on
biodistribution studies, critical organs can be determined
before therapy. By this means, safe activity doses can be
calculated either for patients or for animals, In addition, a
certain range of effectiveness 1o the tumor can be predicted,
which is needed for individual treatment planning and
patient management. In our animal study, we decided in
particular not to pursue Y-90-labeled antibody formats for
tumor therapy, because based on medical internal radiation
dose dosimetry, 1-131-labeled amibodies seemed much more
promising in terms of mouse organ doses and doses
delivered to the tumor after injection of the MTA (Tables 3
and 4). However, it has to be considered that dosimetry
based on medical internal radiation dose is very limited as it
uses several simplified assumptions such as an homogenous
organ or tumor distribution of the labeled compound (28).

wwwv.aacrjournals.org
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In addition, this principle is considered for human use but
not for animals. Only a few reports described mouse
dosimeuy models and mouse S-values taking only a few
isotopes and some selected organs into account (37-39). An
extensive, user-friendly software does not exist for animals
thus far. Other difficulties in mouse dosimetry reveal for
example the cross-fire effect, which is especially important for
Y-90 due o its long range of f paricles but relatively small
size of mouse organs. However, the cross-fire effect of Y-90-
labeled antibodies was not considered in our study. For the
short-range {3 panticles of I-131, the cross-fire effect in mice is
less important. The dose-limiting toxicity of radioimmuno-
conjugales is in most cases either hematopoietic suppression
resulting from the marrow radiation exposure associated with
the circulation time of the radioimmunoconjugate (40) or
nephrotoxicity due to high uptake and retention of the
radioimmunoconjugate in the kidneys (41). Concemning the
bone marrow toxicity of radioimmunoconjugates, it should
be mentioned that the calculation of human red marrow
doses is still under debate. Several methods have been tested
thus far without a final consensus (28, 42 -44). Nevertheless,
our mouse dosimetry results regarding the predicted bone
marrow MTAs for I-131-L19.8IF and 1-131-L19-IgG1 were
confirmed by the myelotoxicity study, because after injection
of the predicted MTA, a reversible decrease of both leukocytes
and thrombocytes below normal was observed for both

radioimmunoconjugates {Fig. 6a and b). These results show
the predictive power and usefulness of the dosimetric
calculations,

The most favorable therapeutic index {dose ratio between the
F9 tumor and the dose-limiting organ) was observed for I-131-
L19-SIP (Fig. 5a and b). Therefore, higher doses to the tumor can
be safely delivered by I-131-L19-51P compared with the other
investigated radioimmunoconjugates. The better performance of
I-133-L19-SIP compared with 1-131-L19-IgG1 could also be
shown by improved therapeutic efficacy (Figs. 7 and 8}. The
question of which format should be used for radioimmunother-
apy was often addressed using different targets and different
radioimmunoconjugates (45, 46) but still remains unsolved.
Additionally, therapeutic isotopes were compared at their MTAs
to find the most suited dose rate and effectiveness (47, 48).
Whereas some have recommended iodinated Fab fragments
{47), we came to the conclusion that the [-131-labeled small
immunoprotein is the most suitable radicimmunoconjugate for
ED-B fibronectin -targeted radioimmunotherapy. Cure of
wmor-bearing animals was not achieved, which might be
influenced by several factors. First, the F9 teratocarcinoma is a
very aggressive tumor (doubling time ~ 48 hours) and therapy
studies were started with already palpable tumors of ~ 80 mm?
in size. Second, neither dose fractionation nor repeated
injections after recovery from toxic side effects were tested
here. Dose fractionation as well as repeated injections of

A
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of either 37 er 74 MBq compared with 1ﬂﬂlm_..r".. — -
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tumaor area (tumor growth, 7 = 5Y; bars, £ SE. | :
801 i-v-l ey
g | !
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radioimmunoconjugates given at their maximum tolerated
doses have been reported to improve the prospects of radio-
immunotherapy significanely {49-51).

In conclusion, the results presented in this report suggest a
new avenue for the treatment of cancer in patients by TD-B
fibronectin-targeted radioimmunotherapy, Based on animal
experiments, we have identified the I-131-labeled human SIP as
the best-suited antibody format for ED-B-targeted radioimmu-
notherapy when compared with [-131-labeled dimeric single-
chain Fv and IgG1 formars, as well as Y-90-labeled dimeric
single-chain Fv, SIP, and igGi. The administration of

I-131-labeled ED-B fibronectin-binding L19-SIP led to an
effective tumor growth delay and prolonged survival in an
extremely aggressive tumor model without causing severe side-
effects. This novel radicimmunoconjugate could potentially be
used for the treatment of solid cancers.
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Background: L19-SIP is a human recombinant antibody-fragment consisting of the variable regions of the L
mAbh directed against the extra-domain B (ED-B) of fibronectin that is overexpressed in tumoral vasculature.

explored the targeting potential of *311-L19-SIP for both tumor imaging and radioimmunotherapy (RIT).

Methods: '37I-L19-SIP (4 mg; 74-193 MBq) was administered iv for dosimetry and pharmacokinetics (PK).
Patients (pts) with high tumor uptake (lesion/red marrow absorbed dose ratio >10) received a single therape
dose of about 3,700 MBg (n=11) or 5,550 MBq (n=7) of 1311-L19-SIP. Dosimetry was based on dual-head
gamma-camera planar imaging. Results: 37 pts (median age 59 yr [range 34-82], median ECOG PS 0 [ran
0-1), median prior chemotherapies 2 [range 0-5]) with the following cancers were enrolled: colorectal (8),
melanoma (73, thymoma (4), mesathelioma (4), prostate (2), pancreatic (2), lymphomas (2), ather (8). Eighte
pts (48.6%) were eligible for RIT. Blood elimination profile in the first 13 pts: T1/2a 13 h, T1/2 B 39 h, with ar
extremely low interpatient variability. Cosimetry estimates as median absorbed doses (Gy): heart wall 2.8,
kidneys 3.7, liver 3.0, lungs 1.98, testes 4.2, stomach 0.67, red marrow 0.85, tumor lesions 12.24. imaging v
excellent and in some cases revealed lesions undetected by MR or CT. Main toxicities of RIT: short-lived gr
3/4 thrombocytopenia (4 pts} and uncomplicated grade 4 neutropenia (1 pt). One objective response was
recorded according to RECIST criteria. A clinical benefit was seen in 4 additional pls: stabilization of >3 mor
in 1 thymormna pt, clinical evidence of long-term tumor shrinkage in 1 melanoma pt, stabilization of rapidly
progressive skin lesions in 1 melanoma pt, and pain palliation in 1 breast cancer pt with brachial plexus
neoptastic infiltration. Furthermore, a substantial decrease of [18F]FDG uptake was observed for several les
in 3 out of 4 mesothelioma pts. Conelusions: Good tolerability and high tumor uptake combined with low re

marrow absorbed dose justify testing the feasibility of further increase of the 1311-L19-SIP dose for RIT.
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“I-Lym-1 in Mice Implanted with Human Burkitt’s
Lymphoma (Raji) Tumors: Loss of Tumor Specificity
due to Radiolysis

Gerald L. DeNarde, Sally J. DeNardo, Barry W. Wessels, David L. Kukis, Naomi Miyao, 2nd
Aina Yuan

Department of Internal Medicine, University of California Davis Medical Center, Sacramento, CA
(G.L.D, 8.J.D,, D.LK., N.M,, A.Y.), and Department of Radiation Oncology, University Hospitals of
Cleveland, Clevcland, OH (B.W. W.)

Preliminary evaluations of **'I-labeled Lym-1, an amti-lymphoma mouse IgG,, monoclonal antibady,
demonstrated favorable tumor uptake in mice bearing human Burkitt's ymphama (Raji) umors, In this study,
the pharmacokinetics of '*I- and ' I-Lym-1, and the dosimetry, efficacy, and toxicity of "' J-Lym-{ in Raji-
tumored mice were evaiuated, Methods. Lym-1 was radiciodinated by the chloramine-T method and analyzed
Jormonomeric fraction and immunoreaciivity (antigen cell binding, relative to unmaodified Lym-1). Nude mice
bearing Raji tumors (20-500 mm’) received 1.5 MBq (40 pCi} ' L.Lym-1, or 1.5, 7.4, 14.8, or 18.5 MBq (40,
200, 400, or 500 uCi) 7' I-Lymn- 1. Pharmdcokinetic data (lotal body and blood clearance andbipdistribution)
were used io estimatte vadiation dosimetry. Mini-thermoluminescent dosimetry (TLD) was also usedio measure
radiation dosimetry directly for 7 days after infection of ¥ I-Lym-1. Tumar size, survival, body weight, and
blood counts were monitored for 60 days to evaluate therapertic efficacy andtoxicity of ™' I-Lym-1, Resulls.
Atthe time of infection, the mean quality assurance (QA) values for 1-Lym-~1 were 100% monomer and 100%
relative Immmmoreactivity; the corresponding values for " I-Lym-1 were 73% and 66%, indicating that radiolysis
had occurred during the interval between radlolabeling end injection, ' L-Lym-1 exhibited high and sustained
concentration in tumors relative 1o normal organs, whereas P'LLym-1 did not. Assuming identical
pharmacekinetic behavior to 2L Lym-1, ¥ LLym-1 would deliver radiation doses of 3.45, 0.83, 1.03, 0.34,
and 0,36 Gy per MBg injected (12.8, 3.1, 3.8, 1.3, and 2.1 rad/uCi), to tumor, liver, fungs, total body, and
marrow, respectively. When the actual pharmacokinetic data for *'I-Lym-1 (1.5 MBg) were used lo estimaie
dosimetry, corresponding vaiues of 0.51,0.72, 0.49,0.31, and 0.41 Gy/MBq (1.9,2.7, 1.8, 1.1, and 1.5 rad/nCi}
were obtained, Similar values were obtained for mice receiving 7.4 or 14.8 MBq of ' I-Lym-1. Similarly,
TLD data indicated little preferential radiation dosimetry fo tumor, Response rates (cure + CR + FR) for
micereceiving 0, 7.4, 14.8, and 18.5 MBq of ¥ 1-Lym-1 were 8%, 7%, 21%%, and 45%, respeciively. The LD;q,
dose of "' I-Lym-1 was 12.7 MBg (343 pCi). Conclusions. *I-Lym-1 exhibited highand sustained concentration
in Raji tumars in mice, indicating excellent therapeutic potential for "' I-Lym-1. However, invitro QA results
Jor ¥ LLym-1 imdicated that radiolysis had occurred, and 7' I-Lym-1 demonstrated lliile accumulation in
tumor, or preferential radiation dosimetry to tumor in the same model.

Key words: antibady, iedine-£3 1, Lym-1, lymphoma, radicimmunothcrapy
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INTRODUCTION

Antibody-based radicimmunotherapy (RIT) in-
volves the targeted deiivery of radiation to tumors
by anti-cancer antibodies. Pharmaceutical develop-
ment of RIT agents requires careful selection ofthe
antihody and radioisotope, optimization of
radiolabeling chemistry, development of in vitro
cvaluationsof quality assurance {QA), evaluations
of pharmacokinetics, dosimetry, efficacy, and
therapeutic efficacy in an appropriate in vivo model,
and validation of the predictive value of preclinical
evaluations.-#

Lym-1 is a mouse IgG,, meonoclonal antibody
(MAD) thattargets human leukocyte antigen (HLA)-
DR10, that is highly expressed on the surface of
malignanthumar B-cells.’ Epstein ef al.* produced
Lym-1 by immunizing mice with nuclei from Raji
cells that originated from a patient with Burkitt’s
lymphoma; apparently HLA-DR 10 was presentin
theimmunogen. Because HLA-DR10 is exprassed
abundantly on the cell surface of Raji cells, where
itis available for binding by Lym-1, Raji is auseful
model for the evaluation of Lym-1-antigen binding.
In preliminary studies, "I-Lym-{ demaonstrated
favorable tumor uptake in mice bearing Raji
tumors.®

Herein, we report the results of further preclini-
cal evaluation of Lym-1 (Figure [). The phariaco-
kinetics of "*I-Lym-1 in Raji-tumored mice were

assessed, taestimate '*'[-Lym-| radiation dosimetry,
assuming identical pharmacokinetics for *'I-Lym-1,
Subsequently, the pharmacokinetics of *'I-Lym-1
were assessed to estimate radiation dosimetry, to
compare with the ?5I-Lym-1 results. "'.Lym-1
radiation dosimetry was also measured directly, by
mini-thermoluminscent dosimetry (TLD). No
biologic mathematical model for the time depend-
ence of activity is required for TLD, because TLD
detects cumulated radiation over the period of
implantation, thus effectively integrating over time.’
The therapeutic efficacy (tumor regression) and
toxicity (mortality, weight loss, and blood counts)
of ™'[-Lym-1 were evaluated. Quality assurance
data were used to assess the influence of radiolysis
on the i vivo behavior of '*'I-Lym-1. These data,
plus data from other preclinical and clinical trials
ofradiclabeled Lym-1 for therapy of NHL, provided
abasisto considerthe association between in vitro
QA results, i vive characteristics, therapeutic
efficacy in the Raji-tumored mouse model, and
therapeutic response in patients with NHL.

MATERIALS AND METHODS
Antibody
Lym-1 is an 1gG,, mouse MAb with high affinity

for a discontinuous epitope on the B subunit of
HLA-DR10, located on the surface membrane of

Athymlg
beating Rejl umors
Infacted .v. 139 ).tym-1
(1.5, 7.4, 14,8, or 18,5 MBg)

Flgare 1, Experimental scheme, .

Wy mla Fhermneokinelic studies of '} and

*1-Lym-1 In Raji-tumored mice gen-
erated the data for coleolated sadintion
dasimetry, that ¢oxtd be comprred to
directly measured thermoluminescent

@ Talaf body clearance @ Total body cloeranca
@ Blood clearenca & Biood clearance
# Biodistribution  Blodistributlon

—oF

dosimetry. in addition, the therapeutic
efficncy and toxicity of "-Lym-|
AT, were evaluated,

Tumor sfze

I & Wsight

RIS
i 3l | ® Blood Counts

Comparative Dosimetry
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malignant B-lymphocytes.® Solid-phase
radioimmunoassay technigues have shown that
HLA-DR10 is not significantly modulated after
Lym-1 exposure nor shed into the circulation of
lymphoma patients.! Lym-1 was purified from
ascites by Protein-A column chromatography.’

Radiolabeling and Quality Assurance

Lym-1 was iodinated by the chloramine-T method,’
using 0.1 to 1 mg chloramine-T per mg Lym-1. '*1-
and “'I-Lym-1 were radiolabeled with specific
activities of 0.50-0.65 GBg/mg (14-18 mCi/mg),
and1.5-1.9 GBq/mg (40-50 mCi/mg), respectively,
cquivalent to 0.4-1.2 radiotodine molecules per
Lym-1 molecule. Five lots (products ofindividual
rediolabelings) of '*I-Lym-1 and 16 lots of '¥'[-
Lym-1 were prepared.

High performance liquid chromatography
(HPLC), celtulose acetate electrophoresis (CAE),
and radioimmunoassay {(RIA) were used to assess
the purity and quality of ®'[- and “'J-Lym-1.?
HPLC (Beckman, Fullerton, CA) was performed
using a gel filtration column (Beckman TSK 3060
SW or equivalent) to determine the percentage of
radiotodine associated with the antibody peak (MW
150kD). CAE {Gelman Sciences, In¢., Ann Arbor,
M) was performed using 0,05 M sodium barbital
buffer, pH 8.6. A current of $ mA per strip was
applied. Samples were slectrophoresed for 11 and
45 minutes. At 1 1 minutes, lower MW species, i.e.,
fragments or free iodine, were resolved from
immunotaonjugates. At 45 minutes, monomeric
immunoconjugates were resolved from higher MW
species, i.e., aggregates. The immunoreactivity of
W.Lym-1, used. for the pharmacokinetics/
biodistribution study, was assessed by live cell
{Raji) binding assay.” The immunoreactivity of ¥'I-
Lym-1 was assessed by solid-phase binding assay
against partialty purified membrane fragments from
Raji cells.? A *[-Lym-1 standard, which has been
shown to behave like vnmodificed Lym-1, was
assayed in paraliel. The relative immunoreactivity
of "'ELym-1 was calculated as (% "I-Lym-1
bound)/(% '2*I-Lym-1 bound).

Tumored Mouse Model
Female athymic nwipu mice (Harlan Sprague

Dawley, Frederick, MD} were maintained according
to University of California Animal Care guidelines,

on normal diet ad libitum and under pathogen-free
conditions, Five mice were housed per cage, At3.3
to 9.3 weseks of age, the mice received 4.0-4.5 Gy
(400-450 rads) by external-beam irradiation to
suppress immune response to the Raji xenografis;
3-11 days later, Raji cells (1-10% 10%) were injected
subcutaneously on the dorsal flank(s), Raji is an
American Type Culture Collection certified cell
line, established in 1963 froma Burkitt lymphoma
ofthe left maxilla of an 11-year-old male, Tumors
were grown for 17-36 days. The mice were given
potassium iodide continuously in their water
beginning one week prior to injection with 'l or
RIT-Lytn-1, Tumors were measured in 3 orthogonal
diamcters with & caliper, and tumor volume was
caleulated by using the formula for hemiellipsoids.'®
Atthe time of injection, 73% of tumors were well
established, f.e., 20-500 mm’, To provide directly
comparable results with previous studies, only mice
with tumors of initial size 20-300 mm® were used
to evalyate the biodistribution, dosimetry, and
efficacy of *'I-Lym-1, because smaller tumors were
associated with enhanced therapeutic efficacy.™ !
Mice with smaller tumors were included in the
toxicity studies (mortality, mouse weight, and blood
counts),

Injections

Mice received iL.v. injections of 1.5 MBq (40 pCi)
BLLym-1,0r 1.5, 7.4,14.8,0r 18.5 MBq (40, 200,
400, or 500 uCi) '**'I-Lym-1, in the dorsat tail vein.
A dose group was defined as the sct of mice receiv-
ing & given activity of radiopharmaceutical, e.g.,
the 14.8 MBq '"I-Lymn-1 dose group. So that all
dose groups received radiophammaceytical of similar
quality, every lot of P I-Lym-| was divided among
multiple dose groups; for example, one lot wasused
to prepare two 1.5, six 7.4, and two 14.8 MBq
doses. Unmodified Lym-1 was added toradiaiodin-
ated Lym-1 such that mice receiving '*[- and '[-
Lym-1 received total protein doscs of 3 and 50 pg,
respectively. Previous studies indicated that 3-50
pg Lym-1 exceeded the threshold for hepatocyte
receptors, to provide uniform pharmacokinetics. "

Pharmacokinetic Studies
Clearance of radioactivity from the total body and

blood of mice receiving *I-Lym-1 (1.5 MBq)and
Bl Lym-1 (1.5, 7.4, 14.8, and 18.5 MBq) was
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assessed. Total body radioactivity was meusured
at the time of injection, then daily for 7 days, with
a dual sodium odide crystal probe system (Picker
Nuclear, North Haven, CT). The radicactivity in
blood was evaluated daily for 7 days, by collecting
blood samples (10 pl) from the dorsal tail veinand
counting them in a sodium iodide gamma well
counter {Packard, Downers Grove, TL). Decay-
corrected radjoactivity in the tota] body and blood
were expressed as percent injected dose (%1D) and
%ID/ml, respectively.

Toassess the biodistribution of %I-Lym-1 (1.5
MBq) and *'E-Lym-1 (1.5, 7.4, and 14.8 MBq),
mice were sacrificed by cervical dislocation 1,3,
and 5 days after injection, and tumars and normal
tissues were harvested, weighed, and counted. The
decay-corrected concentrations of radioactivity in
tumors and normal tissues were expressed as

- %ID/g,

At least 8 mice in the "*I-Lym-1 group ateach
time point, and at feast 3 mice in each '*I-Lym-1
dose group at each time point, were cvaluated for
total body and blaaed clearance. Eight to 10 mice
inthe "*I.Lym-1 group at each time point, and 4-18
mice in each *'I-Lym-1 dose group at each time
point, were evaluated for biodistribution. The mean
initial tumor size £ 1 8.D. in mice evaluated for
hiodistribution of *1-Lym-1 (1.5 MBq)ar ¥'l.Lym-
1(1.5, 7.4, or 14.8 MBqg) were 127+ 121, 120 %
98, 132 79, and 86 + 64 mm?, respectively.

Esttmated Radiation Dosimetry

Pharmacokinetic and biodistribution data from mice
receiving "®I-Lym-1 were used to estimate '*'L.Lym-
1 radiation dosimetry, assuming that *'I-Lym-1
would behave identically invive, Actual *¥'I-Lym-]
pharmacokinetic and biodistribution data were also
used to calculate radiation dosimetry, Curnulated
activitics for the total body, blood, tumors, and
normal organs were obtained by integration of
monoexponential analysis of the pharmacokinetic
and biodistribution data. Although biood clearance
is biexponential, monoexponential fitting was used
to simplify analysis, because the slow f-phase
provided the dominant contribution to radiation
dosimetry. To estimate the tota) radiation dose to
tumor, liver, lungs, kidneys, and spleen, the pene-
trating radiation from the body of the mice was
added to the nonpenetrating radiation from the

550

targeting tissue itself, A simplifying assomption of
uniformly distributed activity in the total body was
used to estirmate the contribution from penstrating
radiation. The sbsorbed fraction of photonsina 2
gram mouse was taken to be the same as the MIRD
value for the absorbed fraction of photons in a
human thyreid (standard man mass 19.6 grams),”
A mean energy per nuclear transition of 0.0151
(cGysgV(MBqreh) was used fo estimate the
nonpenetrating radiation of '1 in the targeting
tissue, " A specific activity for blood in marrow of
0.25 was used to estimate the nonpenetrating
radiation dose to marrow from blood."* As observed
by Hui,' escaping radiations can substantially affect
the radiation dose delivered by Jong ranpe beta
emitterssuchas Y (x, = 5.2 mm). However, only
a small fraction of beta radiations from *'T (xg =
0.82 mm)escape tumors and normal organs. Sample
calculations correcting for absarbed fractions of I
tntumor, liver, Jungs, kidneys, and spleen'? demon-
strated little reduction in radiation dose; thus,
correction for escaping *'I radiations was disre-
garded, However, escaping radiations from the
marrow were greater (54%) and corrected radiation
doses for marrow are provided parenthetically
below.

Thermoluminescent Dasimetry

Radiation dosimetry in mice receiving 'I-Lym-1
(1.5,7.4,14.8,0r 18.5 MBq) wasmeasured directly
by mini-TLD, as described previously.5'¥ Shortly
before treatment with '*'I-Lym-1, 12 mice beating
23 tumors with a mean volume of 203 % 115 mm’
were implanted with 0.2 x 0.4 x 5§ mm TLDs, cut
from CaS80;: Teflon matrix discs (Teledyne, Inc.,
Westwood, NI). The TLDs wete inserted through
820 gauge needle in the following locations: right
tumor, 1 cm above right tumor, left tumor, 1 cm
above left tumor, right shoulder, left shoulder,
peritoneum, and liver. Seven days afler treatment
with #'I-Lym-1, the mice were sacrificed, and the
TLDs were removed, washed with decontaminating
detergent, rinsed, and redried. To determine the
radiation dose (Gy per MBq injected) to the sites
of implantation, the optical density of autoradio-
graphic film in the TLIJs was converted to cumu-
Iated activity, using a calibration corve from film
exposed to known cumulated activities. The meth-
odology has been validated in polystyrene tumor
phantom models.'®
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Therapeutic Efficacy and Toxicity of "' I-Lym-1

Mice receiving *'I.Lym-1 (0, 7.4, 14.8, or 18.5
MBq) were evaluated for therapeutic efficacy and
toxicity. Each dose group included 9 or more mice,
with similar distributions of tumor sizes among
groups. After injection, survival was monitored
daily, and mouse weight and tumer size were
measured 2-3 times perweek. Blood samples were
collected 2-3 times per week from 3 or more mice
from cach dose group, chosen at random, and red
blood cell (RBC) and platelet counts were measured
as described previously." Mice that survived 60
days efter injection were sacrificed,

Therapeutic efficacy was assessed by tumor
response, categorized as follows: cure (C), tumor
disappeared and did not regrow during the 60 day
study; complete regression(CR), tumor disappeared
but later regrew; and partial regression (PR), tumor
decreased in volurne by 50% or more and regrew.
Only tumors that began to shrink within 3 weeks
of treatment were classified as C, CR, or PR,
because earlier studies of the natural history of Raji
tuintors and their response to RIT indicated that RIT-
induced tumor response occurred within thig
period."” Tumors that fulfilled the requirements for
CR or PR in mice that subsequently died were
categorized as CR (rather than C, which required
the absence of tumor at 60 days) or PR. The time
required for every tumor to double in volume after
treatment with "*'I-Lym-1 was measured, and the
median doubling time wasdetermined for each dose
group. Ifa mousedied, e.g., at 13 days and its turmor

hadnotdoubled in size, its tumor doubling time was
assessed as greater than 13 days.

Deaths within 30 days were attributed fo
radiation toxicity, as documented previously.'?2%
Logisticregression analysis (SAS system software,
SAS Institute, Inc., Cary, NC) wasused to estimate
the injested activity of **'L-Lym-1 lethal to 50% of
the mice within 30 days (LDjp), and 2 95%
confidence interval was calculated by Fieller’s
method 2

Microautoradiography of *I.Lym-1 in Cell
Culture

Rajicells were incubated with '**I-Lym-1 in RPMI
1640 (96 kBq/10° cells/0.1 ml) and incubatedat 37
°C for 24 hours, The cells were washed threetimes
with 0.15 M phosphate buffered saline, pH 7.4
(PES), resuspended in PBS (0.1 ml), and added to
a slide that was previously coated with 0.5%
agarose, Acetic acid (2%, 0.1 ml) was added to the
same area of the slide and spread evenly. The slide
was dried by rapid passes over a flame, then rinsed
by dipping 15-20 times in purified water (18 M(),
NANOpure I, Bamstead, MA) to remove salt
crystals. In a darkroom, the slides were dipped in
NTB-2 nuclear track emulsion (Eastman Kodak,
Rochester, NY), placed on absorbent paper in a
light-tight slide box and incubated at 4°C for 1.2
hours. The slides were developed for 3-5 minutes
in D-19 developer {(Eastman Kodak) at 16°C,
washed gently in distilled water for 3 -5 minutes,
placed in Rapid Fix (Eastman Kodak} for 8-10

TABLE 1. Quallty assurance of *'[-Lym-1 ot intervals of time following radiolobeling,
Median Quality Assurance Results Mice injected during interval

[nterval (%%)* (%)

afler radiolabel- on
ing (hours armacg-

g (hours) HPLC CAE inetios study ETCRGY study  TLD study
0.00-0.99 93 879271 70 1 4 0
1.00-1.99 86 18/73/10 66 39 43 42
2.00-2.99 85 2017378 66 52 25 17
3.00-3.99 64 21/64/715 no data 7 10 17
4,00-6.50 66 26/56/19 50 0 18 25

* 0,150 kD by HPLC; % higher MW / % monomeric / % lower MW by CAE (may add up to >100 because of
rounding); % immunoreactivity relative to unmodified Lym-1 by RIA
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minutes, and washed under running water. The
slides were dehydrated, excess emulsion was
removed from the bottom of the slides, Permount®
and coverslips were added, and the slides wete dried
24 hours before examining under a light micro-
scope. 2

RESULTS

QA of "¥I-Lym-1 indicated that greater than 95%
of "1 wes associated with Lym-1, by HPLC and
CAE. In the live cell immunoreactivity assay, 70%
of 'PI-Lym-1 was bound to Raji cells, similartothe
binding fraction of unmodified Lym-1 under the
same conditions, thus *[.Lym-1 demonstrated
100% relative immunoreactivity, QA of *'I-Lym-1,
performed multiple times during the 6.5 hour
interval over which mice were injected, indicated
decreasing structural and functional integrity of *'I-
Lym-1 over the interval (Table 1). During the first
haour after radiolabeling, 92% of P!I-Lym-1 wasin
monomeric form, by CAE; in the solid phase
immunoreactivity assay, 24.5% of P 'I.Lym-1 was
bound to Raji extracts, as compared to 35.1% of
1231 Lym-1, which had previously been showed to
behave like unmodified Lym-1; thus the relative
immunoreactivity of "'LLym-1 was 70%
(24.5%/35.1%). During the interval 4-6.5 hours,
56% of "'I-Lym-1 was inmonomeric form, and its
relative immunoreactivity was S0%. The timing of
mouse injections is provided in Table 1. The mean
time et which mice evaluated for pharmacokinetics,

efficacy, and TLD were injected with '"I-Lym-1

wereg 2.1, 2.6, and 2.9 hours, respectively; QA
indicated 73% monomeric P'I-Lym-1 and 66%
relative immunoreactivity during the corresponding
interval of time,

The total body clearance of *'I-Lym-1 was
similar among all dose groups, and similar to that
of “I-Lym-1. The blood clearance of '-Lym-1
was similar among all dose groups, and faster that
of ™I-Lym-1 (Figure 2}, Pharmacokinetic data arc
provided in Table 2.

Microautoradiography of '“I-Lym-1 after 2
hours in Raji cell culture indicated the deposition
of T on the cell surface, consistent with the
presence of antigen evailable for Lym-1 bindingon
the cell surface (Figure 3).

The biodistribution data for **I-Lym-1 indi-
cated highly preferential uptake and prolonged
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Flgure 2, Phermacokinetics of ™I- and *-Lyn-J. The clcarance of
radiviodine fromtotal body (top}end blaod {kattom) of Rafl-tumored
inice racsiving 1.5 Mg "Bl-Lym-1 (A}, or 1.5 (9),7.4(O), 14.5 (W)
or 8.5 MRq (D) of "![-Lym-1, was evaluated. V[-Lym-1 exiiibited
similar cleargnce from total body, and faster clearance from bloed,
than "l-Lym-1, Poinls: mean + | $.5,

retention in tumor, as compared to liver, lungs,
kidneys, and spleen (Figure 4). Unlike '**I-Lym-1,
"I-Lym-1 exhibited little preferential uptake in
tumor, as compared to liver, lungs, and kidneys.
Relatively high concentrations of "*'[-Lym-1 in
spleen were observed. All *'I-Lym-1 dose groups
exhibited similar pattems of biodistribution, except
that prolonged retention in spleen was observed in
the 7.4 MBq dose group.

When "2[-Lym-1 pharmacokinetic data were
used to estimate “'[-Lym-1 dosimetry, the radiation
dose to tumor was 3.45 Gy/MBq (12.8 rad/pCi),
as compared to radiation doses of (.67-1.03
Gy/MBq(2.5-3.8 rad/uCi) toliver, lungs, kidneys,
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TABLE 2. Pharmacokinetics of "*I- and ""{-Lym-! In Raji-tumored mice.

Blood cizerance
B-phase intercept

Blood clearance

Total body clearance halflime f-phase halftime

{hours) (%ID/m) (hours)
1.5 MBq "*-Lym-1 42 37 51
L5 MBq "-Lym-t 36 12 33
7.4 MBq "'[-Lym-1 42 21 32
14,5 MBg *'I-Lym-1 49 15 34
18.5 MBq "'L.Lym-1 44 10 34

? Figure 3. Autaradiograph of
Raji cell culture 24 hours
after incubztion with **l.
Lym-I, showing preferential
locufizetion arovad the pe-
f rphery of colls, suggeated
membrane atigen and lack
ofintemnalization (750x, kefl;

> magnification, tight).

K additionsl photographic

and spleen (Figure 5). Radiation dosimetry esti-
mated from "'[-Lym-1 pharmacokinetic and
biodistribution data indicated that tumor, liver, and
lungsallrecoived similar radiation doses, 0.49-0.77
Gy/MBaq (1.8-2.8 rad/pCi), and the spleen received
comparatively high rediation doses, 1.55-4.49

TABLE 3.

Mean radiation doses+ 1 8.D. {Gy/MBq injected) from ™'1-
Lym-1 in Raji-tomored mice, as determined by
thermglumincscent dositmetry.

Location Radiation Dose
Right tumor 0.14£0,11

1 em above right tumor 0.14+0.08

Left tumor 0.13 £ 0.07

1 om above left tumor 0.15£0.09

Right shoulder G.18£0.10

Left shoulder 0.17 +0.07
Peritoneum 0.13 £ 0.05

Liver 0.120.09

Gy/MBq (5.7-16.6 rad/uCi). Similer radiation
dosimetry, on a Gy/MBq basis, was observed
amongall *'I-Lym-1 dose groups. Thetherapeutic
index (TI)is the radiation doseto tumor divided by
the radiation dose to specificd normal tissues. 1f '*!1-
Lym-1 exhibited pharmacokinetics identical to '#1-
Lym-1,its Ti far tumor:total body would have been
10.3; tumer:marrow, 6.2 (13.5 when cotrected for
absorbed fraction in marrow);, tumor:liver, 4.1;
tumor:kidneys, 5.2; and tumor:spleen, 4.0 (Figure
5). However, radiation dosimetry based on **-Lym-
| pharmacokinetic data were less favorable, provid-
ing TIs of 2 or less. TLD indicated that tumors and
all other sites examined received similar radiation
doses from "*'I-Lym-1 (Table 3).

The percentages of mice that died within 30
days afterreceiving 7.4, 14.8,and 18.5 MBgof®'1-
Lym-1 were 33%, 50%, and 72%, respectively,
indicating that toxicity was related to the activity
of ®linjected (Figure 6). Twenty-thres percent of
control micethat received no *'1-Lym-1 died within
30 days, for reasons that were not apparent; their
relatively low tumor burdens of 0-1191 mm® wera
inconsistent with lymphoma-related mortality. An
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Figure 4, Biodistribution af
Wi ymal (1.5 MBq) and
WILLym-1{1.5, 7.4, 0r 14,8
MBq) in Rajl-tumered mice.
Theconcentrmtion of redioio-
ding in tumors and rormat
tissues was measured 1, 3,
und § days aftet Injection, 28
indicated on the horizontal
sxis. "-Lym-1 demunstrated
higheaneantration and reten-
tion Intumar, relotlve to nor-
mal tlssues, but *'l-Lym-f
did nat. High concenirations
of MI-Lym-1 in spleen were
observed. Bars: mean = 1
3D

135 13
Brain  Splss

1
Brain  Splee

0

LDy of 12,7 MBq (343 nC; 95% confidence
interval 9.1-18.2 MBq) was estimated by logistic
regression.

Al ¥'L-Lym-] dose groups exhibited modest
body weight loss of 9.4% or less, similar to the
control group. Higher activity of 'l injected was
associated with more prolonged weight Joss: mice
receiving 0,74, 14,8 or 18.5 MBqrecovered their
initial body weight2.5, 1.5, 3.5, and 4.0 weeks after

554

injection, respectively. Higher activity of "1
injected was also associated with larger and more
sustained drops in platelet and RBC counts (Figure
7). The median time of death among mice receiving
-Lym-1, 19 days, coincided with the blood count
nadirs, thus, the timing of death and the blood count
data were consistent with radiation-induced
myelotoxicity.

The response of tumors to treatment with "'}
Lym-1 is summarizad in Table 4. The cure rate in
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Figure 5. Radiation doses 10 tumor and nosmal tissues (solid) and
therapeutic indices (hatched), catculated from pharmeeokinetic and
biodistribution data for radiniodinated Lym-1 in Raji-tumored mice,
Wi.Lym-1 data were used to caloulate " rediation doses (Gy per MBq
injected), nssuming that ™I-Lym-1 would demonsiraie identlcal
pharmasokinetics and biodistribution (top). Based on 1-Lym-1 data,
high rediation doses fram 4'l-Lym-1 to tumar, relative to nomal
\issues, were expected, providing high therapeutic indices. However,
radintion dosimetry hased on "'[-Lym-1 data (1.5, 7.4, or 14.8 MBg)
was [ess favorable, indicating that tumors received radiation doses
sintilar i normal tissucs, exceptspleen, which received relatively high
rediation doses.
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Figurc 6. Suvival of Reji-tumored mice reeeiving ¥'1-Lym-).
Cumulative mortality within 30 days of receiving 7.4 (), 14,8 (W}
or 18.5 MBq () of "J-Lym-1 incrensed whh ingreasing salivily of
111 ym-1 Enjected {top). However, 23% of control miee receiving no
B[ ym-t {a)died Tor unexplained rensons. An LDy, 0f 12.7 MBq
(95% sanfidence interval §.1-18,2 MOq) was estimated by logistic
regression of lhe mortality data (bottont).

all dase groups did notexceed the spontaneous cure
rate of 8% observed in the control group that
received no *'I-Lym-1; however, CRs and PRs

increased with increasing activity of ™' injected
(Figure 8), contributing to overall response rates
of 21 and 45% in the 14.8 and 18.5 MBq dose
groups, respectively. The median time to tumor
doubling for mice receiving 0,74, 14.8, and 18.3
MBq of #[-Lym-1 was 10, 6, 13, and greater than
13 days, respectively.

DISCUSSION
QA of MAb-based pharmaceuticals jnvolves a
series of well-documented analytical procedures

that retiably predict their in vivo characteristics.
Preclinicai studies may be used to define and
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TABLE 4. Response of human Burkitt's lymphoma (Raji) tumer xenografts in mice to WL Lym.1 therapy.

Activity of Pl Initial twmor vol- Response rate!
Lym-1 Tnjested NO:OTWMOTS/ 0ot T Noof G No.of CRs' No.ofPRs! 57 g )
(MBq) ' (ron)
0 (control} 13/9 1104114 0 0 8%
74 43/30 106 £ 101 0 1 T%
14.8 34124 115+9] 3 3 21%
18.5 323 200+ 133 2 10 45%

¥ Values are means & 1 §,0.

t @ = cure; CR = complete regression; PR = partial regression

! Responst=Cs+ CRs +FRs

substantiate conservative QA standards, which
should then be continuously evaluated against
petient data. '’I- and "*'I-Lym-1 were evaluated in
Raji tumored mice as described herein, followed
by clinical trials of *'I-Lym-1;*2¢ similarly, “Cu-
and ®Y-labeled Lym-1 have been evaluated in virro,
in mice, and in patients.*" ¥ These studies
provided abundant data to evaluate the association

1.2 x 1084
1.0 x 1084
08x 084

0.6 x 1084

PLATELETS (urly

0.4 x 1084

0.2 x 108 e m o1
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10x 108
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Figure 7. Platelet (top) and red blood cell {bottom) counts in mice
Reelving 0 {a), 7,4 (O}, or 14,8 (W) MBqot "t-Lym-1. The severity
and dusation of myelotoxic effeots increased with Increasing acthyity
of "|-Lym-I injected. Points: menn & | 5.5,
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between results from preclinical in vitro and in vivo
studies, and clinica] trials.

Microautoradiography of #*1.Lym-1 in Rajicell
culture indicated that Lym-1 was atthe cell surface,
and provided no evidence of internalization, nor,
by inference, release of radioiodine secondary to
catabolism of radioiodinated Lym-1, or by other
mechanisms commonly referred to as “dehalogen-
ation.”®! The results were consistent with previous
studies indicating that Lym-[ is not internalized.**
Mattes ef al** demonstrated that under specific
conditions, intact #*1-Lym-1 was released from Raji
cells in vitro avertime, ag were all other MAb-B-
coll-lymphoma systems evaluated; but littlerelease
of I-Lym-1 degradation products was observed,

HPLC, CAE, and RIA analysis of '“I-Lym-I
used for the pharmacokinetic study indicated
complete retention of the structural and functional
characteristics of Lym-1. Consistent with the QA
and microautoradiography results, '™l-Lym-1
exhihited excellent specificity for and retention in
Raji tumors, and no accumalation in normal tissues
(Figure 4), as observed previously.® '*I-Lym-1
pharmacokinetic and biodistribution data were used
to predict "'-Lym-I radiation dosimetry in Raji-
tumored mice, Based on *I-Lym-1 data, "*'I-Lym-1
was expected to provide a T1 for tamor:total body
of 10.3; tumor:marrow, 6.2 (13.5 when comrected
forabsorbed fraction in marrow); tumor:liver, 4.1;
tumor:kidneys, 5.2; and tumor:spleen, 4.0 (Figure
5).

The QA data for '¥I-Lym-1 were less favorable
than those for'**l-Lym-1, and indicated that radio-
lysis occurred during the interval between radjo-
labeling and injection {Tabie 1). The mean vajues
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RESPONSE (%5)

D 74 148 185
DQOSE (MBq)

Figure 8. Therapeutic efflcocy of "-Lym-1 in mice bearing Raji
tumors. The cure rate wes simifar for all *'L-Lym-1 dose graups, ané
simitar to the spontaneaus cure rate in mice that recelved no therapy;
thus, ¥11-Lym- therapy dld not appsar to ba carative, However, the
total response rate (PR plus CR plus cure) increased with incrensing
activity of ®'l-Lym-1 injeoted.

at the time of Injection of "'I-Lym-1 were 73%
monomeric antibody and 66% relative immuno-
reactivity, *"I.Lym-1 demonstrated little specificity
for Raji tumors in mice, and high concentrations
in spleen. When pharmacokinetic and dosimetry
data for *'I-Lyn-1 (1.5 MBq) were used to estimate

"I radiation dosimetry, the Tl for tumor:total body
was 1.7; tumor:marrow, 1.2 (2.6 when corrected
forabsorbed fraction in mamow); tumor:liver, 0.7;
tumor:kidneys, 1.7; and tumor:spleen, 0.3; similar
values were obtained for mice receiving 7.4 and
14.8 MBqof *'I-Lym-1. "™-Lym-1 radiation doses
(Gy/MBq injected) measured directly by TLD were
lower than those estimated from pharmacokinetic
and biodistribution data, and were notcorrected at
the time of experimentation for in vivo fading as
was done for later work.™* However, the TLD data
were consistent with the calenlated radiation dose
estimates, in the respect that little specificity for
tmnor was indicated.

In mice receiving '*'I-Lym-1 therapy, the rate
of mortality exceeded the rate of therapeutic re-
sponse in every dose group, In comparison, in
clinical trials in non-Hodgkin's fymphoma (NHL)
patients refractory to conventional therapy, *'I-
Lym-1 demonstrated excellent tumor targeting by
imaging, and provided 52% responses, including
33% compiete responses, which had a mean dura-
tion of 14 months.** The mouse study may have
fatled to predict the favorable results of the clinical
trial dve to inferior quality of “'I-Lym-]
radiopharmaceutical, '*'T-Lym-1 for clinical trials
was radiolabeled by optimized methods and

§ |_~1°
15 ] L:'ai R intion dosi
T =] gure 9. Radistion dosimelry from phass
2 o Tclinical trials of ™I-Lym-1 for patients
u 0 = wilh NHL, at a single site as reported by
§ 1 E DeNardo et at.® (lop}, and in & multicenier
= rdoe rial where radiopharmacentice! wes pre-
g 0.5 & peeed at each sle* (hattom). Rediatlon
= -2 E doses to tumer and normnd Lissaes {sold),
3 . P B B Lo :sc:lmatcd from im:girlg data, were u.:;d ta
0 ermine thempeutic indices (T1s; halched),
Tumor ;“:;’" r:;' Liver Lungs r:(eld.; Sploan Igﬁ; In the DcNardgctrial, compszxr.ively hlg)h
ady ¥ radiation doses to tumor, and low radiation
8.0 doses to normal tissues, led Lo favarable Tis,
40 L I the multicenter rial, substentially lower
20 Tadiation doser lo the fumor end higher
T ! . f1 0 radiation doses to normal lissues, particy-
E {5 larly the spleen, led to untavorable Tis, The
g 157 ré g radintion dose scalewas compressed sbove
a b o 2.0 Gy/GBq to fit spleen and thyroid data,
W Ui = Itis hypothesized het mdfolystsof " [-Lym-
8 - E I eentributed o the comparatively poor
= 4 & dosimetry in the multlcenter trigl,
8 e b
= 05 Ly
2 ] e Ao F
3 45 m; T dala  daln N
® g0- - -0
Tumor Total Mar- Llver Lungs Kk Spleen Thy.
L Body row neys rold
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formulated at approximately 37 MBq (1 mCi) per
ml in 4% (w/v) human serum atbumin (HSA) in
saline, to prevent radiolysis.™ Because of the
radioprotectantqualities of HS A, QA of ¥ I-Lym-|
for clinicalirials indicated 93% or mote monomeric
fraction and 93% or more relative immuno-
reactivity. In comparison, ™1-Lym-1 forthe mouse
study described herein was not protected from
radiolysis, Volume constraints forthe mouse study
necessitated the formufation of *'F-Lym-1 athigher
radioactivily concentrations, and foreign proteins,
e.g. HSA, were not added to the doses, The
radioprotective propetties of chemical stabilizing
agents, snch as ascorbate, were not well docu-
mented at the time of the experiment.**

In a multicenter clinical trial of “*'I-Lym-1 for
NHL, it which radiopharmaceutical was prepared
at each site, Kuzel et al.* reported partial responses,
with a mean duration of 3.6 months, in 31% (4/13)
of the patients. The mean radiation dose to tumor,
which was evaluable in only 15% (2/15) of the
patients due to poortumor imaging, was 0.20 £0,16
Gy/GBq. In comparison, DeNardo ez af.* reported
amean radiation dose to tumor of 1.1 £0.7 Gy/GBq
and lowerradiation doses to normal tissues, result-
inginhigher TIs (Figure 9). The substantial differ-
encesbetween the studies in the percentage, quality,
and duration of responses, quality of tumor imaging,
and radiation doses to tumor and normal tissues,
imply differences in radiopharmaceutical quality.
Thus, the importance of our observations in mice
that the quality of the radiopharmaceutical at the
time it is given to the recipient, and the potential
impact ofradiolysis that can oceur after QA evalua-
tion and before injection, is supported.

As indicated by RIA data of "™I-Lym-1 given
to mice, antigen binding was affected by radiolysis,
Prcsumably, sites other than the binding site were
also damaged, possibly accounting for the enhanced
blood clearance of *'I-Lym-1 (Figure 2), which in
turnmay have contributed to the failure of *'I-Lym-
1 to accumulate in tumor, Thus, radiation damage
to the protein may have reduced both the ability and
the availability of *[1.ym-1 to bind to tumor,
These results iflustrate that the loss of structural
integrity of the antibody secondary to radiolysis,
ag indicated by pharmacokinetic data (e.g., total
body, blood, or urine clearance), may affect the
uptake of entibody in tumor, For example, in &

clinical trial of '"Lu-CC49 for ovarian cancer, the
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urinery exeretion of radinactivity accounted for
26% of the activity injected &t 72 hours in patients
receiving a 7 day old preparation of "Lu-CC49,
as compared to 6,7% in patients receiving the same
reagent prepared and given to the patient the same
day.”

Evaluations of "Cu-radinlabeled Lym-1 in Raji-
tumored mice, similar to the study of 'MI-Lym-1
herein, demonstrated the value of animal studies
for preclinical development of radiolabeled Lym-1.
The chelating (metal binding) agent 6-{p-
(bromacetamido)benzyl]-1,4,8,1 1-tetraazacyclo-
tetradecane-N,N' N*' N'* tetraacetic acid (BAT)
was conjugated to Lym-1 via 2-iminothiolane (21T)
to prepare 2IT-BAT-Lym-1. To determine the effect
of the ratio of BAT molectiles per Lym-1molecule
{chelating agents per antibody: c/a) on in vitro
immunoreactivity and # vivo tumor binding, 21T-
BAT-Lym-1 withc/aof1-23 was radiolabeled with
§’Cu, and evaluated for RIA and pharmacokinetics
inRaji-tumoredmice, 2IT-BAT-Lym-1 withc/a [-5
behaved similarly to unmodified Lym-1, butabove
5, increasing o/a was asscciated with decreasing
immunoreactivity, decreasing uptake and retentiorn
in tumor, and increasing uptake in [iver, Subse-
quently, ¥Cu-21T-BAT-Lym-1 with o/a 5 or less,
95% ormare monomeric fraction, and 90% or more
relative immunoreactivity, demonstrated therapentic
efficacy at well tolerated doses in the Raji tumored
mouse model.'"! Inclinical trials, 'Cu-21T-BAT-
Lym-1 with similar QA demonstrated exceflent
tumor uptake and retention, and therapeutic re-
sponses in 58% of NHL patients refractory to
conventional therapy,”

In the”’Cu-~and '*]-Lym-1 studies, pharmaco-
kinetics in miece were sensitive indicators of the
functional integrity of Lym-1, and particularly
uscful for preclinical development of Lym-1
radiopharmaceuticals, In vivotesting has also been
used to validate in vitro QA results that demon-
strated the stability of Lym-1 and Lym-1 conjugatoes
during storage at -70 °C for 6 years or longer.*

In summary, "'I-Lym-1 exhibited high and
sustained concentration in Raji tumors in mice,
indicating excellent therapeutic potential for *1-

Lym-1 in the same model, Iz vitro QA results for
"'J-Lym-1 indicated that substantial radiolysis had
occurred during the interval between radiolabeling
and injection, and *'I-Lym-{ exhibited little acou-
mulation in tumor, or preferential delivery of
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radiation dose to tumor, Taken with other preclini-
cal and clinical assessments of radiolabeled Lym-1,
theresults demonstrated an assaciation between in
vitro QA results atthe time of injection {rather than
immediately after labeling), in vivo characteristics,
therapeutic efficacy in the Raji-tumored mouse
model, and therapeutic response in patients with
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Effects of Temperature on Radiochemical Purity and
Immunoreactivity of Radiolabeled Monoclonal Antibody 1TH10

Wen-sheng Huang, Shiou-chi Cherng, Tsu-Kang Jen, Mu-hsien Yu, and Ming-yang Yeh

Departments of Nuclear Medicine and Obsictrics and Gynecology, Tri-Service General Hospital, National Defense Medical Center and

Cheng Hsin Ceneral Hospiial, Taipei, Taiwan, ROC

Objective: This study was undertaken lo investigate the
effects of temperature on preserving the radiochemical purity
and immunoreactivity of '25- and '3'l-labeled monoclonal
antibody {(MAb) 1H10—an antibody against human cervical
carcinoma cell-surface antigen.

Methods: An antibady-irrelevant human melanoma cell line,
H2269, served as the control group, lodine-125 and 31
radiolabeling of MABbs 1H10 and H2669 was performed by the
chioramine-T method. All the prepared MAbs were divided
into aliquots and stored at4, —20, and —70°C for 2-14 d. The
radiochemical purity and immunoreactivity of the labeled
antibodies in sel conditions were measured by thin-tayer
chromatography and a medified index, respectively, after a
single freeze-and-thaw cycle.

Results; Reduced release of free radioiodide and better
preservation of immunoreactivity were observed in the radio-
labeted MAbs stored at —70°C than in those stored at —20°C
or 4°C. The extent of free iodide dissociation and immuno-
logic binding degradation of 125-labeled MAL TH10 appeared
milder than that of ¥|-labeled MAb under the same condi-
tions. However, both '%%- and 1¥l-labeled MAb stored at
~70°C or —20°C retained more than 90% radiochemical
purity for at least 3 d.

Conclusion: Freezing provides an appropriate alternative for
reducing radiolysis and preserving immunoreactivity of radio-
iodinated MAbs. MAb 1H10, labeled with either 1251 or 131] and
stored at temperatures of —20°C or below for 3 d after
labeling, appeared stable in both radiolabeling and binding
studies in vitro and was still acceptable for in vivo use.

Key Words: effects of temperature; immunoreactivity; mono-
clonal antibodies; radiochemical purity

J Nuci Med Techno! 2000; 28:182-185

Monoclonal antibodies (MAbs), raised against specific tumor-
associated antigens, have become valuable catriers to deliver
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agents such as radionuclides to tumor sites (/). The localization
of radioactivity in tumor sites, either primary or metastatic, has
provided a means for tumor diagnosis and perhaps treatment
(2.3). While radiolabeled MoAbs are potential tools for tumor
imaging and (reatment, such as radioimmunodeicction (RAID)
and radivimmunutherapy (RAIT), several problems need lo be
resolved before they can become applicable on a large-scale
clinical basis {4, 5).

Todine-125 is the most often used radionuclide to determine
relative tissue distribution in animals, while '*'] is one of the
basic isotopes for imaging and treating patents. Both are used
frequently for radiolabeling of antibodies. Factors such as
radiation from isolopes attached to aniibodies and the interac-
tien of chemicals used for iodination, or constituenis of stock
solutions of labeled antibocdies. may deteriorate antibody mo-
lecular structure and result in dissociation of the isotope or a
decrease in immunoreactivity of the radiviodinated antibodies
{8). Unstable radiolabeling and poor binding studies in vitro
usually exclude these antibodics from in vive use (7). This is
especially true when the time from radiclabeling to application
is prolonged. Many techniques are available to siablize the
labeling and immunorcactivity {8-10).

Despile recent advances in cancet management, cervical
carcinoma is still a serious problem and is ranked first among
malignancies affecting women in Taiwan (/7). MAb 1HI10,
which recognizes 40% of human cervical carcinoma tissues.
has been used for in vivo tumor localization {12). In this study.
we investigated the efficacy of eryopreservation on stabilizing
labeled MAD, by observing (he changes in radiochemical purity
and immunoreactivity of '2°[- or $¥'[-labeled MAb 1H10 after
periods of storage at different temperatures.

MATERIALS AND METHODS

Toding-131 {40 mCifml) and 1251 {100 mCi/fmL) were both
purchased [rom a commercial source (Amersham Co,. Bucking-
hamshire, UK), Human CaSki cell line was provided by RA
Pattilio {(Medical College of Wisconsin, Milwaukee, W}, MAb
1H10 was generated against CaSki human cervical carcinoma
cell-surface antigen as previously described (73). The MAb
1H10 belongs to the immunoglobulin of the IgG; subclass. An
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IgGy antibody-irrelevant human melanoma cell line, H2669
(provided by 1 Hellstrom, University of Washington, Seattle.
WA), served as the control. Both cell lines were maintained in
RPMI-1640 medium supplemented with 5% heat-inactive fetal
calf serum (FLOW Laboratories, Springfield, 1L}, with 100
U/mL penicillin and 100 p/mL streptomycin. [odine-131 and
125] radiolabeling of MAbs was performed using the chlora-
mine-T method {14). 1o a level of about 5 mCi/mg MAb for 3"
and 2 mCi/mg MAh for '], The jodinated protein was
separated from reactants using Sephadex G25 columns (Pharma-
cia. Piscataway. NJ) in phosphate-buffered saline (PBS) at a pH
of 7.4. ai room temperature (/5). The preparations were each
divided into 0.2-mL aliquots (adjusted to approximately 1
mCi/mL} and stored at —70, —20, and 4°C for various time
periods. The labeled MAbs in aliquots were frozen and thawed
for 1 cycle only.

Assays for radiochemical purity of 1231 or 131 jodinated MAD
on Days 1, 2. 3, 5, and 8 after labeling were performed using
instant thin-layer chromatography (ITLC: Gelman ITLC-5G,
Ann Arhor, M) using chlorofon-methanol 0.25% KCI (30:15:4,
v/v) as a developing agent (J6). The percentage of the total
activity remaining with the protein was determined by cutting
the strip. followed by counting the radioactivily using a gamma
counter (LKB 1272 Clinigamma gamma counter; Wallac,
Turku, Finland).

lmmunoreactivities for radiolabeled 31 ar '35 antibody
stored at —70, —20, and 4°C on Days 1, 3, 5. 8, and 14 after
labeling were measurcd by in vitre bhinding assay. Bricfly,
labeled LH10 MAD (abhout 107 cpmn/50 pl.) was incubated with
107 solid-phase giutaraldhyde-fixed CaSki or H2669 cells for
45 min at 37°C. After washing 3 tmes with PBS, the bound
radioactivity was quantifiecd using the gamma counter and
expressed as CPM. The hound radicactivily in wells containing
CaSki cells was considered as tumor binding (T} while that in
wells containing H2669 cells was considered nonspecific
binding (C). Radicactivity in a blank well was designated as
background (B). The index of immunorcactivily was expressed
as:

(CPMinT ~ CPM in BKGJ/{CPM in NSB — CPM in BKG).

This equation was modified from a previous report (17, where
T CPM = Tumor, B CPM = Background, and C CPM =
Nonspecific binding.

RESULTS

For 'Yl-labeled MAb TH10. the radiolabeling yields at
different temperatures showed the least free iodide release when
stored at —70°C (Fig. 1}. The bound radioiodine remained more
than 30% from Day 1 to Day 8. The percentage, however,
dropped slightly more during a comparable period in the
~20°C group. A preater decrease in the percentage of bound
radioiodide was found in samples stored at 4°C. A similar trend
in the dissocialion curves also was found in the 'M-labeled
MADb 1HI0, but the percentages of decrease were amplified
compared o the correspanding #3] groups (78% versus 64%)
(Figs. 1 and 2). Overall, #t appears that. for both '#1- and
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FIGURE 1. Radiochemical assay results. The percentage of bound
125, as measured by thin-layer chromatography, for *25i-MAb 1H1Q
after storage at —70°C (@), —20°C (R}, or 4°C {A} for varicus days
{the x-axis) after radiolabeling. Each value plotted is the average of 3
measurements.

131}.Jabeled 1H10, storage at —20 or —70°C can preserve the
radiochemical purity above 90% for 3 d.

Both '#I- and '*1-labcled MAbs showed a progressive
decrease of immunoreactivity after labeling, However, the
changes of indices in various storage periods revealed that
binding was more stable in the '¥]-labeled groups than those in
the corresponding '3'1-labeled groups. Storage at —70°C or
- 20°C. preserved more immunoreactivity than storage at 4°C in
both '331- and '3'-labeled groups. (Figs. 3 and 4).

DISCUSSION

Our data further demonsirate the usefulness of freezing in
preventing autoradielysis and in preserving the immunoreactiv-
ity of radioiodinated MAb. The results are consistent with
observations reported by Wahl et al. {18). MAL 1HI10 labeled
with '?°] had better radiochemical purity and immunoreactivity
than with "¥'I-labeled MAb 1H10 at various temperatures and
storage periods, Hinkle et al. suggested that both radiciedinated

Bound iodine

I-131 MAb 1HIO

0 1 2 3 5 8
Days post-labeling

0
60
50
40 r
30
20
10

0

FIGURE 2. Radiochemical assay results for ¥ 1Habeted MAb 1H10
after storage at —70°C (@), —20°C (M), or 4°C {4 ) for various days
{the x-axis) after radiolabeling. Each value plotted is the average of 3
measurements.
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FIGURE 3. Immunoreaciivily assay results for “2}-labeled MAb
1H10 after storage at —70°C (¢), —20°C (W), or 4°C (4) for various
days (the x-axis) after radiolabeling. Each value plotted is the
average of 3 measurements. The index was calculated as: T CPM

B CPM/C CPM — B CPM, where T CPM = tumor counts per minute,
B CPM = background counts per minute, and C CPM = control
counts per minute,

antibodies can be used for biologic studies only when the
radiochemical purity is more than 90% (/8. Storage of e
Jabeled MAb 1H10, either 1 or ™, at a temperature of
—20°C or below can fulill this requirement for al least 3 d.

Radioindine is attached covalently to thyrosine residues of
the antibody molecule. Although antibodics can be labeled
casily with iodine isotopes by the chloramine-T procedure (14),
problems remain for optimal recognition of antigens by the
iodinated antibodies (£,20). Alteration of the biological activity
is one of the major problems.

Changes in hialogical activity can be caused by either direct
contact of the protein with iodine (/) or by exposure to
oxidizing and reducing agents during indination, both of which
can damage the other functional groups of the protein, such as
tryptophan, sulfhiydiyl, and hydroxy groups {1,8. Moreover,

4
B
EH
it
£ 1131 MAB 1HIO
0 1 1 L ]
1 3 5 8 14
Days post-labeling

FIGURE 4. Immunoreactivity assayresulis for 3|-labeled MAb
1H10 after storage at —70°C (@), —20°C (W), or 4°C (A) for various
days (the x-axis} afier radiolabeling. Each value plotted is the
average of 3 measurements. The index was calculated as: T CPM —
B CPMIC CPM — B CPM, where T CPM = tumor counts per minute,
B CPM = background counis per minute, and C CPM = control
counts per minute.
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radiation can cause the release of free radicals and disturb the
molecular inlegrity of antibodies (/8) due to the abundance of
waler in lhe radioiodinaled MAb solution. Irradiation by
ionizing radiation leads (o radiolysis of water and results in the
formation of free radicals such as H*, HO®, and highly active
ionic and molecutar species such as H;O*. H;0~, and H;0; are
produced (6). These species can cause conformational changes
in proteins and produce specific protein fragments or oxidative
products {damaged products (21,22).

Applying this to radiolabeled MAbs. it is assumed that these
hialogical consequences may resull in a decrease of the
immunoreactivity af the MAbs. Larson et al. (23) reported that
the higher the specific activity achieved in iodination, the
greater the loss of immunoreactivity.

Freczing has been used widely to prescrve biological samples
and may keep labeled MAbs from further dissociation and
degradation, Wahl et al. (18), using high-performance liquid
chromatography, demonstrated that the products of autoradioly-
sis also were decreased hy freezing. This suggests that cryo-
preservation of radiclabeled MAb may be due to decreases in
the notorious effects of peroxide substances on antibodies by
immohilization of radicisotope decay-induced free radicals in
the ice crysial lattice (18}. While freczing antibodics is thought
to diminish (beir immunorcactivity, this did not appear promi-
nent in this study. Our data indicated that a single freeze-and-
thaw cycle had little adverse effect on the immunoreactivity of
the frozen MAbs (18).

The specific activities of '#]- or '3'l-labeled antibody are
modcrate (2-6 mCi/mg). The radioactivity in the final stock
solulion was only about | mCi/mL. It is not known to what
extent such radioactivity levels induce radiolysis. Obviously,
the effect of this radiation level on the immunoreactivity is far
lower than the 10 mCi/mg reported by Wahl ct al. ({8). More
quantitative measurements of radiation effects on radiolabeled
MAbs are needed. Our data indicated no apparent changes in
cither radiochemical purily or immunoreactivity of either 12°1-
or 'Milabeled MAb 1H10 when stored al —20°C or —~70°C for
3 d. The resulis itnply that the labeling efficiency and biclagic
aclivity of radioiodinated MAb could be sufficiently preserved
at temperatures of —20°C or below, allowing binlogic studies
during this period. The reason labeling with 121 scemed to
preserve more bound radioiodine and binding immunity than
that of 31 is not fully known. lodine-125 may exert a lower
radiation effect on the antibody molecule than '¥'], and this may
be responsible in part {or the difference.

Using our indices to express immunoreactivity of hoth
and '31]-Jabeled antibodics was an attemyi 1o avald the error of
traditional enzyme-linked immunoadsorbant assay (ELISA)
{4). Although ELISAs are effective. they fail to differentiate the
immunoreactivily between labeled and unlabeled antibodies.
The indices we used represent only the binding changes of the
radiolabeled antibody, and may thus reflect more about the
actual immunoreactivity of the labeled antibody. Since immune-
reactivity of radiciodinated antibody is expressed as an arbi-
trary unit, the indices shown in this study do not necessarily
represent Lthe authentic immunologic respanse in vivo,

MADb 1H0 has been characterized initially {/3). While its
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relatively high K, value (4 X 10%M) makes it a potential carrier
for radioimmunodetection or perhaps radicimmunctherapy (23,
many hinderances to clinical application still need to he
resolved. Freezing appears to be a rational alicrnative to the
preservation of radiochemical purity and immunoreactivity,
however. Due 1o the immunologic helerogeneity of differem
subclasses of MAbs. the efTect of cryopreservation presenied
may not be true for the other subclasses of radiolabeled
antibodies, Available daa indicale that the addidon of human
albumin at a concentration of 2%-5% weighl/volume or the
addition of a free radical scavenger also may slow radiolysis of
radioantibody {78.21}.

CONCLUSION

Our initial results show that freezing at —70°C resulls in a
reduction of radiclysis and the preservation of more immunore-
activity of radioiodinated MADL 1H10 than freezing at 4°C or
~20°C. lodine-125-labeled MAbD had more stable immunoreac-
tivity and less free iodide dissociation than '3'-labeled MAb at
the same conditions. Freezing may provide an aliernative for
stablizing the radiochemical purity and immunoreaclivily of
radioiodinated MAbs,
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Inhibition of Autoradiolysis of Radiolabeled
Monoclonal Antibodies by Cryopreservation

Richard L. Wahl, Joseph Wissing, Renato del Rosario, and Kenneth R. Zasadny

University of Michigan Medical Center, Department of Internal Medicine, Division of Nuclear Medicine, Ann-

Arbor, Michigan

Autoradiolysis of therapeutic doses of monocional antibod-
ies can occur rapidly, limits their shelf life and makes on-
site radiolabeling a near-necessity. We evaluated freezing
of three different '*'I4abeled murine monocional antibodies
at —70°C, immediately foliowing radiolabeling, as a method
of diminishing autoradiolysis, and of preserving immuno-
reactivity. Freezing greatly limits the ability of radiation-
induced free radicals to diffuse in solution and thus pro-
duce radiolytic damage. By freezing at —70°C autoradio-
lytic damage of immunoreactivity of three difterent *'I
monocional antibodies could be largely eliminated, n con-
trast to the B0-80% losses in immunoreactivity seen with
storage at 4°C for a period of 1 to 12 days. Reduced in
vitro deiodination rates are also seen for frozen antibodies.
Limited studies with '*|-labeled antibodies indicate auto-
radiolysis does occur, though at a slower rate per mCi
than for "I, and that this process is also retarded by
freezing. Freezing may be valuable while quality control
procedures are performed following radiolabeling as well
as if temporary storage or shipment of radioantibodies
prior to patient dosing is undertaken. While the approach
should be validated for each antibody studied, freezing of
therapeutic doses of monocional antibodies appears to be
a simpie and effective approach to the problem of autora-
diolysis.

J Nucl Med 1990; 31:84-89

Radiolabeled monoclonal antibodies are increas-
ingly being studied as diagnostic and therapeutic agents
{1). The specific delivery of therapeutic doses of radio-
activity to tumors by antibodies can result in tumor
shrinkage (2,3). Unfortunately, the radioactivity at-
tached to the antibody potentially can also irradiate the
antibody molecule in addition to the tumor and can
lead to radiolysis with a loss of immunoreactivity (4).
While radiolysis may not be a problem with the low
radioactivity doses used for antibody imaging, increas-
ing doses of antibody-associated radioactivity are being
given for therapy. Thus, the possibility of radiolysis
occurring in the interval from radiolabeling to admin-
istration to the patient is real, particularly during the

Received Jan. 3, 1989, revision accepted Aug. 23, 1989,
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time when quality control procedures such as assays of
immunoreactivity and for endotoxin are performed
prior to antibody administration to patients. In addi-
tion, as antibody therapy grows in utility, it is possible
that regional facilities may label the antibodies for
transport to other centers for administration, thus in-
creasing the time from radiolabeling to injection and
thereby increasing the risk of autoradiolysis. Kishore
and colleagues have shown that external beam irradia-
tion of slightly over 300 Gy will result in a 50% drop
in immunoreactivity of a solution of anti-melanoma
Fab antibody fragments (4). This radiation dose could
be self-delivered to antibody in a solution by roughly
80 mCi iodine-131 (**'I) in 24 hr so the levels are quite
easily achievable in the preparation of compounds for
radioimmunotherapy (4).

It is believe that most radiation damage occurring in
aqueous solutions subjected to external irradiation is
mediated by mobile free-radicals (5). The situation in
a vial containing radiolabeled monoclonal antibodies is
similar, but additionally involves the fact that the radio-
active decay is occurring in immediate contiguity with
the antibody molecule due to the attachment of the
radiolabel to the antibody molecule. It has been dem-
onstrated that the addition of human albumin to a 2-
5% w/v solution level to the vial containing radioanti-
body or hormones will slow radiolysis (4,6). This ap-
proach, while straightforward, does not totally prevent
radiolysis and has the potential disadvantage that it
does involve the addition of a human blood product
derivative to the antibody dose. This manipulation in
this ¢ra of concern regarding human blood products
may be an undesirable addition.

A potential alternate method for diminishing the
effects of irradiation on biologic systems is through
freezing, which limits the diffusion of these short-lived
free radicals (5). While it has traditionally been immu-
nological dogma that the freezing of antibodies dimin-
ishes immunoreactivity, especially if there are multiple
cycles of freezing and thawing, our experience with
several murine monoclonal antibodies has been that a
single freeze and thaw cycle generally has little adverse
effect (Wah! RL: unpublished data). For these reasons
we explored the efficacy of freezing as a means to avoid

B84 The Journal of Nuclear Medicine * Vol. 31 « No. 1 « January 1980



or reduce the autoradiolysis occurring following anti-
body labeling with radioicdine.

METHODS

Three monoclonal antibodies were evaluated in this study:
506.4, 2 murine IgG2a monoclonal reactive with ovarian and
many other carcinomas (7}, 763.24T, a murine 1gG1 reactive
with a high molecular weight antigen present on the vast
majority of melanomas, and 225,288 a murine [gG2z, reactive
with a different epitope of the high molecular weight mela-
noma antigen recognized by 763.24T (8,9). All antibodies
were grown as ascites in pristane-primed nude mice and wete
purified by either staphylococcal protein A (225,288 and
5G6.4) or DEAE chromatography 763.24T (/0,11). Purity
was assessed by 5.D.S. polyacrylamide gels performed in the
presence or absence of B-mercaptoethanol (72).

Radiolabeling of monoclonal antibodies was by the iodogen
method (/3). lodine-131 and iodine-125 (**[) were used for
the initial studies, but since '**T caused less radiolysis/mCi
than '] (vide infra), '*'I (1.C.N.) was uscd for most subsequent
experiments. Typical, low-level radiolabeling reaction condi-
tions involved 10-15 mCi input **'1 being reacted with 500

Low Leve! Storage-Immunoreactivity

% Cell Binding

SERRR

1000 ug of purified antibody, with an iodogen/antibody pro-
tein ratio of roughly I pg/5 pg. Free iodine following radiola-
beling was removed by anion exchange chromatography
BioRad AgX-18. Higher level labeling of 5G6.4 involved an
input radioactivity of approximately 76.5-80 mCi '*'} reacted
with 5 mg of antibody protein. High level I labeling was
performed with 125 mCi of input '**1 and 5 mg of 5G6.4,
Immediately following radiolabeling, aliquots of the anti-
body preparations were divided for storage at cither 4 centi-
grade or at —70" centigrade. The solutions stored were 0.5~
1.0 cc in volume (though for the '**] storage, a 2.0 ml volume
was used). Total radioactivity was determined/vial through
the use of an ionization chamber dose calibrator (Capintec).
Separate aliquots were stored and then analyzed at varying
time points including 2, 4, and for low-level labels, at 11-12
days postlabeling. Cell binding assays were conducted using
viable human melanoma (HTB-63) for 763.24T or 225.285
or ovanian carcinoma (HTB-77 IP3) for 5G6.4, target cells.
These were performed in conditions of antigen excess by
addition of 10 or 100 ng of the antibody to ~5-10 X 10° target
cells in a test tube at a volume of 0.5-1 ¢c. Incubation for 1-
2 hr at 4°C was followed by washing X 2 and counting of the
cell pellet in a gamma counter. No cells added and excess
unlabeled antibody {100 ug) during incubation (blocked) con-

5G6.4 -70 deg
5GE.4 4 dog
763 -70 deg
763 4 dog
235 .70 deg

254 deg FIGURE 1

A: Mean t s.e.m. of immunoreactivity
rssays following storage at 4°C or
=70°C of ™ 5G6.4, 763.24 T, or

Days of Storage
Low Level Storage: Fres lodine

10

% Free lodine

[—

12

\ B S S S man s s s

6 8 10

B Days post labeling
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225.28 S for varying intervals following
radioiabeling. The estimated radiation
dosafvial for 5G6.4 is: 4 days, 4°C, =
1,185 Gy; 4 days, —70°C = 1,307 Gy;
12 days, 4°C = 3,041 Gy; 12 days.
=70° = 2,621 Gy. The estimated "'
radiation dose for 225.28S is: 4 days,
4°C = 2,194 Gy; 4 days, ~70°C =
2,100 Gy; 11 days, 4°C = 5,350 Gy,
11 days, =70°C = 5,236 Gy. The es-
timated '*'| radiation dosa for 763.24T
is: 4 days, 4°C = 2,012 Gy; 4 days,
~70°C = 2,100 Gy; 11 days, 4°C =
4,625 Gy 11 days, —70°C = 4,752 Gy.
All =70°C storage immunoraactivity
values are significantly superior to
those obtained with storege at 4°C [p
< {0.025 — 0.0005}]. B: Graphic display
of thin layer chromatographic data
mem = s.e.m. of 'Yl fiberation from *¥'l-
labeled antibody preparations during
storage under conditions described for
Figure 1A. Free lodine liberation |s sig-
nificantty less at —70°C than at 4°C for
early (4 day) and tate {11-12 day) timea
points (p < 0.025 and p < 0.0005,
raspectively).
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trols were also included. The immunoreactive fraction is:

Total counts bound-background
Total counts added-background
Blocked counts bound-background
" ‘Blocked counts added-background”

= 100 x

Thin layer chromatography (TLC) was performed using a
Gelman ITLC-SG (silica gel) system, with 50% ethanol and
50% saline as the solvent system, Radiochromatograms were
counted and analyzed using an automated scanner (BioScan).
Free iodine migrates with the solvent front and antibody-
bound radioactivity remains at or near the ongin. The per-
centage of free/total iodine activity was computer-determined
and recorded. The cell binding assays and TLC studies were
performed immediately post-radiolabeling and immediately
after removal of aliquots of radioactivity from storage at the
selected time points_ Sizing HPLC was performed on aliquots
from the high-level ' and ‘*’1 studies using a Pharmacia
FPLC system with a flow rate of 0.5 cc/min and a Superose
12 size-exclusion column. No vials were frozen or thawed
more than once. Radiation dose/vial was determined using
the MIRD formalism for spheres of ,.5~2 ec volume. Fora 1
cc sphere for '*'1, it was estimated that 97.8% of the radiation
dose was due to electrons with the remainder from photons.
The 1 self dose for a | cc sphere assumes 78.4% of the self
dose to be due to electrons with a 21.6% photon contribution.
The values of A; and the absorbed fraction data for photons
from "1 and '**1 were derived from published MIRD data
(14,15).

RESULTS

Low-Level Storage

Studies of immunoreactivity of the 763.24T,
225.288, and 5G6.4 antibodies lollowing radiolabeling
and storage are shown graphically in Figure 1A. In these
studies, a clear decrease in immunoreactivity from base-

line was scen at 4 days postlabeling, and in particular
at 11-12 days postlabeling if storage at 4°C was under-
taken. This loss of immunoreactivity was essentially
abrogated when storage was conducted at -70°C. These
decrements in immunoreactivity occurred with just
1.75 mCi to 3.68 mCi added/vial which over 4 days
represents an approximate radiation dose of 1185-2194
Gy and by 11-12 days of 2621-5500 Gy (4). There is
also significantly less free iodine in the antibody aliquots
stored at —=70°C than in those stored at 4°C, though the
differences are somewhat less marked than those in
immunoreactivity, though still significant (Fig. 1B).
Higher level labeling. In the first study, 60 mCi of
311 5G6.4 was divided into two nearly equal aliquots
of 1 oc each. One aliquot (31 mCi) was stored at —70°C
and one (27 mCi) at 4°C for 24 hr. Cell binding and
ITLC assay results from before and after storage are
shown in Table 1. There is a major drop in immuno-
reactivity in just 24 hr of storage at 4°C, while at —70°C
there is a more modest decrement in immunoreactivity.
The radiation dose in this 24-hr time period is estimated
at 2592-2976 Gy. In a second study, storage was carried
to 48 hr. In this study, 5G6.4 with a specific activity of
15.3 uCifug was divided into aliquots of 19.8 and 20.5
mCi/ml for storage at 4°C and —70°C, respectively, for
radiation doses of 3645 to 3774 Gy. All binding data
are shown in Table | with Radio FPLC shown in
Figures 2A and B. Note the major loss in immunoreac-
tivity with the 4°C storage, but the excellent preserva-
tion of immunoreactivity in the ~70°C storage condi-
tions. FPLC, Figure 2A, shows the appearance of low
10 intermediate molecular weight (autoradiolytic break-
down) species when storage at 4°C was undertaken, but
little change in FPLC profile if —70°C storage was
performed. To evaluate the effect of the '] label on

TABLE 1
5G6.4 Higher Leve! Storage Experiments

Bassline 24 hrat4°C’ 24 hr at —70° C*
Experiment 1 Imrunoreactivity 54.1% 28.0% 40.3%
'™ free iodine 1.6% 14.5% 4.3%
_Basaline_ 48hrat4® Gl A8hrat-70°Ct
Experiment 2 Immurkreactivity 559+12% 56+ 9% 58.2 +2.1%
(|!II,
Basetine 48 hrat 4° C' 48 hrat —70° C'
Experiment 3 Immunoreactivity 65.1 + 2.3% 483 + 4 6% 65.5 £ 5.2%

(125“

*27 mCi V| 5G6.4, specific activity 12 xCifug stored—~2,582 Gy Seff-radiation in 24 hr.
31 mCi "' 5G6.4, specific activity 12 4Cifxg stored—~2,976 Gy Setf-irradiation in 24 hr,

¥19.8 mCi 'V 5G6.4, spacific activity 15.3 xCifug stored—~3,645 Gy Setf-iradiation in 48 hr.
¥20.5 mC! **'| 5G6.4, specific activity 15.3 uCifug stored—~3,774 Gy Setf-imadiation in 48 hr.
' 44 mCi "™\ 5G6.4, specific activity 25.0 uCi/ug stored—~567 Gy of Seif-imadiation in 48 hr.
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FPLC: 5G6.4, 1-131
STORAGE
40000
—=— Ta0
0000 = Tadl HOURS, £'C (CPM*100}
—— Twll HOURS, - W°C (CPH™ID)

COUNTS PER MINUTE

[] 10 40 L.
A FRACTION NUMBER
FPLC; 5G6.4, 1128
30000
1

COUNTS PER MINUTE

B FRACTION NUMBER

immunoreactivity with storage, 5G6.4 was iodinated
with I to a specific activity of 25 uCi/ug. Forty-four
millicuries were stored at 4°C, while an additional 44
mCi were stored at —70°C in 2 mi. The calculated '¥1
irradiation self dose is but 567 Gy. The more modest
loss in immunoreactivity at 4°C versus comparable mCi
34 preparations (Table 1) as well as the superiority of
the storage at =70°C versus 4°C is apparent for '*I.
FPLC tracings of the various '°I preparations demon-

———

= Tuid HOURL, 4°C (CPM*50

8 Tail HOURS, -70°C

T=0 {CPM*50)

FIGURE 2

A: Sizing FPLC of **'l 5G6.4 antibody
from experiment 2 (high level labal).
Note the single peak of the native 5G6.
antibody {t = 0 hr). At 48 hr with stor-
age at =70°C, there Is little change in
the FPLC profile. By contrast, with stor-
age at 4°C, a marked broadening of
the FPLC elution profile {s seen with a
small quantity of a high molecular
weight species and considerable
amounts of lower molecular weight
species (fx 40-55), (which are higher in
weight than free lodine which elutes at
fx 58). B: FLPC profiles from high lave!
2] |labwaling of 5G6.4 and storage. Note
that the tracingt =0 hrand t = 48 hr
at —70°C are virtually identical, while
for the storage at 4°C, there is mild
liberation of free todine (hx 58). Overall,
the '* preparation shows much less
decomposition than the *¥'I/mCi.

strate the more modest quantity of breakdown products
{mainly free iodine) seen at 4°C and the lack of such
breakdown at —=70°C (Fig. 2B). The more minimal
appearance of ‘**] breakdown products at 4°C is partic-
ularly apparent when contrasted with the FPLC profile
of the '*'[ preparations of comparable mCi added, as is
shown in Figure 2A. Note that the MIRD calculated
dose for '*I 1s much lower than for a similar quantity
of 'L
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DISCUSSION

This report iliustrates that decrements in immuno-
reactivity of antibodies and increases in the liberation
of free iodine and lower molecular weight protein break-
down products occur over a relatively short-time period
when low therapeutic levels of 'l are attached to
monoclonal antibodies. Similar phenomena also occur
over a longer storage time course when lower '*'I doses
are used. The degree of radiolysis is impressive given
the relatively low amount of radioactivity used. The
HPLC studies clearly demonstrate that the products of
autoradiolysis are of low molecular weight and that
their formation is retarded by freezing. By contrast,
while radiolysis does occur with '21, it is more modest/
mCi as shown by HPLC and immunoreactivity data.
The use of freezing at =70°C also slows ' autoradi-
olysis.

Decreasing the storage temperature to —70°C drasti-
cally reduced the radiolysis-induced drop in immuno-
reactivity and considerably slowed the appearance of
free iodine versus storage at 4°C. The beneficial effect
of low temperature on immunoreactivity is presumedly
due to the immobilization of '*'l decay-induced free
radicals in the ice crystal lattice preventing the hydrogen
peroxide and perhydroxyl radical from damaging anti-
bodies {5). The radioprotective effect of the —70°C
appears analogous to that reported for human serum
albumin used when antibodies are externally irradiated,
but is achieved without adding human blood products
to the antibody injection mixture (4). The combination
of the two approaches, cryopreservation and albumin
or a free radical scavenger might be even more effective
than —70°C alone and may warrant further study {/6).
It should also be noted that freezing of hormones de-
creases radiolysis, and that the possibility of freezing
antibodies for storage has been previously suggested (6,
17). Simple absorbed dose calculations indicate that
storage at larger, rather than smaller volumes, may also
be beneficial and suggest that a combination of these
approaches may ultimately be most useful.

The more modest effects of '¥*1 on autoradiolysis
despite the presence of low-energy, low range, high
L.E.T., "I Auger electrons suggests that the free-radical
effect may be predominant and the extent of autoradi-
oloysis parallels the low estimated radiation dose by
MIRD for '*°I, While we have observed the benefits of
cryopreservation with each antibody, the radiolytic ef-
fect of varying radiolabel and storage conditions likely
should be determined for each antibody and label, as it
has been reperted that some yttrium-90-labeled anti-
bodies experience relatively little autoradiolysis when
stored over days at a 2 mCi/ml concentration {/8).

In summary, for the three monoclonal antibodies
studied, freezing at —70°C radiciodinated monoclonal
antibodies preserves their immunoreactivity and molec-
ular integrity much better than storage at 4°. These data

suggest that for high-dose radioimmunotherapy with
monoclonal antibodies, freezing at —70°C might ration-
ally be performed immediately after radiolabeling,
while quality control procedures are performed on a
small aliquot of the antibody. If the quality controi
results are satisfactory, the frozen product, which could
have been transported to another site, might then be
thawed and infused to the patient. Obviously, such an
approach will need to be tailored to the individual
antibody and label being studied, but it appears that for
therapeutic doses of radioantibody, cryopreservation
immediately afier labeling may be a generally useful
approach to maintain the immunological viability of a
variety of antibodies and radiolabels.
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