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Inventia se refer la domeniul medicinei, anume la oncologiegste destinattratamentului limfomului celulelor B.
Sistemul imun al vertebratelor (de exemplu al ptetwa, inclusiv uman, al mamiferelor, etc.) cdndintr-o serie de
organesi tipuri de celule care au evoluat pentru recyteraa exadtsi specifii a microorganismelor eterogene
(“antigen”), care invade#éz gazda vertebrat configurarea specific a acestor microorganisme eterogegie
eliminarea lor (distrugerea de astfel de microoigfae eterogene). Printre altele pentru sistemuhitimfocitele
sunt critice. Limfocitele sunt produse in timusjrgpsi maduvi osoas la maturisi constituie cca 30% din totalul de
leucocite sangvine din sistemul circulator umarul@dExist doui subpopuldi principale de limfocite: celule Fi
celule B. Celulele T sunt responsabile pentru inatea mediatcelular, celulele B - pentru producerea anticorpil
(imunitate umora).

Fiecare celdl B in gazd exprint pe suprafe sa diveyi anticorpi. Astfel, o celd B exprinii un anticorp specific
pentru un antigen, in timp ceattelubi B exprini anticorp specific pentru alt antigen. Astfel, d¢ele B sunt absolut
diferite si aceast diversitate are o importgndeosebit pentru sistemul imun. La om fiecare celBl poate produce
un nundr enorm de molecule de anticorpi (adaza de la 10la 1F). De regui, o asemenea producere de anticorpi
inceteaz (sau descigte considerabil) dup neutralizarea antigenului eterogen. Ocazionali, inwoliferarea
anumitelor celule B este contingi 0 asemenea proliferare poate avea ca rezultaaneer, ga-numitul limfom al
celulei B.

Atéat celulele T, cési celulele B coxin proteine celulare de supréfacare se utilizedizca “marcheri” pentru
diferertiere si identificare. Unul din acgi marcheri ai celulei B umane este antigenul Bp&tan cu diferegiere
limitatd a limfocitelor B, indicat ca “CD20”. CD20 se exmi in evoldia precoce a precelulelor § se mefgine
para la diferenierea celulelor plasmei. In special, molecula CIpdate regla o etadn procesul de activare, care
este necesar pentrutigrea ciclului celulasi diferentieresi, de regui, se exprira la niveluri suprainalte pe celule B
neoplazice (“tumoare”). prin defiie, CD20 este prezent atat pe celulele B “normatét si pe celulele B
“maligne”, adic pe acele celule B, proliferarea contira crora poate cauza limfomul celulei B. Astfel, antige
CD20 are toate posibiiiile de a fi “afectat” de limfomul celulei B.

In esems, o astfel de afectare se produce Tn modulitompacientului i se introduc, de exemplu, ant@pecifici
pentru antigenul CD20 al celulei B. Atieanticorpi anti-CD20 se conjagspecific cu antigenul celular de suptafa
CD20, evident atat al celulelor B normale, gételor maligne. Anticorpul anti-CD20 conjugat catigenul de
suprafga CD20 poate provoca deteriorargiaepuizarea celulelor B neoplazice. Tn plus, sulista chimice sau
elementele marcate radioactiv, cu abilitate de'digtre a tumorii, pot fi conjugate cu anticorpuli-®8D20 astfel &
substara special se furnizeazde exemplu in celulele B neoplazice.

Este cunoscatmetoda de tratament al limfomului celulelor B pafectarea antigenului superficial CD20, care
include administrarea anticorpului IF5 monoclonalrim (soarece) (un anticorp anti-CD20) cu ajutorul infuzie
intravenoase continue [1].

Este cunoscatmetoda de tratament al limfomului celulelor B pafectarea antigenului superficial CD20, care
include administrarea anticorpului IF5 monoclonalim marcat cu iod - 131 [2].

Dezavantajul metodelor sus-enumerate constituieeldomari depsind 2 g de IF5si rezultatele «instabile» ale
tratamentului. Tn afar de aceasta, injéite repetate de asemenea anticorpi eterogeni pioe da inducerea
raspunsului imun, provocand reagericuloase de hipersensibilitate. Tn plus, sticanticorpi «eterogeni» pot fi
expwi agiunii sistemului imun al gazdei, astfel incéat er@alitate sunt neutraliigpari ai atingetinta sa.

Este cunoscut anticorpul himeggarece-om destinat @enii impotriva antigenului CD20 [3].

Insi, nu este furnizatnici o informaie despre abilitatea, eficacitatea sau utilizaresctji a acestor anticorpi
himerici pentru tratamentul tulbarilor celulei B. Mai mult decét atat, cerggte funcgionalein vitro nu pot prezice
capacitatea inerentin vivo a anticorpilor himerici de a distruge sau reduehilele tinta care exprira antigenul
specific.

Problema pe care o rezalprezenta inveie const in sporirea eficiggei tratamentului limfomului celulelor B.
Problema Tn cauzse rezoli prin aceea & pentru tratamentul limfomului celulelor B se adisireaza o cantitate
terapeutic eficierit a unui anticorp anti-CD20 himeric imunologic activpringi Tntre 0,001si 30 mg/kg greutate
corporati, totoda# anticorpul poate fi gfinut din transfectom, cuprinzand anti-CD20 in TC3Elepozitat la ATCC
sub nunarul 69119. Administrarea anticorpului poate fi f@juiuiti repetat. Anticorpii pot fi administfiain 3
perioade, a doua periagad tratamentului fiind realizatcel tarziu peste 7 zile de la prima perigadr perioada a
treia a tratamentului - cel tarziu peste 14 zilelalgrima perioasl In a doua perioada tratamentului se poate
administra un anticorp anti-CD20 marcat cu izotoadioactivi, cuprinzand anticorp monoclonal sedrata
hibridomul depozitat la ATCC sub nanul HB 11388.

In afal de aceasta, se solicitin hibridom cu depozitul la ATCC sub naml HB 11388, care seceetnticorpul
anti-CD20si un anticorp anti-CD20 monoclonal secretat deAgiticorpul poate fi marcat cu izotopi radioactivi,
totodatt marcajul radioactiv se alege din grupa care irelyttiu [90], indiu [111]si iod [131] si se folosste in
cantititi terapeutic eficiente.

Limfomul celulelor B, de asemenea, se tralege calea adminigtrii Tn prima perioad a tratamentului a
anticorpului anti-CD20 himeric imunologic activ,@pn a doua periodda tratamentului a anticorpului anti-CD20
marcat cu izotopi radioactivi, totodase poate administra un anticorp anti-CD20 himederivat de la un
transfectom cuprinzand anti-CD20 in TCAE 8, demuidid ATCC ca parte a namului 69119. in a doua perioac
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tratamentului se poate administra anticorpul amRC marcat cu izotopi radioactivi, care pot tina anticorpul
monoclonal secretat de hibridomul depozitat la ATSE® nunarul HB 11388.

Celulele B sunt responsabile pentru producere@ampilor si in cazul intérii antigenului Tn organismul uman are
loc stimularea lor fa de diferetiereasi producerea deitre celulele B a anticorpilor impotriva antigenului

Tnsi uneori proliferarea anumitelor celule B conimeincetat, ceea ce poate provoca tumoarea, Hifimtfomul
celulei B». Celulele B caim proteine superficiale, care se utilizégzentru diferetiere si identificare. Unul din
aceti marcheri ai celulelor B este antigenul Bp35 urnardifereniere limitat a limfocitului B marcat “CD20".
Administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici imdagic activi, specifici la antigenul superficial @D provoag
distrugerea rapidsi extenuarea celulelor B neoplazice, ceea ce candmextenuarea celulelor B ale sangelui
periferic, inclusiv a celulelor B ale limfomuluintrucat ele poseédfungionalitatea efectorilor omului, adisunt in
stare 8 completeze liza dependeénde complement saui supuri lizei celuleletinta umane cu ajutorul toxicitii
celulare care este n fuie de anticorpi sau prin intermediul fagocitozeigetate de receptorii Fc.

Administrarea anticorpilor anti-CD20 mattau izotopi radioactivi Triitura problema accesului limitat la limfom,
totodat face posibil reducerea cantifii totale a anticorpului necesar.

Administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici imdagic activi poate fi realizéitca administrare unicsau ca o
serie de administri succesive #ra temeri faa de posibilitatea dezvalti reagiei de hipersensibilitate. lar
administrarea combin@ta anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic adtisi anticorpilor anti-CD20 margacu
izotopi radioactivi face posibil de a reduce dokauticorpilor administra, de a distruge mai rapigi sigur
limfomul, fara inducereaaspunsului imunologic.

Rezultatul congt Tn distrugereasi extenuarea dirgonak a celulelor B neoplazicei destituirea regei de
hipersensibilitate.

Inveniia se elucidedzprin desenele prezentate in fig. 1-17:

- fig. 1, reprezentare diagramdti@a vectorului de expresie al anticorpilor himefici tandem, folosit pentru
producerea anticorpilor anti-CD20 himerici imunatogctivi (“TCAE 8");

- fig. 2A-2E, secveta acidului nucleic a vectorului din fig. 1;

- fig. 3A-3F, secvefa acidului nucleic a vectorului din fig. 1, cuprdmd Tn plus segmentele variabile ale
catenelor goaresi grele murine (“anti-CD20 in TCAE 8");

- fig. 4, acidul nucleigi secverele aminoacide (inclusiv CDR segmentele constante) ale segmentelor variabile
ale cateneigoare murine derivatde la anticorpul 2B8 anti-CD20 monoclonal murin;

- fig. 5, acidul nucleigi secverele aminoacide (inclusiv CDR segmentele constante) ale segmentelor variabile
ale catenei grele murine derivate de la antico2B8 anti-CD20 monoclonal murin;

- fig. 6, rezultatele citometriei cuktpare care confirthlegarea C1gq uman marcat prin fluoreggeu anticorpul
anti-CD20 himeric, ce include in calitate de mafdg marcat; C1q marcgtanticorp 2B8 anti-CD20 monoclonal
murin; C1q marcai IgGl, k uman;

- fig. 7, rezultatele lizei mediate de complement parAnd anticorpul anti-CD20 himegicanticorpul 2B8 anti-
CD20 monoclonal murin;

- fig. 8, rezultatele citotoxicitii celulare mediate de anticorpi cu celule efeatoamanein vivo, comparand
anticorpul anti-CD20 himerigi 2B8;

- fig. 9, rezultatele limfopeniei celulelor B ale g&@tui periferic la primatele non-umane dupfuzia a 0,4 mg/kg
(A) de anticorp anti-CD20 himeric imunologic activ;

- fig. 10, rezultatele limfopeniei celulelor B aleng&lui periferic la primatele non-umane dupfuzia a 1,6
mg/kg de anticorp anti-CD20 himeric imunologic agti

- fig. 11, rezultatele limfopeniei celulelor B aleng&lui periferic la primatele non-umane dupfuzia a 6,4
mg/kg de anticorp anti-CD20 himeric imunologic agti

- fig. 12, rezultatele limfopeniei celulelor B aleng&lui periferic la primatele non-umane dupfuzia a 0,01
mg/kg de anticorp anti-CD20 himeric imunologic agti

- fig. 13, rezultatele impactului tumoricid al Y2B@&ti-un model xenografic dgoarece utilizidnd o tumoare
limfoblastici de celule B;

- fig. 14, rezultatele impactului tumoricid al C2B8tritun model xenografic dgoarece utilizdnd o tumoare
limfoblastici de celule B;

- fig. 15, rezultatele impactului tumoricid al coméiei Y2B8 si C2B8 intr-un model xenografic d@arece
utilizdnd o tumoare limfoblasticde celule B;

- fig. 16, rezultatele analizei clinice la stadiull idemonstrand extenuarea popgidade celule B sub gicnea
C2B8 peste un anumit timp la padiéta care se manifes remisiune paiala;

- fig. 17, rezultatele analizei clinice la stadiull idemonstrand extenuarea popidade celule B sub gicnea
C2B8 peste un anumit timp la padieéta care se manifesio remisiune mindi.

Prezentarea pe scurt a invenyiel

Aici sunt descrise metode terapeutice de tratamlentibutirilor celulelor Bsi, in special, al limfoamelor celulelor
B.

Aceste protocoale se bazég®e administrarea anticorpilor anti-CD20 himeriniunologic activi. Pentru reducerea
celulelor B in sangele periferic, inclusiv a celateB asociate cu limfom, se apli@dministrarea anticorpilor anti-
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CD20 marcé radioactiv pentryintirea celulelor Bsi administrarea anticorpilor anti-CD20 himerigtianticorpilor
anti-CD20 marcg radioactiv intr-o strategie terapeutic asaciat

Utilizarea unui anumit anticorp anti-CD20, carecsejugi specific cu antigenul CD20 celular superficialpyrad

o digerare dirg@nahk si 0 epuizare a celulelor neoplazicacdnd generalul), adi¢inlitura deregirile celulelor B,
vindecand limfomul celular B §€and specialul).

Asa cum se va aprecia de spestaliin domeniu, vectorii TCAE utilizi Tn prezenta invgie permit reducerea
substafiald avantajoas a timpului necesar pentru generarea anticorpitai-@D20 himerici imunologic activi.
Generareai izolarea segmentelor variabile ale catenekmravesi grele non-umane urntatle incorporarea acestora
in caseta transcrippnak constart a catenei grele umane permit producerea anticor@hti-CD20 himerici
imunologic activi.

Descrierea detaliata inveniei

Drept conseciti a efectului de atenuare al limfomului celulelosiBa celei mai curente necesitde a asigura n
practia tratamentul viabil al acestei maladii, au fostbelate diverse metode, folosind anticorpul sped&8 in
calitate de element de kgra intre metode. In cadrul uneia din ele se explaitasantajos capacitatea sistemelor
de mamifere de a recung@ cu gurinti si eficient celulele B sangvine periferice. folosiadeast metodi se infitura
sau se reduc celulele B Tn s@ngele perifgriesutul limfatic cu scopul Taturarii limfomului celulelor B. Aceasta se
realizeaz prin utilizarea anticorpilor anti-CD20 himerici imologic activi. Intr-o alt abordare s-auaéut tentative
de distrugere a celulelor efectoare tumorale cicajaradioactive.

O alti abordare, cea mai prefergbentru dezvoltarea anticorpului anti-CD20 himeaman-uman, se bazeape
utilizarea unui vector de expresie care includgahDNA ce codifii segmentele constante din catenele grea
usoan dintr-o sur§ umari. Un asemenea vector permite inserarea de DNA dificosegmentul variabil non-uman
astfel, incéat se pot genera diieanticorpi anti-CD20 non-umani, care se pot cergiednaliza.

Ceea ce este nevajeceea ce ar fi un avantaj mare in domeniu, suotdikile terapeutice avand ca obiect antigenul
CD20 pentru tratamentul limfoamelor celulelor Bolamate, inclusiv, darifi si se limiteze la oameni.

Termenul “anticorp anti-CD20", folosit Th prezendascriere, semnificun anticorp care recunga specific o
fosfoproteiri neglicozilai pe suprafd celulat si care are o irime de 35 000 Daltoni, de reguhumit antigen
Bp35 cu diferetiere limitati a limfocitelor B, uman meionat ca CD20. Termenul “himeric” folosit cu referila
anticorpii anti-CD20 cuprinde anticorpi care surdridai preferemial folosind metode recombinate cu acid
dezoxiribonucleic care cgin atat componente umane, gahon-umane (inclusiv specii imunologic “inruditede
exemplu cimpanzeu), segmentul constant al anti¢oirpiimeric este prefergial identic cu segmentul constant al
unui anticorp uman natural; segmentul variabil rticarpului himeric este derivat prefeteth de la o suris non-
umari si are antigenicitatea specificitatea dorit fata de antigenul CD20 pe supredacelulei. Sursa non-uman
poate fi orice animal vertebrat care poate fi fillpentru a genera anticorpitfade antigenul CD20 uman celular de
suprafai sau un material ce include antigenul CD20 umasypgafga celulei. Asemenea surse non-umane includ
(fara nsi a se limita) rogtoare (de exemplyoareci, sobolani, iepuri, etc.yi primate non-umane (Old World
Monkey, maimie, etc.). In special, componenta non-umésegmentul variabil) este derigadintr-o suré murira.
Expresia “imunologic activ” folositaici cu referire la anticorpii anti-CD20 himergemnifici un anticorp himeric
care fixeaz C1q umarsi prezinti veriga intermedidira lizei mediate de complement (“CDC") a liniiloe delule B
limfoide umanesi a lizei celulelortinta umane prin citotoxicitate celukaintermediai de anticorpi (“ADCC").
Expresiile “marcare indire&t si “principiul mardcirii indirecte” folosite aici expririi ci un agent chelatic este gah
covalent la un anticorg, cel puin, un radionuclid este inserat in agentul chelamentii chelaticisi radionuclizii
preferemiali sunt descei in surselgSrivagtava, S.Csi Mease, R.C.; “Progress in Research on Ligandslid\as
and Techniques for Labeleing Monoclonal Antibodjediicl. Med. Bio., 18/6, 1991, p. 589-§0®%n agent chelatic
preferemial este acidul I-izotiocismatobenzil-3-metildietil triaminpentacetic (“MX-DTPA”); radionuclizii pferai
pentru marcare indirecinclud indiu [111]si ytriu [90]. Expresiile “marcare dire&t si “principiul mardcarii directe”
folosite aici exprird ¢i un radionuclid este agat covalent direct la un anticorp (de regudrin restul aminoacid).
Radionuclizii prefera sunt prezenta in [Srivagtava, S.Csi Mease, R.C.; “Progress in Research on Ligands,
Nuclides and Techniques for Labeleing Monoclonatidadies”, Nucl. Med. Bio., 18/6, 1991, p. 589-60%r
radionuclidul cel mai preferat pentru marcare direzste iodul [131] atat covalent prin intermediul resturilor
tirozinice. Tn special preferat Weste principiul matii indirecte.

Metodele terapeutice descrise aici se bazeazproprieitile sistemului imun al primatelor de a recuperadaau
de a revitaliza celulele B din sangele perifenicplus, datorit raspunsului imun principal al primatelor ocazionat de
celulele T, Tn cazurile cand sistemul imun are fcamtid de celule B Tn sangele periferic, se exclude nttea
precatiilor “extraordinare” (adig, izolarea pacientului, etc.). Ca o consgcia acestosi altor proprieiti ale
sistemului imun al primatelor, principiul propus weapie a tulbuirilor celulelor B prevede iaturarea celulelor B
din sangele periferic folosind anticorpii anti-CDRidnerici imunologic activi.

Intrucat afectarea celulelor B din sangele pedfedonform defiriei, poate indica necesitatea tratamentului
séngelui, calea prefergala de administrare a anticorpilor anti-CD20 himefunologic activisi anticorpilor anti-
CD20 marcd cu izotopi radioactivi este cea parentgrabrmenul “parenteral” folosit aici include adnsittarea
intravenoas, intramusculat, subcutanadt rectafi, vaginafi sau intraperitonedl cea mai preferat fiind cea
intravenoas.
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Anticorpii anti-CD20 himerici imunologic actiwi anticorpii anti-CD20 margacu izotopi radioactivi, de regul se
ohtin prin tehnici standard, folosind un tampon acabptfarmaceutic, de exemplu sotufiziologica sterik, ap-
tampon sterl, propilenglicol sau combinile lor, etc. Procedeele de preparare a @lpenpentru administrare
parentera sunt deja cunoscutBPharmaceutical Carries & Formulations, Martin, Regtoris Pharmaceutical
Sciences, 15th Ed. (Mack Pub. Co., Easton, PA 1975)

Cantitatea terapeutic eficigntspecifié a anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic adtiutila pentru producerea
unui efect terapeutic unic asupra érid pacient poate fi determiriaprin tehnici standard bine cunoscute pentru
specialgtii in domeniu.

Dozajele eficiente (adi¢ cantititile terapeutic eficiente) ale anticorpilor anti-GIDBimerici imunologic activi, sunt
cuprinse intr-un domeniu aproximativ de la 0,00@ada 30 mg/kg greutate corpofalde preferith, de la cca 0,01
pari la 25 mg/kg greutate corpofialcea mai prefereiala fiind gama cuprinsintre cca 0,4...20,0 mg/kg greutate
corporali. Sunt viabilesi alte dozaje. factorii care influgraz dozajul includ, Tns nu se limiteak, severitatea bolii,
tratamentele anterioare, starea geresadinatatii pacientului, alte boli prezente, etc. Speciali$h domeniu poate
CU Wurintd sa analizeze starea unui pacignta determine doza nece8atin gama megionat de dozaje sau, dac
este cazul, o dazdepisind aceste limite.

Administrarea anticorpilor anti-Cd20 himerici imuagic activi in acest domeniu de doze poate fiizatil ca
administrare unic sau mai multe adminisii succesive. In ce prigee anticorpii himerici, este de prefegro serie
de administari succesive. Aceastmetodi preferat este elaboratpe baz de tratament metodologic al acestei
maladii. Evitdnd aprofundarea in teorie, urniede mefionat & datoriti activititii imunologice si legaturii cu
CD20, anticorpii anti-CD20 himerici imunologic adfichiar de la prima administrare produc extenaaeulelor B
in sangele periferic; mai mult ca atat, se observeducere aproape complét cca 24 de ore dagratamentul prin
infuzie. Deci, drept indigée pentru administrare{r) ulterioaf a anticorpilor anti-CD20 himerici imunologic adtiv
(sau anticorpilor anti-CD20 mantau izotopi radioactivi) pot prezenta: a) celul®eclare Tn sangele periferic; b)
initierea extendrii celulelor B din ganglionii limfatici; c) irtierea extenirii celulelor B din alte surse tisulare, de
exemplu din mduva osoas tumoare, etc. Altfel formulat, prin adminigtite repetate ale anticorpilor anti-CD20
himerici imunologic activi, are loc o serie de femene, fiecare fiind considerat important pentrtatreentul eficient
al bolii. Primul “fenomen” poate fi considerat caemtat in principal spre a reduce subgtdrtelulele B din séngele
periferic al pacientului; uratoarele “fenomene” pot fi considerate fie ca ogatin special spre a dflra simultan
sau succesiv celulele B remanente din sistemulligenilgr limfatici, fie ca inkturare a celulelor B din altesuturi.
Realmente, Tn timp ce un dozaj unic asigum efect pozitisi poate fi utilizat eficient pentru tratargiamanipularea
bolii, este prefergrala o serie de tratament in cateva etape. Este rec@bdme a se administra pacientului oadat
pe giptamari, timp de cca 2...10aptimani, preferetial 4 siptiméni, cca 0,4...20 mg/kg greutate corpbraé
anticorpi anti-CD20 himerici imunologic activi.

Referitor la folosirea anticorpilor anti-Cd20 matceu izotopi radioactivi este preferabil ca antjwar si nu fie
himeric. acest fapt este dictat de perioada citotiade injunitatire semnificativ mai lung a anticorpilor himerici
fatd de anticorpii murini (adig radionuclidul cu o perioddcirculatorie de Tnjuritatire mai lung este prezent in
organismul pacientului un timp mult mai indelungd®tusi, anticorpii himerici marci cu izotopi radioactivi pot fi
utilizati benefic in dozaje mult mai &ute, in mili-Currie (“mCi”), Tmpreun cu un anticorp himeric Tnrudit cu
anticorpul murin. Acest fapt permite reducereaditii in maduva osoaspari la un nivel acceptabil, mgnand in
acelai timp efectul terapeutic.

Conform prezentei invein pot fi aplicai multi si diversi radionuclizi cunosdiidin care speciatii Tn domeniu vor
avea posibilitateaasdetermine gor radionuclidul adecvat pentru fiecare caz concret

Cu apatiia agefilor chelatici superiori posibilitatea gtaii grupelor chelatice metalice la proteine a parmée a
utiliza aki radionuclizi, cum sunt indiul [1314i ytriul [90]. Ytriul [90] are cateva avantaje Trazul utilizarii in
radioimunoterapie: perioada de Tnjititire a ytriului [90] de 64 de ore este suficientldegi pentru a permite
acumularea anticorpilor Tn tumoagie de exemplu, spre deosebire de iod [131], y{®0] este un engitor pur de
radigie beta de energie inalbeinsgita de radigia gama la atenuarea ei cu un domeniteguturi de la 100 pérda
1000 diametre celulare. Tn plus, cantitatea mindte radigie penetrarit permite administrarea anticorpilor maica
cu ytriu [90] pacietilor fard si fie in mod necesar spitalizaMai mult decéat atat, nu este necésinteralierea
anticorpului marcat pentru distrugerea celulelar,emisia local de radigie ionizant va fi letali pentru celulele
tumorale Tnvecinate lipsite de antigémta.

Unica limitare neterapeuticpentru ytriu [90] se bazeape absefa radidgiei gama semnificative care face dificil
ohtinerea imaginii. Pentru evitarea acestor probleenpaate utiliza un radionuclid de diagnosticare aste indiul
[111] care “formeax imagini” pentru localizareai determinarea #rimii relative a tumorii Thaintea administii
dozei terapeutice de anti-Cd20 marcat cu ytriu .[90Hiul [111] este preferat Tn special ca radiditlicle
diagnosticare, deoarece in daie cca 1...10 mCi el este inofensiypoate fi administratifa toxicitate manifest
datele tomografice, de regulse prognozed#zprin distribgia ulterioad a anticorpului marcat cu ytriu [90]. De
reguki, Tn studiile tomografice se utilizeaanticorpul marcat cu 5 mCi de indiu [111], deoaraceast dozi este
sigura si inofensiva, cu un rezultat tomografic substiah eficientizat comparativ cu dozele mai mici, onsea
optima fiind obtinuta la 3...6 zile dup administrarea anticorpul{iMurray J.L., 26 J. Nuc. Med., 1985, p. 33#8
Carraguillo, J.A. et al., 26 J. Nuc. Med., 19856p].
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Dozajele unice eficiente ale tratamentului (adantititile terapeutic eficiente) ale anticorpilor anti-GDéharca

cu ytriu [90] sunt incadrate in domeniul de ccar5.mCi, preferabil intre cca I cca 40 mCi. Dozajele ablative
unice, eficiente de tratament (ailipot necesita transplantare daduva osoas) ale anticorpilor anti-CD20 marga
cu iod [131] sunt cuprinse Tn domeniul de cca 800.mCi, de preferiti, de la cca 58i mai puin decéat cca 500
mCi. Tn combinare cu un anticorp anti-CD20 himedatoriti perioadei circulatorii de Tnjulititire mai indelungate
fatd de anticorpii murini, dozele ablative unice efitie pentru tratamentuldduvei non-osoase ale anticorpilor anti-
CD20 himerici marca cu iod [131] sunt cuprinse Tn domeniul de ccadB.mCi, de preferifi mai puin de cca 30
mCi. Doza necesarde exemplu a marcajului cu indiu [111] pentrtimdrea imaginii constituie cel mult 5 mCi.

In ce private anticorpii anti-CD20 margacu izotopi radioactivi, se poate aplica o terafsiefel folosind un
tratament terapeutic unic sau folosind tratameni#ipfe. Datoriti componentei radionuclidice, este de preferat ca
Tnaintea tratamentuluiasfie prelevate celule din ramifigde periferice (“PSC”) sau #duva osoas (“BM”) la
pacienii care manifest toxicitate potetiali fatak a niduvei osoase sub @enea radigei ionizante. BMsi/sau PSC
se prelei folosind tehnici standard, apoi se #ttrsi se congeledzpentru o posibi reinfuzie. Suplimentar, adesea
este de preferat ca anterior tratamentuligesfaé un examen dozimetric de diagnosticare al pacientidlosind un
anticorp marcat pentru diagnosticare (de exemplgsind indiul [111]), scopul fiind asigurarea utorului
moment: anticorpul marcat terapeutic (de exemplytgu [90]) nu se va “concentra” Tn a#fsut sau orgarisitos.
specialgtilor Tn domeniu le sunt cunoscute metodologii @meyare a anticorpilor himerici. De exemplu, calene
usoaresi grele pot fi exprimate separat folosind, de exkempatena gpai a imunoglobulineki catenele grele ale
imunoglobulinei in plasmide separate. Apoi, aceptadi purificatesi colectatein vitro Tn anticorpi compleg. sunt
cunoscute metodologii de fifrere a unor asemenea strucfi8charff, M; Harvey Lectures, 1974, vol. 69, p. .25
sunt, de asemenea, cungs@arametrii reagiei in vitro pentru okinerea anticorpilor igG din catene grglaisoare
izolate redusgBeychok, S. Cells of immunoglobulin Synthesis, Aemit Press, New York, p. 69, 197De
asemenea, este posibdoexpresia catenelogaaresi grele Tn acelea celule pentru a gine asocierea intracelutar
si conexiunea catenelor grek usoare in anticorpi compleicH,L,IgG. Asemenea coexpresie se poate realiza
folosind aceeq plasmidi sau plasmide diferite in acgeeeluld gazdi.

Conform invemiei, cei mai prefena anticorpi anti-CD20 himerici s-au @hut folosind vectorul TCAE 8 (acedst
regiune reprezifto secveti patial skibita Kozak).

Detalii referitoare la impactul sitului de startimikierii marcherului selectiv dominant al vectorilo€AE (numii, de
asemenea, “vectori ANEX") vizavi de expresia pnoégisunt deziluite Tn cererea depiisi examinal paralelsi
include sectoare variabile murine, preparate diitampul anti-CD20 monoclonal. Acest anticorp séeag “2B8”.
TCAE 8 cuprinde patru (4) casete transgoipale amplasate in tandem, dglicaterd usoai de imunoglobulia
umari fara regiune variabil; cateri grea de imunoglobulina umammira regiune variabil;, DHFR si NEO. Fiecare
casel transcripionak cortine propriul 4u promotor eucariotisi regiunea de poliadenilare (refganeste fcuti la
fig. 1, care este o reprezentare diagraraatizectorului TCAE 8). In special:

1) promotorul/intensificatorul CMV 1n fa catenei grele a imunoglobulinei este o versiungncat a
promotorului/intensificatorului din fa catenei gpare de la situl Nhe 1 cca - 350 péa situl Sst 1 cca -16;

2) o regiune constanta catenei gpare de imunoglobulihumari s-a derivat pe calea amplifii cDNA printr-o
reagie PCR. In TCAE 8 s-au folosit regiuni constantp&ale cateneisoare de imunoglobulinumari (numerotate
conform Kabat, aminoacizii 108...214 alotip knfiKabat, E.A. “Sequences of Proteines of immunoldgidarest”,
NIH Publication, Fifth Ed., No. 91, 1991, p. 3242 regiunea constaiitgama 1 a catenei grele de imunoglokiulin
umari (numerotare conform Kabat a aminoacizilor 114...438tip Gmla, Gmlz). Catenasoari s-a izolat din
séngele uman normal (IDEC Pharmaceuticals Cormoratia Jolla, CA) ; RNA de aici s-a folosit pensinteza
cDNA, care apoi a fost amplificat folosind tehnRCR (primerii s-au derivat exact conform Kabat)teBa grea s-a
izolat (folosind tehnici PCR) din ¢ DNA preparat ldeRNA care, la randukis, s-a derivat din celule n care a fost
transfectat un vector IgGl umd8 Prot. Eng. 531, 1990; vectorul pBP]. S-au substituit doi aminoacizi in 1gGl
uman izolat pentru imperecherea segsieaminoacide conform Kabat, anume: in giaz225 aminoacidul valiha
fost substituit cu alanin(GTT cu GCA), iar In pozria 287 aminoacidul metionins-a substituit cu lizén (ATG cu
AAG);

3) casetele catenelogaaresi grele de imunoglobulthumari conin secvege de semnal sintetice pentru secretarea
catenelor imunoglobulinei;

4) casetele catenelosaaresi grele de imunoglobul@umari cortin situri DNA de restrige specifice care permit
inserarea regiunilor variabile ale catenelgwaresi grele de imunoglobulihcare metin cadrul de citire trangbnal

si nu altereaz aminoacizii prezei de regud, in catenele imunoglobulinei;

5) caseta DHFR coime propriul §u promotor eucariotic (promotorul principal pe b#&globinei desoarece,
“BETA") si regiunea de poliadenilare (poliadenilarea hornhairhovin de cretere, “BGH");

6) caseta NEO cagime propriul gu promotor eucariotic (BETAYi regiunea de poliadenilare (poliadenilare precoce
SV40, “SV”).

Referitor la vectorul TCAE 8i caseta NEO, regiunea Kozak a fosttahrextenuat prin secveti conform Kozak
(care include un sit Cla 1 in amonte);

Clal1-3+1

GGGAGCTTGG ATCGAT ccTct ATG Gtt
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(in vectorul TCAE 5.2, substituirea are loc inegiunile Cla 1si ATG, anume: ccAcc).

Lista secvetei complete TCAE 8 (inclusiv componentele specifite celor 4 casete transgignale) este
prezentatin fig. 2 (secvera 1D nr. 1).

Asa cum se va aprecia de speetaliin domeniu, vectorii TCAE permit reducerea dabbgala avantajoas a
timpului necesar pentru generarea anticorpilor@mnR0 himerici imunologic activi. Generargidzolarea regiunilor
variabile ale cateneisnaresi grele non-umane urniatle Tncorporarea acestora in caseta tran&ongd constart a
catenei goaresi In caseta transciiipnaki constart a catenei grele umane permit producerea de aptiaoti-CD20
himerici imunologic activi.

S-a derivat o regiune variabihon-umag preferemiala cu specificitate f@ de antigenul CD20 folosind o sérs
murina si tehnologia hibridoamelor. Folosind reéiacde polimerizare de lar{"PCR?"), regiunile variabile murine
usoaml si grea s-au clonat direct in vectorul TCAE 8, atzdind ruta preferabil pentru Tncorporarea regiunii
variabile non-umane in vectorul TCAE. Aceagreferina este, In principiu, bazatpe eficiema reagei PCRsi
corectitudinea insérii. Totusi pentru realizarea acestei sarcini sunt accegabihlte proceduri echivalente. De
exemplu, folosind TCAE 8 (sau un vector echivalaeatpoate aine secveta regiunii variabile a anticorpului anti-
CD20 non-uman, urmatde sinteza oligonucleotidelor, piomnilor secverei sau da& corespunde, a intregii
secvere; ulterior, pofiunile sau Intreaga secuérsintetic se poate insera in localile corespunitoare din vector.
Special§tii Tn domeniu au pregjirea pentru realizarea acestora.

Anticorpii anti-CD20 himerici imunologic activi, cdorm inveniei, preferefial s-au derivat din utilizarea vectorului
TCAE 8 care a inclus regiuni variabile derivate ldeanticorpul monoclonal fa de CD20; acest anticorp (va fi
descris in detaliu Tn continuare), s-a numit “2B8&cvera complei a regiunilor variabile dinute din 2B8 n
TCAE 8 (“anti-CD20 in TCAE 8") este prezeritah fig. 3 (secveta 1D nr. 2).

Linia celulaa gazdi utilizata pentru expresia proteinei prefefi@aheste de origine mamifierSpeciaktii in domeniu
pot determina liniile celulare gazd&peciale ce sunt cele mai adecvate pentru prodesdtic ogonal care trebuie
exprimat Tn ele. Liniile celulare gazd@tandard includ,ifia insa si fie limitate, DG44si DUXB11 (linie ovariar de
hamster chinezesc (CHO), minus DHFR), HELA (carginaman cervical), CVI (linie renade maimui), COS (un
derivat al CVI cu antigen SV 40 T), R1610 (fibrodtlade hamster chinezesc), BALBC/3T3 (fibroblagtgodrece),
HAK (linie renak de hamster), SP2/0 (mielom dearece), P3x63-Ag3.653 (mielom dearece), BFA-ICIBPT
(celule endoteliale bovine), RAJI (limfocite umarg)293 (rinichi uman). Liniile celulare gazdde regui sunt
ohtinute din surse comerciale, de la ATCC sau suectate din literatura publicat

De prefering, linia celulaé gazdi este DG44 (“CHO”) sau SP2[Urland, G. et al., “Effect of gamma raye and the
dihydrofolate reductase locus: deletions and ingass” Som. Cell & Mol. Gen. 12/6, 1986, p. 555-bd&hulman,
M. et al., “ A better cell line for making hybridas secreting specific antibodies.” Nature, 197&45-269]. Cea
mai preferat este linia celuldrgazdi DG44.

Transfedia plasmidei in celula gazde poate realiza prin orice meicatcesibii special§tiior in domeniu. Acestea
includ, in% nu se limiteai la, transfega (inclusiv electroforezsi electroporarea), fuziunea celulau DNA invelit,
microinjectaresai infectarea cu virus intagRidgway, A.A.G. “Mammalian Expresion Vectors”, c&.2, p. 470-
472 Vectors, Rodriguez and Denhardt, Eds (ButtetsorBoston, MA 1988 Cea mai preferatcale de
administrare a plasmidei in gdizelste cea a electropioii.

S-a derivat o regiune variafbihon-umag preferemiala cu specificitate f@ de antigenul CD20 folosind o sérs
murina si tehnologia hibridoamelor. Folosind rei@acde polimerizare in lan*PCR”"), regiunile variabile murine
usoan si grea s-au clonat direct in vectorul TCAE 8, ataéi;nd ruta cea mai prefetapentru incorporarea regiunii
variabile non-umane n vectorul TCAE. Acegasgtreferina este n principal bazatpe eficiefa reagei PCR i
corectitudinea insérii. Totusi, pentru realizarea acestei sarcini sunt accesgbihlte proceduri echivalente. De
exemplu, folosind TCAE 8 (sau un vector echivalaeatpoate aine secveta regiunii variabile a anticorpului anti-
CD20 non-uman, urmatde sinteza oligonucleotidelor, pioinilor secverei sau, dat corespunde, a intregii
secvere; ulterior, potiunile sau intreaga secu@rsintetic se poate insera n locaide corespunidtoare din vector.
Special§tii Tn domeniu au preigirea necesarpentru realizarea acesteia.

EXEMPLE

Urmatoarele exemple nu vor fi interpretate ca limitAndeniia. Exemplele ilustredzvizualizarea dozei folosind
anticorpi anti-CD20 margacu izotopi radioactivi (12B8”); anticorpul antifi20 marcat cu izotopi radioactivi
(Y2B8) si anticorpul anti-CD20 himeric imunologic activ (2B8") derivat prin utilizarea unui vector specific
(“TCAE 8") si regiunilor variabile derivate de la un anticomtiaCD20 monoclonal murin (“2B8").

1. ANTICORP 2B8 anti-CD20 marcat cu izotopi radioACTIVI

A. Obtinerea anticorpului anti-CD20 monoclonal (murin2B8")

soarecii BALB/c s-au imunizat repetat cu linia celdl limfoblastici umari SB [Adams, R.A. et al., Direct
implantation and serial transplantation of humamtedymphoblastic leukemia in hamsters, SB-2. Cas, Rol. 28,
1968, p.1121-1175(aceast linie celulad este accesililla colegia americai de culturi detesuturi (ATCC),
Rockville, MD, sub nr. de acces ATCC CL 120) prifeii saptaméanale timp de 3-4 luni. S-au identifigatareci
care manifegttitre serice ridicate de anticorpi anti-CD2@aaum s-a determinat prin inhfiai anticorpilor CD20
specifici cunoscti (anticorpii anti-CD20 utiliza au fost Leu 16, Beckton Dickinson, San Jose, €Acatalog 7670
si Bl, Coulter Corp.; Hialeah, FL, nr. catalog 66022, apoi de la ag# soareci s-a indeptat splina. Celulele
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splenice s-au fuzionat cu celule de mielom SP2/gbde=ce in conformitate cu protocolul cunoscut (8R2é nr. de
acces la ATCC, ATCC CRL 8006EINFELD D.A. et al., EMBO, 1988, vol.7, p. 711

Examirdrile pentru determinarea specifigit CD20 s-au realizat prin test radioimun. Anti-GDB1 purificat a fost
marcat cu izotopul radioacti?? prin metoda cunoscu{Valentine, M.A. et al., J.Biol. Chem, 1989, vol.&26.
11282 (iodu de sodiu ¥° ICN, Irvine, CA, nr. catalog 28665H)Hibridoamele s-au concentrat prin inctiba
Tmbinat a 0.05 ml de mediu din fiecare godeu de fuziungré&mi cu 0.05 ml de anti-CD20 Bl marcat cu izotopul
1'?° (10 ng) in BSA, PBS 1% (pH 7.4) 0.5 ml din acelgi tampon coginand 100 000 celule SB. Dancubaie,
timp de 1 o# la temperatura camerei, celulele s-au recoltat pansferare in pti de titrare cu 96 godeuri (V&P
Scientific, San Diego, CA}i s-au splat intens. Godeurile duble cgmind anti-CD20 Bl nemarcat godeurile
lipsite de anticorp inhibitor au fost folosite dtepartor pozitivsi negativ, respectiv. Godeurile agvdnd anticorpi
cu mai mult de 50 % inhitié au fost rarite si clonate. Anticorpul manifestand cea mai ridicethibitie s-a derivat
de la linia celulat clonati desemnataici ca “2B8".

B. Prepararea conjugatului 2B8-MX-DTPA

1. MX-DTPA

Ca agent chelatic pentru conjugarea izotopuluioactiv marcat cu 2B8 s-a utilizat acidul 1-izotmthtobenzil-3-
metildietilen-triaminpenta-acetic marcat ci*@MX-DTPA marcat cu ¢*). Manipularile cu MX-DTPA s-au
produs pentru meimerea condiilor fara metale, adit folosind reactivi lipgi de metalesi, dupi posibilitate, s-au
utilizat containere din polipropilén(bidoane, cilindri grada pahare de laborator, pipete)ikge cu alconoxi
clatite cu ap Milli-Q. S-a oltinut MX-DTPA sub forni de solid uscat de la Dr. Otto Gansow (Nationalitute of
Health, Bethesda, MDyi s-a depozitat astfel deshidratat BC4protejat de lumii), soluiile bazice fiind preparate
n ag Milli-Q la o concentréde de 2-5 mM depozitate la -70.

MX-DTPA s-a ohinut, de asemenea, de la Coulter Immunology (Hmal€dorida) ca sare disodidn afi si s-a
depozitat la -7€C.

ii. Prepararea 2B8

S-a preparat 2B8 purificat pentru conjugare cu MRP prin transferarea anticorpului in 50 mM bicia®if
lipsit de metale, pH 8.6, cgnand 150 mM NacCl, utilizdnd schimbul repetat dapan cu ajutorul filtrelor rotative
CENTRICOM 330" (30 000 D, MWCO; Amicon). De regylin filtru se adaug50-200pl de proteita (10 mg/nl),
urmat de 2 ml tampon de bicin. Filtrul s-a cengyidtila 4C intr-o centrifug Sorval SS-34 (6000 rot./min, timp de
45 min). Volumul metinut a constituit cca 50...1Q0; mai mult decéat atat, aceagirocedul s-a repetat de dawri
folosind acelg filtru. Volumul meninut s-a transferat intr-o eprubedin polipropilerd de 1.5 ml prefzut cu
capsui de Tnchidere, s-a examinat pentru pratesra diluat panla 10.0 mg/misi s-a depozitat la°€ pari la
utilizare. Analogic proteina s-a introdus in 50 naé citrat de sodiu, pH 5.5, gamand 150 mM NaC§i azotus de
sodiu 0.05%, folosind protocolul de mai sus.

iii. Conjugarea 2B8 cu MX-DTPA

Conjugarea 2B8 cu MX-DTPA s-a realizat in eprulmgepolipropileid la temperatur ambiant. Soldiile bazice
congelate de MX-DTPA s-au dezgheimediat Tnhainte de utilizare. 50...200 ml det@iréi la 10 mg/ml au intrat in
reagie cu MX-DTPA, raportul molar al MX-DTPAi 2B8 fiind 4:1. Reatiile s-au infiat prin adiugarea soliiei de
rezena MX-DTPA agitand atent; conjugarea s-a efectualad@4 péei la 20 ore la temperatura ambianiX-
DTPA nereagionat s-a Trturat din conjugat prin dializsau ultrafiltrare repetsit asa cum s-a descris mai sus in
exemplul I.B.ii, in soltie saliri normak lipsiti de metal (0.9% greutate/volum) care @o® azotut de sodiu
0.05%. Concentta proteinei s-a corectat pata 10 mg/misi s-a depozitat 1a°€ intr-o eprubeit de polipropilei
para la marcare cu izotopi radioactivi.

iv. Determinarea ncorparii de MX-DTPA

Incorporarea MX-DTPA sa determinat prin rimioare de scintikie si s-a comparat valoarea tiuta cu
conjugatul purificat pentru activitatea specifia MX-DTPA marcat . Pentru anumite studii in care s-a utilizat
MX-DTPA neradioactiv (Coulter Immunology) incorpoega MX-DTPA s-a examinat prin incubarea conjugatclu
0 soluie Tn exces puitoare de ytriu [90] radioactiv de concenigai activitate specifig cunoscute.

S-a preparat o saie stoc de clorur de ytriu de concentfi@ cunoscut in Hcl 0.0N &ra metal la care s-a adgat
ytriu [90] fara purtitor (sare clorig). S-a analizat un alicvot al acestei siblprin numirarea de scintild n lichid
pentru a determina o activitate specifjarecigi pentru acest reactiv. Intr-o eprubete propiles s-a adugat un
volum de reactiv clordrde ytriu egal cu de 3 x nuimul de moli de chelatsteptat & se atgeze la anticorp (de
regul,, 2 mol/mol anticorp)i s-a corectat pH-ul pénla 4.0...4.5 cu acetat de sodiu 2M. Ulterior sdaugat
anticorpul conjugagi amestecul s-a incubat 15...30 min la temperadunhiant. Reagia s-a oprit prin agligare de
EDTA 20 mM péa# la o concentnge finali de 1 mM pH-ul solgiei s-a ajustat p&nla aproximativ pH 6 cu acetat de
sodiu 2M.

Dupa o incubare de 5 min, intregul volum s-a purifipah cromatografie de inalijperformam de excludere dup
marime (s-a descris mai jos). Proteina eduzdre cotine fragiile s-a combinat, s-a determinat concegiraroteinei
si s-a examinat pentru radioactivitate un alicvatdrporarea chelatului s-a calculat folosind atzdteia specifit a
preparatului clordr de ytriu [90]si concentrga proteinei.

v. Imunoactivitatea lui 2B8-MX-DTPA
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Imunoactivitatea conjugatului 2B8 s-a examinat $oid celula integral ELISA. S-au recoltat din cultaircelule SB
in faza Mid-log prin centrifugarg s-au splat de 2 ori cu 1xHBSS. S-au diluat celulele p&n1-2 x16 celule/ml in
HBSSsi s-au imjartit in plici de microtitrare din polistiren cu 96 godeurb@000...100000 celule/godeuaéile s-
au uscat n vid timp de 2 ore la 40.°@%entru fixarea celulelor la plastic, pida utilizare picile s-au pstrat la loc
uscat la-20°C. Pentru examen s-au #ifgit plicile la temperatura ambidgintmediat Tnaintea folosirii, apoi s-au
blocat cu 1xPBS, pH 7.2...7.4, care o@ BSA 1% (2 ore). Probele pentru examinare siaatdn 1XPBS/BSA 1
%, s-au aplicat la pti si s-au diluat serial (1:2) Tn acglaampon. Dup incubarea gikilor timp de 1 of, la
temperatura ambiantplacile s-au splat de 3 ori cu 1xPBS. S-a adjat la godeuri anticorpul secundar (30
conjugat HRP antjearece IgGl-specific) (dilie 1:1500d in 1xPBS/BSA 1%) s-au incubat 1 a@rla temperatura
ambiant. Pkcile s-au splat de 4 ori cu 1xPBS, dépare s-a atligat solgie substrat ABTS (citrat de sodiu 50 mM,
pH 4.5, coginand ATBS 0.01%i H,O, 0.001%). Pdcile s-au citit la 405 nm ddpncubare 15...30 min. Celulele
HSB antigen-negative s-au inclus Tn exatripentru urndrirea legiturii nespecifice. Imunitatea conjugatului s-a
calculat prin marcarea valorilor absoriginfaid de factorul de diltie respectivsi comparand acestea cu valorile
ohtinute folosind anticorp nativ (care reprezidD0 % imunoreactivitate), s-au testat pe agg®aci, s-au comparat
céateva valori de pe piunea lineax a profilului titrarii si s-a determinat o valoare medie (date neprezéntate

vi. Prepararea lui 2B8-MX-DTPA marcat cu indiu [11112B8")

Conjugatele s-au radiomarcat cu indiu [113ffpurtator. S-a transferat un alicvot al izotopului (02A.mCi/mg
anticorp) in Hcl 0.05 M intr-o eprulietie propile# si s-a adugat aproximativ 1/10 volum de Hcl 2Mrfi metal.
Dupa incubare timp de 5 min, s-a Aadgjat acetat de sodiu 2Mrf metal pentru a ajusta pH-ul sp&i pari la
4.0...4.4. S-au adigat dintr-o soltie stoc DTPA 10.0 mg/ml in sale saliri normali aproximativ 0.5 mg de 2B8-
MX-DTPA, sau citrat de sodiu 50 mM/NaCl 150 mM doand azotut de sodiu 0.05%i soluia s-a amestecat
imediat cu griji. S-a controlat pH-ul sofiei cu hartie de pH asurénd o valoare de 4.0...4i5amestecul s-a incubat
la temperatura camerei timp de 15...30 min. Ultenieagia s-a oprit prin adligare de EDTA 20 mM pénla o
concentrde finala de 1 mMsi amestecul de rede s-a adus la pH aproximativ 6.0 folosind acetasadiu 2 M.

Dupa o incubare de 5...10 min radioizotopul necomplatat indeprtat prin cromatografie de excludere dup
marime. Unitatea HPLC a constat dintr-un Waters Mogl@gd0 sau TosoHaas Model TSK-6110, avand sistem de
eliberare respectiv, fiind prezut cu o vali de injectare Waters U6K sau Rheodine 700. Sejfmcromatografice
s-au realizat folosind o coloau gel de permeativitate (BioRad SEC-250; 7.3x300 sau 0 coloancomparabi
TosoHaas)si 0 coloara de gard SEC-250 (7.5x100 mm). Sistemul a fost echipat oucalector de frage
(Pharmacia Frac20G) un monitor UV presizut cu un filtru de 280 nm (Pharmacia model UV-3)au aplicat
probelesi s-au eluat izocromatic folosind 1xPBS, pH 7.4,0laat de curgere de 1.0 ml/min. S-au colectat in
eprubete de stigl100 ml de fraguni si alicvote din acgtia s-au cuantificat intr-un nuimitor gama. Ferestrele
inferioard si superioai s-au montat la 10§ respectiv 500 KeV.

S-a calculat radioincorporarea prin insumarea eatiidtiti asociate cu maximul proteinei eluage impirtirea
acestui nurir prin radioactivitatea totaleluati din coloar; aceast valoare a fost apoi exprindata procent (datele
nu s-au prezentat). In cateva cazuri radioincorngara-a determinat folosind cromatografia instaegain strat
sultire (“ITLC"). Conjugatul marcat cu izotopi radioagts-a diluat 1:10 sau 1:20 in 1xPBS sau in 1xPB®A
1mM, apoi 1pl s-a colorat la 1.5 cm de la capl unei f&ii de hartie ITLC SG de 1x5cm. Hartia s-a develqmat
cromatografie ascendérfblosind acetat de amoniu 10% in metanok @pl v/v).

F&ia s-a uscat, s-aiat Tn jumitati transversalai s-a determinat radioactivitatea asotiatl fiecare sgne prin
numarare gama. Radioactivitatea asoiat junitatea superioéra f&iei (radioactivitatea asociafproteinei) s-a
exprimat ca un procent al radioactiyiit totale determinate prin insumarea valorilor @téta baz catsi de la varful
jumatatilor (date neprezentate).

Activitatile specifice s-au determinat prindsurarea radioactivtii unui alicvot corespurizor al conjugatului
marcat cu izotopi radioactivi. Aceésvaloare s-a corectat pentru efig@munaratorii (de reguii 75%) si s-a
raportat la concenttia proteinei conjugatului, determiiadnterior prin absorbgam la 280 nngi valoarea rezultéts-

a exprimat ca mCi/mg protein

Pentru cateva experimente, 2B8-MX-DTPA s-a radi@aiacu indiu [111] urménd un protocol similar cuulin
dintre cele descrise mai sus, datifpurificare prin HPLC: aceasta a fost denumit protdmix-and-shoot”.

vii. Prepararea de 2B8-MX-DTPA marcat cu ytriu [§8]2B8")

Pentru prepararea de conjugat 2B8-MX-DTPA marcaytcu [90] (“y2B8") s-a urmat aceja protocol descris
pentru prepararea lui 12B8, cu exdepca nu s-a folosit HCL 2 ng; toate preparatele conieiga marcate cu ytriu s-
au purificat prin cromatografie de excludere @ugirime ga cum s-a descris mai sus.

c. Studii pe animal non-uman

i. Biodistribuia lui 2B8-MX-DTPA marcat cu izotopi radiomarta

S-a evaluat 12B8 pentru biodistrifu tisula& la soarecii BALB/c de 6 - 8 gptamani. Conjugatul marcat cu izotopi
radioactivi s-a preparat folosind 2B8-MX-DTPA grelihic, urmand protocolul “mix-and-shoot”, descrigi sus.
Activitatea specifig a conjugatului a fost 2.3 mCi/myg conjugatul s-a formulat in PBS, pH 7.4 caretoenHSA
50 mg/ml.soarecii s-au injectat intravenos cu 1ide 12B8 (aproximativ 2uCi) si grupuri de cate 3oareci s-au
sacrificat prin dislocare cervicala 0, 24, 48i 72 ore. Dup sacrificare s-augstrat coada, inima, fanii, ficatul,
rinichii, splina, mychii si femurul care s-au $fat si s-au cartrit. De asemenea, s-a recuperat pentru analjzroka
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de sange. radioactivitatea asotiatl fiecare specimen s-a determinat prin #mame gamai ulterior s-a determinat
procentul dozei injectate /g desut. Nu s-a acordat atencontribdiei sciderii activititii reprezentat prin séngele
asociat cu organele individuale.

Tntr-un protocol separat s-au incubat probe alievie 2B8-MX-DTPA la 4C si 30°C timp de 10 #ptimanisi s-au
radiomarcat cu indiu [111] pentru activitate spegifle 2.1 mCi/mg pentru ambele preparate. Acestaigatg s-au
folosit apoi Tn studiile biodistrikiiei la soareci @a cum s-a descris mai sus.

Pentru determifri dozimetrice s-a radiomarcat 2B2-MX-DTPA cu indillL1] par la activitate specific de 2.3
mCi/mg si s-au injectat aproximativ 1..Ci in fiecare din 2Gsoareci BALB/c. In continuare, grupuri de cate 5
soareci s-au sacrificat la 1, 24, 4872 ore, organele fiind gstratesi preparate pentru analizSuplimentar, s-au
recuperat paiuni de piele, mgchisi ossi s-au prelucrat pentru analize; de asemenea,celaatat uringi fecalele

si s-au analizat pentru momentele®Z?2 ore.

Folosind o abordare similar2B8-MX-DTPA s-a radiomarcat, de asemenea, cu Y80] si distribuia sa biologig
s-a evaluat lgoarecii BALB/c dup o perioad de timp de 72 ore. Dappurificare prin cromatografie HPLC de
excludere dup miarime, 4 grupe de Soareci fiecare s-au injectat i.v. cu aproximatiy@i de conjugat formulat
clinic (activitate specifig: 12.2 mCi/mg); grupele au fost apoi sacrificatd |24, 48i 72 ore, organelgi tesuturile
lor fiind analizate cum s-a descris mai sus. Ralieiéatea asociétcu fiecare specimen desut s-a determinat prin
masurarea energiei radiai de franare cu un contor de scirntitagama. Valorile activitii au fost exprimate ulterior
ca procent dazinjectati per gramesut sau procent dibmnjectati per organ. Deoarece organglalte tesuturi s-au
clatit repetat pentru Indéparea sangelui superficial, organele nu au fosfupate. Astfel, valorile activitilor
organului nu au szut din contribtia de activitate reprezentade étre sangele intern asociat.

ii. Localizarea tumorala 12B8

Localizarea 2B8-MX-DTPA marcat cu izotopi radioacs-a determinat lgoareci puritori de tumori ale celulei B
atimice RamosSoarecii atimici n vargtde 6...8 #ptamani s-au injectat subcutanat (in partea darsding) cu 0.1
ml de RPMI-1640, cainand 1.2x10 celule tumorale Ramos care au fost anterior ateapentru crgere insoareci
atimici. Tumorile s-au dezvoltat in dbgiptimanisi au fost cuprinse Tn domeniul de greutate de0& @ar la 1.1

g. Soarecii s-au injectat intravenos cu 1@ide 2B8-MX-DTPA marcat cu indiu [111] (16Ci) si grupuri de cate

3 soareci s-au sacrificat prin dislocare cervicial 0, 24, 48i 72 ore. Dug sacrificare s-au recuperat coada, inima,
plamanii, ficatul, rinichii, splina, mgchii, femurulsi tumoarea, fiind sfdate si cantirite; de asemenea, s-a prelevat
pentru analiz o proki de sange. S-a determinat radioactivitatea agociafiecare specimen prin nérare gamai
s-a determinat procentul doinjectati/g tesut.

iii. Studii privind biodistribgia si localizarea tumoralcu 2B8-MX-DTPA

Dupa experimentul preliminar asupra biodistrjtei descris mai sus (Exemplul I.B.viii.a) s-a rad#&rcat conjugatul
2B8 cu indiu [111] pénla o activitate specificde 2.3 mCi/mgi aproximativ 1.1uCi s-au injectat Tn fiecare din 20
de soareci BALB/c pentru a determina biodistrittBumaterialului marcat. In continuare, s-au sagatfigrupuri de 5
soareci la 1, 24, 48i 72 ore, iar organele laii 0 poriune de piele, mchi si 0s s-au opriti s-au prelucrat pentru
analize. Tn plus, s-a colectat urina, fecalgles-au analizat pentru momentele de timp 24 la 7@ dlivelul
radioactivititii in sdnge a szut de la 40.3% ddazinjectati per gram la o & pari la 18.9% la 72 ore (datele nu s-au
prezentat). Valorile pentru iném rinichi, muchi si splini au &mas ™n domeniul 0.7-0.9% de-a lungul
experimentului. Nivelurile de radioactivitatésite in pimani au sizut de la 14.2% la 1 #wparii la 7.6% la 72 ore;
in mod asemmnitor, respectiv doza injectaper gram in ficat a szut de la 10.3% la 9.9%. Aceste date s-au folosit
in determinarea dozei de ragliabsorbiti estimat 12B8 descris mai jos.

Biodistribuia conjugatului marcat cu ytriu [90] avand o adtte specifia de 12.2 mCi/mg anticorp s-a evaluat la
soareci BALB/c. S-au ainut radioincorpairi de peste 90%i anticorpul marcat cu izotopi radioactivi s-a (higet
prin HPLC. Depozitul tisular de radioactivitate aaluat in organele principajepiele, mychi, os, urii si fecale
dupa 72 oresi s-a exprimat ca procent domjectati/g tesut. Rezultatele (neprezentate) au evidex in timp ce
nivelurile de radioactivitate asociatu sangele au #zut de la aproximativ 39.2% dbinjectati/g la o o pari la
aproximativ 15.4% dup72 ore, nivelurile radioactivtii asociate cu coada, inima, rinichiul, getiul si splina au
rimas ndeajuns de constante la 10.2% sau mai migufsul experimentului. Important a fost faptid c
radioactivitatea asoctatu osul a fost in domeniul de la 4.4% dexigectati/g la 1 o, pard la 3.2% la 72 ore.
Toate acestea, luate imprausugereaz ci puin ytriu liber s-a asociat cu conjugatilica puin radiometal liber s-a
eliberat Tn timpul desgurarii studiului. Aceste date s-au folosit pentru det@area dozei de radinabsorbit
pentru Y2B8 descris mai jos.

Pentru studii asupra locadidi tumorale, s-a preparat 2B8-MX-DTP¢\s-a marcat radioactiv cu indiu [111] piéla

0 activitate specific de 2.7 mCi/mg. In continuare s-au injectat 10@e conjugat marcat (aproximativ 2&€i) in
fiecare din 1%oareci atimici pugttori de tumori ramos ai celulei B. Tumorile au gjpaut in greutate domeniului de
la 0.1 paa la 1.0 g. La momentele de timp 0, 24,5482 ore dup injegie s-au prelevat 50l de sange prin pugie
retro-orbitali, soarecii s-au sacrificat prin dislocare cervicsils-au reéinut coada, inima, pmanii, ficatul, rinichii,
splina, mychii, femurul si tumoarea. Dup prelucrareasi cantrirea tesuturilor s-a determinat radioactivitatea
asociai cu fiecare tip degesut folosind un contor gamavalorile s-au exprimat ca procent ddmjectati/g.

Rezultatele (neprezentate) au eviilnci concentrgéile tumorale ale 2B8-MX-DTPA marcat cu indiu [11al
crescut constant in cursul experimentului. Din dojectat 13% s-au acumulat in tumoare du2 ore. In contrast,
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nivelurile sangvine au 8zut Tn timpul experimentului de la peste 30% la rantul 0, paala 13% la 72 ore. Toate
tesuturile (excegie muchiul) au coginut Tntre 1.3si 6.0% doa injectati/g tesut la sfaitul experimentuluiesutul
muscular a camut aproximativ 13% din doza injectiéd.

D. Studii umane

i. 2B8si 2B8-MX-DTPA: studii imunohistologice ctesuturi umane

Reactivitatea tisul@ra anticorpului monoclonal murin 2B8 s-a evaludd$od o garia de 32tesuturi umane diferite
fixate cu aceton Anticorpul 2B8 reagoneaz cu antigenul anti-CD20 care are o imagine foaestrictivi a
distribuiei tisulare, fiind observat doar intr-un subset a#ule intesuturi limfoide inclusiv cele de origine
hematopoetit.

Tn ganglionii limfoizi s-a observat imunoreactivgaintr-o popultie de limfocite B corticale mature la fel de birge ¢
si in celulele proliferative din centrele germinale asemenea, s-a observat reactivitate paiitigangele periferic,
ariile de celule B ale amigdalelor, pulpazbb splineisi cu 40...70% din limfocitele medulardéigite in timus. De
asemenea, s-a observat reactivitate pdizitivfoliculii laminei propria (Peyés Patches) ale intestinelor mari. In
final, au fost de asemenea pozitive cu anticor@d 2elule grupate sau izolate in stroma diferitel@ane, inclusiv
vezica urinai, san, col uterin, esofag,aphén, parotid, prostai, intestin sulire si stomac (datele nu s-au prezentat).
Toate celulele epiteliale simple precginepiteliul stratificatsi epiteliul diferitelor organe s-auigit a fi nereactive in
mod aserinitor, nu s-a observat reactivitatea cu celulele oeetodermale, inclusiv cele din creier, cdaspinal

si nervii periferici. De asemenea, s-adisij a fi negative elementele mezenchimale precululede musculare,
scheleticesi netede, fibroblastele, celulele endoteligileelulele polimorfonucleare inflamatoare (nu sprazentat
datele).

Reactivitatea tisuléra conjugatului 2B8-MX-DTPA s-a evaluat folosindjani de 16tesuturi umane care s-au fixat
Cu acetod. Asa cum s-a demonstrat anterior cu anticorpul natatg neprezentate), conjugatul 2B8-MX-DTPA a
recunoscut antigenul CD20 care a prezentat o ireagidistribtiei strict restrigionat fiind gasit doar un subset de
celule de origine limfoial

in ganglioni limfoizi s-a observat imunoreactivitédh populéa de celule B. Reactivitate puteris-a izut in pulpa
alba a splineisi in limfocitele medulare ale timusului. De aseneng-a observat imunoreactivitatea in limfocite
izolate din vezica urindr inima, intestinele groase, ficat, gohéani si uter si s-a atribuit prezegei celulelor
inflamatoare aflate Tn acestesuturi. Casi in cazul anticorpului nativ, nu s-a observat te@atea cu celule
neuroectodermale sau cu elemente ale mezenchi(daligle nu s-au prezentat).

ii. Analiza clinici a 12B8 (formare de imaging) Y2B8 (terapie)

a) Experiment clinic faza /11, studiu terapeutic doz unici

In mod curent, s-a efectuat o analiinica faza I/ll a 12B8 (formare de imagine) urmate tratament cu o daz
terapeutid unici de Y2B8. Pentru studiul cu doza uh&sa folosit urmtoarea schem

1. Recoltare cu eliminare de celule stemice pécide{PSC) sau aduvi osoas (BM);

2. Formare de imagine 12B8;

3. Terapie Y2B8 (trei niveluri de da si

4. Transplantare PSC sau BM autalddaci este necesar, pe baza muirii neutrofilelor sub 500/mfhtimp de trei
zile consecutive, sau plachete sangvine sub 20000fina evideniere de recuperare aiduvei osoase).

Nivelurile dozei de Y2B8 au fost precum urmgaz

Nivelul dozei Doza (mCi)
1. 20
2. 30
3. 40

Au fost tratai trei pacieni la fiecare din nivelurile de dé@zpentru determinarea unei doze maxime tolerate ON)T
Studiile privind formarea de imagine (dozimetrisgltscondus dupcum urmeai fiecare pacient s-a cuprins in dou
studii in vivo asupra biodistrittiei folosind 12B8. In primul studiu se administréiaza infuzie intravenoas(i.v.)
timp de 1 o# o cantitate de 2 mg 12B8 (5 mCi); apgimara mai tarziu se administreaZ2B8 (adi& anticorp
neconjugat) prin i.v. la o ratcare nu degeste 250 mg/at urmat imediat de 2 mg de 12B8 (5 mCi) adminisfa
i.v. pe parcursul unei ore. In ambele studii, ilédiup infuzia 12B8, fiecare pacient se supune farimunei
imagini si aceasta se repieta momentul £14-18 ore (dat s-a indicat), #24 ore; £72 oresi t=96 ore (dat s-a
indicat). S-au determinat timpii de refienmedii pentru indiu [111] marcat pentru intregalp, de asemenea, s-au
facut astfel de determin pentru recunagerea organelor sau leziunilor tumorale (“regiumiiteres”). Regiunile de
interes s-au comparat la concetitiea marcajului din intregul corp; pe baza acest@hpardi se poate determina o
estimare a localdzii si concentrgei lui Y2B8 folosind protocoale standard. Gagoza cumulatiy estimai a lui
Y2B8 este mai mare decétx doza estimatpentru ntregul corp, sau dadoza cumulati¥ estimat pentru ficat
depiseste 1500 cGy, nu va avea loc nici un tratament cB&.2

Daci studiile de formare a imaginii sunt acceptabigeadministreazprin i.v. 0,1 sau 1.0 mg/kg greutate corpaial
pacientului 2B8 la o ratde infuzie care nu dégeste 250 mg/at.

Aceasta este urmatle administrarea Y2B8 (10, 20 sau 40 mCi) la d datinfuzie de 20 mCi/ér

b) Experiment clinic faza I/Il: studiu terapeutic doz multipla
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S-a condus Tn mod curent o analdinica faza I/1l a Y2B8. Pentru studiul dozei multipleagfolosit urniatoarea
schena:

1. Prelevare PSC sau MB;

2. Formare de imagine 12B8;

3. Terapie Y2B8 (trei niveluri de dégpentru patru doze sau o daaumulatii tota de 80mCissi

4. Transplantare PSC sau BM autdldge baza deciziei medicului practicant).

Nivelurile dozei de Y2B8 au fost dagum urmeax

Nivelul dozei Doza (mCi)
1 10
2 15
3 20

Au fost tratai trei pacieni la fiecare din nivelurile de dézpentru determinarea unui MTD.

Studiile privind formarea de imagine (dozimetrieals condus dup cum urmeax s-a determinat cu primii 2
pacieni o doz preferal asupra forririi imaginii pentru anticorpul nemarcat (a#ic2B8). Primii 2 pacief au
primit 100 mg de 2B8 nemarcat in 250°dm soluie saliri normah pe parcursul a 4 ore, urmat de 0.5 mCi de 12B8;
s-a recoltat sdnge pentru datele de biodigigbla momentele=0, =10 min, £120 min, £24 oresi t=48 ore.
Pacienii au fost scancu o camet pentru imagini gama din regiuni multiple la monaeatt=2 ore, £24 oresi t=48
ore. Dup scanare, la 48 ore, paciigrau primit 250 mg 2B8 @& cum s-a descris, urmat de 4.5 mCi de 12B& A
cum s-au descris, au urmat recoltarea de probérdgeg scanarea.

Daci 100 mg 2B8 produc imagini superioare, atunci dtomi 2 paciemi vor primi 50 mg de 2B8sa cum s-a
descris, urmat de 0,5 mCi de 12B8, urmat 48 oretéraiu de 100 mg 2B§ apoi cu 4,5 mCi de 12B8. Da@50 mg
de 2B8 produc imagini superioare, atunci @honi 2 paciemi vor primi 250 mg de 2B8sa cum s-a descris, urmat
de 0.5 mCi de 12B8, urmat 48 ore mai tarziu cu B@P2B8si apoi cu 4.5 mCi de 12B8. Uritorii pacieni vor fi
tratai cu cele mai sizute cantiiti de 2B8 care furnizeéformarea optiraa de imagini. Formarea optitde imagini
va fi definitd prin: (1) cea mai eficieatformare de imagine cu cea mai kdispariie a anticorpului; (2) cea mai
bura distribuie care migoreaz repartizarea intr-un singur organj3) cea mai burezoldie subiectid a leziunii
(tumoare/evoltia comparat).

Pentru primii 4 pacian prima doa terapeutid¢ de Y2B8 va incepe 14 zile dupltima doz de 12B8; pentru
urmatorii pacieni prima doz terapeutig de Y2B8 va Incepe intre 2 ... 7 zile dupB8.

Tnaintea tratamentului cu Y2B8, pentru pagiealtii decat primii 4,2B8 se va administrgaacum s-a descris urmat
de infuzie i.v. de Y2B8 dup5...10 min. Se vor recolta probe de sénge penddidiribuie la momentele=0, =10
min, =120 min, £24 oresi t=48 ore. Pacidii vor primi doze respective de Y2B8 (acgiedozi administrat casi Tn
cazul primei doze), aproximativ in fiecare 6..a@tsmani pentru un maxim de 4 doze sau in total dorautat de
80 mCi. Cel mai adesea este de preferat ca paggmu primeast urmitoarea doz de Y2B8 paa cand WBC-ul
pacienilor este mai mare decéat sau egal cu 3@ C este mai mare sau egal cu 100000.

Dupa completarea studiului nivelului celor trei dozevsedefini un MTD. Apoi, in studiu vor fi cupginpacieni
suplimentarki acestia vor primi MTD-ul.

Il. PRODUCEREA DE ANTICORP HIMERIC ANTI-CD20 (“C2B%

A. Construgia vectorului de expresie DNA a imunoglobulinei kiice anti-CD20

S-a izolat RNA de la celule hibridomice glmarece 2B§Chomczynki, P. et al., Single step method of RN#aton
by acid quanidinium thiocynate-phenol-chloroforntragtion” Anal. Biochem., vol. 162, 1987, p. 156915si s-a
preparat de la aceasta cDNA. DNA-ul regiunii vaiteala catenei gpare de imunoglobulinde soarece s-a izolat de
la cDNA prin reage de polimerizare de larfolosind un set de primeri ai DNA-ului cu omolodi secvetele
semnal ale cateneioare desoarece la cafiul 5' si regiunea j a catenekoare desoarece la capul 3. Secvetele
primer au fost dupcum urmeax

1.V, sens (secvea ID nr. 3)

5" ATC AC AGATCT CTC ACC ATG GAT TTT CAG GTG CAG

ATT ATCAGC TTC 3

(Potiunea subliniat este un sit Bgl Il; paiunea subliniat mai sus este cordonul de start).

2.V, Antisens (Secveaa ID nr. 4)

5 TGC AGC ATC CGTACG TTT GAT TTC CAG CTT'3

(Pottiunea subliniat mai sus este un sit Bsi WI)

Vezi fig. 1si 2 pentru siturile corespunzand la BgkilBsi WI in TCAE 8,si fig. 3 pentru siturile coresputitoare
in anti-CD20 din TCAE 8.

Acest fragment DNA rezultat s-a clonat direct Teteeul TCAE 8 in fga domeniului constant al catengoare kapa
umanesi s-a divizat in secvee. Secvefa DNA determindt pentru regiunea variabila catenei gpare murine este
menionat in fig. 4 (Secveta ID nr. 5); de asemenea, vezi fig. 3 nucleotid®®8 pam la 1362. Fig. 4 asigar
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suplimentar secveéa aminoacid de la aceastregiune variabil murind, CDR-ul si regiunile cadru. Regiunea
variabik a catenei goare desoarece de la 2B8 este din familia kapa Vkdarece. Vezi Kabat de mai sus.
Regiunea variahil a catenei grele d@arece s-a izolat Tn mod asemitor si s-a clonat in faa domeniilor constante
IgGl. Primerii au fost dupcum urmeax

1. V4 Sens (Secvea ID nr. 6)

5" GCG GCT CCC ACGCGT GTC CTG TCC CAG 3

(Pottiunea subliniat este un sit Mlu ).

2.V Antisens (Secvea ID nr. 7)

5 GC(G/C) TGT TGT GCTAGC TG(A/G) (A/G)GA GAC (G/A)GBGA 3

(Pottiunea subliniat este un sit Nhe I)

Vezi fig. 1si 2 pentru siturile corespuaitoare Mlu Isi Nhe | din TCAE 8si fig. 3 pentru siturile coresputitoare n
anti-CD20 din TCAE 8.

Secvera pentru aceastateri grea degoarece este prezeritdh fig. 5 (Secvega ID nr. 8), vezi, de asemenea, fig. 3,
nucleotidele 2401 pérla 2820. De asemenea, fig. % skcvera aminoacid de la aceastregiune variab#i muring,
CRD-ul si regiunile cadru. Regiunea variabih catenei grele dgoarece de la 2B8 este din familia VH 2B de
soarece. Vezi Kabat de mai sus.

B. Prepararea de anti-CD20 himeric produs de tegtsdmele CHGQi SP2/0

S-au crescut celule de DG44 dintr-o linie celulavariari de hamster chinezesc (“CHO”) in mediu SSFMitk f
hipoxantiri si timidinad [Gibco, Grand Island, NY, Forrp 91-0456PK; celule mielomice dgoarece SP2/0 s-au
crescut pe mediul Eagles modificat dupulbecco (“DMEM?”) [Irvine Scientific, Santa Ana, Ca., Cat. nr.9D24
avand adugat 5% ser fetal bovigi 20 ml/l glutamiri. S-au supus electrogioii 4 milioane celule cu plasmicdDNA
fie din 25ug CHO fie din 50ug SP2/0 restrigonat cu Not | folosind un sistem de electroporiaiieX 600 (BTX,
San Diego, Ca) in cuve de 0.4 ml jetabile. Coiheliau fost fie 210 V pentru CHO, fie 180 V penB®2/0, 40QuF,
13 ohmi. Fiecare electroporat s-a depus indiplu 96 de godeuri (cca 7000 celule pe godeuicilelau fost
alimentate cu mediu cdnand G419 GENETICIN, Gibco, cat, nr. 860-18]L1a 40Qug/ml de compus activ pentru
CHO (mediul a inclus suplimentar B0/ hipoxantiri si 8 UM timidina) sau 80Qug/ml pentru SP2/0, electrogile
s-au efectuat Tn urfitoarele doa zile si apoi 2 sau 3 zile parla formarea coloniilor. supernatantele de la ciblen
au examinat pentru prezende imunoglobuliih himerica pe calea unei ELISA specificpentru anticorp uman.
Coloniile care produc cea mai ridigatantitate de imunoglobulinau fost extinsgi depuse in ki cu 96 godeuri,
coninand mediu plus metotrexat (25 nM pentru SR2BnM pentru CHO), fiind alimentate cu mediu fiee2 sau
3 zile. Supernatantele au fost cercetate ca majigles asemenea au fost examinate coloniile careugroda mai
ridicati cantitate de imunoglobulin din supernatant s-a purificat anticorpul himeaati-CD20 folosind
cromatografia de afinitate a proteinei A.

anti-CD20 himeric purificat s-a analizat prin eleébrez in geluri poliacrilamidicei s-a estimat a fi mai pur decéat
cca 95%. Afinitateai specificitatea anticorpului himeric s-a deterniipa baza 2B8. Anticorpul himeric anti-CD20
s-a testat Tn incexd de legare diredtsi competitiva, cand comparéandu-se cu anticorpul anti-CD20 mamadt|
murin 2B8, a manifestat afinitate specificitate relati& pentru un nurir de linii celulare B pozitive CD20 (datele
nu s-au prezentat). constanta (“Kap”) afitiitaparente a anticorpului himeric s-a determirén fegare direct de
anti-CD20 himeric radiomarcat?f si s-a comparat cu 2B8 radiomarcat prin graficul t8uard; Kap-ul estimat
pentru anti-CD20 himeric ginut din CHO a fost 5.2x19M si pentru anticorpul ofinut din SP2/0 a fost 7.4xT0
M. Kap-ul estimat pentru 2B8 a fost 3.5X1M. S-a utilizat competia direct la radioimunotest pentru a confirma
atat specificitatea cgt mertinerea de imunoreactivitate a anticorpului himemin compararea capadfi lui de a
concura eficient cu 2B8. Au fost necesare cantiuficiente echivalente de anticorpi himerici a8b20 si 2B8
pentru a produce 50% inhibare adgigcu antigenii CD20 pe celule B (date neprezem)taadié, s-a observat o
pierdere minira de activitate de inhibare a anticorpilor anti-CDgfbbabil, datorit himerizirii.

Rezultatele de la Exemplul II.B indic printre altele, & anticorpii himerici anti-CD20 s-au ¢hut din
transfectoamele CHQ®i SP2/0 folosind vectori TCAE 8. agte anticorpi himerici au avut Tn principal aceea
specificitatesi capacitate de legare ca anticorpul anti-CD20 rotwral murin 2B8.

C. Determinarea activitii imunologice a anticorpilor himerici anti-CD20

i. Analiza C1q uman

Anticorpii himerici anti-CD20 prodii atat prin linia celulat CHO catsi SP2/0, s-au evaluat pentru legarea Clq
uman intr-un test de curent citometric folosind @lgrcat cu fluorescein(Clq s-a okinut de la Quidel, Mira Mesa,
CA, Prod. nr. A40Gi marcajul FITC de la Sigma, St. Louis MO, Prod. Rf7250; FITC) [Selected Methods in
Cellular Immunology, Michell & Shiigi, Ed. W.H. Feenan & Co., San Francisco, CA, 1980, p.292]. Ma&dui
Clg s-a realizat conform protocolului cunos¢8tlected Methods In Cellular Immunology, MichellSghiigi, Ed.
(W.H. Freeman & Co., San Francisco, CA, 1980, R)RRezultatele analitice s-au derivat folosind uproetru de
flux Decton Dickinson FACScal (fluoresceina s-a asurat pe un domeniu de 515...545 nm). S-au incudvattti
echivalente de anticorp himeric anti-CD20, IgGI amproteiri K mielomici (Binding Site, San Diego, CA, Prod.
Nr. BP0O78)si 2B8 cu un nuriir echivalent de celule SB, CD20 pozitive, urmatodetap de spilare cu tampon
FACS (2% BSA in PBS, pH 7.4, 0.02% azétule sodiu) pentru indégiarea anticorpului neafat, urmai de
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incubare cu Clg marcat FITC. Daup incubare de 30...60 min, celulele s-aslapdin nou. cele trei congii inclusiv
Clg marcat FITC drept martor, s-au analizat pe Féa@B' urmand instrugunile fabricantului. Rezultatele sunt
prezentate 1n fig. 6.

Asa cum rezult din fig. 6, s-a observat o gtere semnificati¥ in fluoresceti numai pentru conga anticorp
himeric anti-CD20; adi numai celulele SB cu anticorp himeric anti-CD2f@@ent au fost Clq pozitive, Tn timp ce
alte condiii au produs acegeimagine casi martorul.

ii. Lize celulare dependente de complement

Anticorpii himerici anti-CD20 s-au analizat pentcapacitatea lor de a supune lizei linii celulareliddfom in
prezema serului uman (sursa de complement). CeluleleCI®0 pozitive, s-au marcat GCr prin amestecarea a
100uCi de®'Cr cu 1x16 celule SB timp de 1 afa 37C; celulele SB marcate au fost incubate apoi faguta unor
cantititi echivalente de complement umgrecantititi echivalente (0...5@ig/ml) de anticorpi himerici anti-CD20 sau
2B8 timp de 4 ore la 3T [Brunner, K.T. et al., “Quantitative assay of thiidyaction of immune lymphoid celss on
*ICr-labeled allogeneic target celisvitro”. Immunology 14: 181-189 (196B)Rezultatele sunt prezentate in fig. 7.
Rezultatele din fig. 7 indicca Tn aceste congli anticorpii himerici anti-CD20 au produs dizemnificativi (49%).

iii. Examinarea citotoxicitii celulare efector in funie de anticorp

Pentru acest studiu s-au folosit celule pozitive2GSB)si celule negative CD20 (celule T, linie leucemnldSB
[Adams, Richard, “Formal Discussion”, Can.Res. 24722482 (1967) depozit ATCC nr. ATCC CL 120.1);
ambele s-au marcat GtCr. Analizele au urmat protocolul cunos¢Brunner, K.T. et al., “Quantitative assay of the
lytic action of immune lymphoid celss GfCr-labeled allogeneic target celis vitro”. Immunology 14: 181-189
(1968); s-a observat liz celulas substafiala a celulelortinta SB pozitive CD20 (marcate cUCr) mediai de
anticorpul himeric anti-CD20 la sfdiul incubdrii timp de 4 ore la 3. acest efect s-a observat pentru ambii
anticorpi olinugi din CHOsi SP2/0 (celulele-efectoare au fost limfociteleifegice umane; raportul celule-efectoare
: tintd a fost 100:1) Liza eficietita celulelortintd s-a obinut la 3.9ug/ml. Invers, in acelgacondiii, anticorpul
anti-CD20 monoclonal murin 2B8 a avut un efectistiatnesemnificatii celulele CD20 negative HSB nu au fost
supuse lizei. Rezultatele sunt prezentate in fig. 8

Rezultatele exemplului Il indicca anticorpii himerici anti-CD20 din exemplul | austdimunologic activi.

IIl. REDUCEREAIN VIVO A CELULELOR B FOLOSIND ANTI-CD20

A. Studiul primatelor non-umane

S-au efectuat 3 studii separate ale primatelor aeemPentru convenigin acestea au fost numite aici ca “anti-CD20
himeric : CHOsi SP2/0”; “anti-CD20 himeric : CHO"si “Dozaj ridicat de anti-CD20 himeric”. Congdie au fost
precum urmeai

Anti-Cd20 himeric : CHGi SP2/0

Sase maimge cynomolgus cu greutatea cupriaigntre 4.5si 7 kg [White Sands Research Center, Alamogordo,]NM
s-au divizat n trei loturi a cate 2 maigauAmbele animale din fiecare lot au primit agéeazi de anticorp himeric
anti-CD20 imunologic activ. Un animal din fiecace & primit anticorp purificat produs prin trandfam CHO; altul

a primit anticorpul produs prin transfectom SPZI@le trei loturi au primit dozaje de anticorp camstd la 0.1
mg/kg, 0.4 mg/kgi 1.6 mg/kg in fiecare zi timp de 4 zile consecativinticorpul himeric anti-CD20 imunologic
activ amestecat cu soie fiziologica sterii s-a administrat prin infuzie intraven@asnainte de fiecare infuzie au
fost prelevate probe de sénge. probe suplimenegsfidge s-au prelevat incepand de la 24 org ultima injegie
(T=0) si apoi in zilele 1, 3, 7, 14i 28. Apoi au fost prelevate probe de sange larvate bisiptimanale péin la
finalizarea studiului la 90 de zile.

S-au centrifugat aproximativ 5 ml din sangele imégle la fiecare animal la 2000 rot./min timp den. S-a
recuperat plasma pentru examenul nivelurilor ddcarg himeric anti-CD20 solubil. Precipitatul (qovénd
leucocite din s&nge perifer§c eritrocite sangvine) s-au resuspendat Tn set fitanénz pentru analiza anticorpului
marcat fluorescertFluorescent Antibody Labeling of Lymphid Cell Pdation] .

Anti-CD20 himeric : CHO

Sase maimte cynomolgus cu greutatea cupriisintre 4...6 kg (White Sands) s-au divizat in ulbe céate 2
maimue. Toate animalele s-au injectat cu anticorpi hioh@nti-CD20 imunologic activi progude transfectomul
CHO (in soldie fiziologica steriki). Aceste trei loturi s-au divizat déijgum urmea& sublotul | a primit injegi
intravenoase zilnice de 0.01 mg/kg anticorp curirmtiede 4 zile; sublotul Il a primit zilnic injgic intravenoase de
0.4 mg/kg anticorp cu interval de 4 zile; subldtul injectie intravenoas unica de 6.4 mg/kg anticorp. De la toate
trei subloturi s-au prelevat probe de sange Tnaintéierii tratamentului; de asemenea, s-au prelevabero
suplimentare de sange l&0d, 1, 3, 7, 14i 28 zile duf ultima injectare. aceste probe s-au prelucratrpeanaliza
anticorpului marcat fluorescent‘Fluorescent Antibody Labeling of Lymphid Cell Pdation”]. Pe lang
cuantificarea celulelor B din sangele periferi@usprelevat biopsii din ganglionii limfatici la 74 si 28 zile dup
ultima injegie si s-a colorat o piesdintr-o singuit celub pentru cuantificarea poptiidor de limfocite prin
citometrie Tn flux.

Dozaj ridicat de anti-CD20 himeric

doui maimue cynomolgus (White Sands) s-au infuzat cu 16.8 mg/kg anticbipierici anti-CD20 imunologic activi
produi din transfectom CHO (in saie fiziologica sterik) siptaiménal timp de 4 #ptiméni consecutive. La
incheierea tratamentului ambele animale au fosstamnite pentru Talurarea miduvei osoase; de asemenea, s-au
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prelevat biopsii din ganglionii limfatici. Ambeleesi de tesuturi s-au colorat pentru determinarea prezete
limfocite B, folosind Leu 16 prin citometrie in #uconform protocolului cunosciting, N.R., et al., “B-cell and
plasma cell antigens “Leucocyte Typing Il White lICBifferentiations Antigens, A.J. McMichael, Ed.xfrd
University Press, Oxford UK, 1987, p. 3D2;

Marcarea fluoresceinta anticorpilor populgei celulare limfoide

Dupa Tndepirtarea plasmei leucocitele s-auilsph de 2 ori cu solie salira echilibrati Hanks (“HBSS”)si s-au
resuspendat ntr-un volum echivalent de plasi® ser fetal bovin (inactivatermic la 56C timp de 30 min). S-a
distribuit un volum de 0.1 ml pigselula& la 6 eprubete conice de centrifugde 15 ml.

In 3 eprubete s-au aggat anticorpi monoclonali mangacu fluoresceian pentru marcherii limfocitari umani de
suprafai CD20 (AMAC, Westbrook, ME), CD20 (Becton Dickingag IgM uman (Binding Site, San Diego, CA)
pentru identificarea popuidor de limfocite Tsi B. Toti reactivii au fost testaanterior ca pozitivitate la antigenii
corespunitori limfocitelor de maimtii. Legarea anticorpului himeric anti-CD20 la CD20ldesuprafga celulei B
de maimga s-a observat in eprubeta 4 folosind anticorp pwiEl de capr anti-lgG uman cuplat cu ficoeritén
(AMAC). Acest reactiv s-a preadsorbit pe o colbate sefaroz |g maimya pentru a preveni reactivitatea
incruckata la Ig maimga, permiand astfel detectarea spedifi¢ cuantificarea anticorpului himeric anti-CD20 léga
la celule. A 5-a eprubta inclus reactivi anti-lgMi anti-lgG umani pentru coloti@ dubk a populgei de celule B.
A 6-a proli nu a inclus nici un reactiv pentru a se puteardeta autofluorescea. Celulele s-au incubat cu
anticorpi fluorescegn timp de 30 min, s-au &fat si s-au fixat cu 0.5 ml sotie-tampon de fixare (NaCl 0.15M,
paraformaldehisl 1%, pH 7.4)si s-au analizat pe un instrument Becton DickinsohCEcan™. Populaiile
limfocitare s-au identificat imial prin sens direct: contra unghiului drept al Inindifuze intr-un raster punctiform
cu leucocite nemarcate. Apoi, s-a izolat popalaotal de limfocite prin eliminarea tuturor celorlalte gadatii.
Masuririle ulterioare de fluorescenau reflectat doar evenimentele specifice limfdoiteelectate.

Distrugerea limfocitelor B din s&ngele periferic.

Nu s-a putut stabili nici o diferghobservabil intre eficiema anticorpilor prodsi din CHOsi SP2/0 in distrugerea
in vivo a celulelor B, dg o usoari crestere in recuperarea celulelor B a inceputaddpzile pentru maimele
injectate cu anticorpi himerici anti-CD20 derivde la transfectom CHO la nivel de dozare echivabel 1.6 mg/kg
si 6.4 mg/kg, observandu-se pentru maiehel injectate cu anticorp produs din SP2/0 la nivdk dozare de 0.4
mg/kg. Fig. 9A, bsi C prezinti rezultatele otinute Tn studiul anti-CD20 himeric : CHOSP2/0, fig. 9A se reférla
nivelul dozei de 0.4 mg/kg; fig. 9B - nivelul doa 1.6 mg/kgi fig. 9C - 6.4 mg/kg.

Asa cum este evident din fig. 9, a existat o degere dramatiz Tn nivelul celulelor B periferice (>95%) dup
tratamentul terapeutic tfa de toate domeniile de dbzesta#. Aceste niveluri s-au mé@nut pari la 7 zile
postinfuzie; dup aceast perioad, celulele B au inceputise recuperezgj momentul infierii recupedrii a fost
independent de nivelurile dozei.

Tn studiul anti-CD20 himeric : CHO s-a utilizat orentrgie de dozare a anticorpului de 10 ori maizsiti (0.01
mg/kg) o perioadl de timp de 4 injgd zilnice (total 0.04 mg/kg). Fig. 10 prezintezultatele acestui studiu. Acest
dozaj a distrus popuia de celule sangvine B periferice pda aproximativ 50% din nivelurile normale estiméige
cu antigen de suprafalgM, fie cu anticorp Leu 16. De asemenea, rezitaindic saturgdia antigenului CD20 pe
populaia limfocitard B care nu s-a almut cu anticorpul himeric anti-CD20 imunologic i&d aceast perioad de
timp pentru primate non-umane. limfocitele B acdperu anticorpi s-au detectat in primele 3 zile tahtamentului
terapeutic. Totgi, de la a 7-ea zi nu s-au mai detectat celule exdtgpcu anticorp.

Tabelul 1 rezumrezultatele agunii anticorpului himeric anti-CD20 imunologic acfn doz unici si doze multiple
asupra populilor sangvine periferice. Dazunica a fost 6.4 mg/kg; doza multiph fost 0.4 mg/kg timp de 4 zile
consecutive (aceste rezultate au fost derivata deaimugele descrise mai sus).

Tabelul 1

Sudiul C2B8 din populasia sangving periferica de la primate

Maimua Doz Zi CD20 Anti-lgG uman
A 0.4 mg/kg sénge prelevat
(4 doze) anterior 81.5 -
0 86.5 0.2
7 85.5 0.0
21 93.3 -
28 85.5 -
B 0.4 mg/kg sénge prelevat
(4 doze) anterior 81.7 -
0 94.6 0.1
7 92.2 0.1
21 84.9 -
28 84.1 -
C 6.4 mg/kg sange prelev
(1 doz) anterior alt 7.7 0.0
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7 85.7 0.1
21 86.7 -
28 76.7 -
D 6.4 mg/kg sange prelevat
(1 doz) anterior 85.7 0.1
7 94.7 0.1
21 85.2 -
28 85.9 -
Maimuta Anti-IgG uman Leu-16 Distrugerea celulei B, %
Anti-lgM umart]
A - 9.4 0
0.3 0.0 97
0.1 1.2 99
- 2.1 78
- 4.1 66
B - 14.8 0
0.2 0.1 99
0.1 0.1 99
- 6.9 53
- 8.7 41
C 0.2 17.0 0
0.1 0.0 99
- 14.7 15
- 8.1 62
D 0.1 14.4 0
0.2 0.0 99
- 9.2 46
- 6.7 53

OColorarea dulidla populégiei care indi@ gradul de acoperire a celulei B cu anti-CD20 hioier

Datele rezumate n tabelul 1 d@rat distrugerea celulelor B din sangele periferic dndiiile excesului de anticorpi
se produce rapigi eficient indiferent de nivelurile de dozare unga multiple. Suplimentar, s-a observat distrugere
la cel puin 7 zile duga ultima injegie, cu recuperarea pii de celule B observata 21 zile.

Tabelul 2 rezum efectul anticorpilor himerici anti-CD20 imunologiactivi asupra popufdlor celulare ale
ganglionilor limfatici folosind regimul de tratamedin tabelul 1 (4 doze zilnice de 0.4 mg/kg; o@lde 6.4 mg/kg);

de asemenea, se dau valori comparate pentru gaindiiofatici normali (maimga martor, axilarsi inghinal) si
maduva osoasnormah (2 maimue).

Tabelul 2
Populasia celular g a ganglionilor limfatici
Maimua Doz Zi CD20 anti-lgM uman
A 0.4 mg/kg 7 66.9 -
(4 doze) 14 76.9 19.6
28 61.6 19.7
B 0.4 mg/kg 7 59.4 -
(4 doze) 14 83.2 9.9
28 84.1 15.7
C 6.4 mg/kg 7 75.5 -
(1 doa) 14 74.1 17.9
28 66.9 23.1
d 6.4 mg/kg 7 83.8 -
(1 doa) 14 74.1 17.9
28 84.1 12.8
Maimuta Anti-lgG uman+ Leu-16 Distrugerea limfociteloy
Anti-lgM uman B, %
A 7.4 40.1 1
0.8 22.6 44
- 26.0 36
B 29.9 52.2 0
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0.7 14.5 64
- 14.6 64
C 22.3 35.2 13
1.1 23.9 41
- 21.4 47
D 125 19.7 51
0.2 8.7 78
- 12.9 68
Anti-IgG Anti-lgM Leu-16 Distrugerea
CDh2 umanr uman limfocitelor
Anti-lgM B, %
uman
Ganglioni limfatici normali
Martor 1 55.4 25.0 - 41.4 datele
Axilar 52.1 31.2 - 39.5 lipsesc
Inghinal 65.3 19.0 - 11.4
Maduvi osoas normak 29.8 28.0 - 16.6
Martor 2
Martor 3

Rezultatele din tabelul 1l evidgazi reducerea eficieta limfocitelor B pentru ambele regimuri de tratame
Tabelul Il indic suplimentar & pentru primatele non-umane nu s-a atins spgucamplet a celulelor B dinesutul
limfatic cu anticorp himeric anti-CD20 imunologictev; in plus, s-a observat acoperirea celuleloasticorp dup

7 zile de tratament, urniatle o reducere mardad celulelor B din ganglionii limfatici incepandndziva a 14-a.

Pe baza acestor date, studiul, la care #cat freferire sus ca ddzunici de anti-CD20 himeric, s-a efectuat in
principal spre determinarea farmacoldgictoxicologici. Adici, acest studiu s-a orientat spre evaluareairiic
toxicitati asociate cu administrarea anticorpului himeriecpmsi a eficienei distrugerii celulelor B din sangele
periferic, ganglionii limfaticisi maduva osoas Suplimentar, deoarece datele din tabelul Ilzacitpentru acest
studiu majoritatea celulelor B din ganglionii linifa au fost distruse intre § 14 zile de tratament, un regim de
dozare sptamanal poate avea rezultate mai eficiente. Tab#lpirézint rezultatele studiului dozei ridicate de anti-
CD20 himeric.

Tabelul 3

Populasia celulara a ganglionilor limfatici si maduvei osoase

Populaii limfocitare (%)

Maimuta CD2 CcD20 IgM-+anti- C2Bg zile
c2Bg

Ganglionii limfatici inghinali

E 90.0 5.3 4.8 6.5 22

F 91.0 6.3 5.6 6.3 22

G 89.0 5.0 3.7 5.8 36

H 85.4 12.3 1.7 1.8 36

Maduva osoas

E 46.7 4.3 2.6 2.8 22

FGH 41.8 3.0 2.1 2.2 22
35.3 0.8 1.4 1.4 36
25.6 4.4 4.3 4.4 36

# Indica populaia colorati cu Leu 16.

® Indici populaia coloras dublu, pozitia pentru celulele IgM de suprafasi celulele acoperite cu anticorpi
himerici.

¢ Indici colorgia complet a populgei pentru anticorp himeric, inclusiv colgia dubk a celulelor IgM pozitive de
suprafai si coloraia unici (celule IgM negative de suprfa

4 Numarul zilelor dugi injectarea dozei finale de 16.8 mg/kg.

Ambele animale evaluate la 22 zile dupcetarea tratamentului au ¢imit mai mic de 5% de celule B comparativ
cu 40% cotinute Tn ganglionii limfatici din martor (vezi tal 2). Asendinitor, Tn niiduva osoasa animalelor
tratate cu anticorp himeric anti-CD20, nivelurileldelor CD20 pozitive au fost mai mici decat 3%nparativ cu
11...15% la animalele normale (vezi tabelul 2). Bmmalele evaluate la 36 zile dufncetarea tratamentului, unul
din animale (H) a avut aproximativ 12% celule Byamglionii limfaticisi 4.4% celule B in riduva osoas Tn timp
ce altul (G) a avut aproximativ 5% celule B Tn géonqul limfatic si 0.8% Tn niduva osoas aceste date confiio
distrugere semnificativa celulelor B.
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Rezultatele din exemplul lll.A. confirinci dozele sizute de anti-CD20 himeric imunologic activ condectermen
lung la distrugerea celulelor B din sangele peigfda primate. De asemenea, datele z@ret distrugerea
semnificati a populégilor de celule B s-a atins in ganglionii limfatigieriferici si miduva osoas cand s-au
administrat repetat doze mari de anticorp. Contieaairniririi testului pe animale a a@at G chiar cu o asemenea
distrugere sevérde limfocite B periferice in timpul primeiigtaméni de tratament nu auzpt alte efecte adverse.
Mai mult ca atat, s-a observat o recuperare a pgoeuble celule B, fiind posikil concluzia & celulele stemice
pluripotente ale acestor primate nu au fost afedtatod advers prin tratament.

B. Analiza clinia a C2B8

i. Test clinic, faza I/1l, al C2B8: studiul terap®u doz unica

S-au tratat cu C2B8 intr-un test clinic, faza 1115 paciefi avand documentia histologi& de reddere in limfom a
celulei B. Fiecare pacient a primit 1 singulozi de C2B8 intr-un studiu cu dbzresétoare, au fost trei
pacieni/dozi; 10 mg/nf; 50 mg/nf; 100 mg/m; 250 mg/m si 500 mg/m. Tratamentul a fost prin infuzie i. v. printr-
un filtru in linie de 0.221 cu C2B8 diluat intr-un volum final de 250 Esau o concentti@ maxini de 1 mg/ml in
soluie fiziologici standard. Rata ifiala a fost 50 crith in prima o#; daci nu s-a observat nici o toxicitate doza ratei
s-a mirit pari la un maxim de 200 cn.

Toxicitatea (ga cum s-a indicat deite clinician) a fost de la “nici una”, la “fedr si la “moderat” (2 pacieti), la
“seveti” (1 pacient); toi pacienii au primit tratamentul terapeutic complet. S-anal&at limfocitele sangvine
periferice pentru a determina impactul C2B8 asugmialelor Tsi celulelor B. Consecutiv, pentrutigacienii
limfocitele B din séngele periferic au fost distwdug infuzie cu C2B8&i asemenea distrugere s-a mieut in exces
timp de 2 gptamani.

Unul dintre pacieti (doza de 100 mg/frde C2B8) a evidaiat un &spuns paial la tratamentul cu C2B8 (reducere
mai mare de 50% Tn suma produselor diametrelorepelipulare ale tuturor indicatorilorasurabili ai leziunilor
dupi mai mult de 4 #tamani, timp in care nu au maigpt leziuni noisi nici nu au mai existat leziuni mai mari); la
cel puin un pacient (care a primit 500 mdjns-a evidefiat un &spuns minor la tratamentul cu C2B8 (reducere mai
mica decéat 50%, dar cel go 25% in suma produselor celor dodiametre perpendiculare celor mai lungi ale
tuturor indicatorilor misurabili ai leziunii). Pentru eficiga sugerai rezultatele PBL-urilor sunt prezentate in fig. 14;
datele pentru pacientul care evigami un PR sunt prezentate in fig. 14A; pentru paclesdte evidetiaza un MR,
datele sunt prezentate in fig. 14B; n fig. 14,tsaplicabile urmitoarele:0 =limfocite; 0 =CD3+celule (celule T)A
=CD20+celule; CD19+celulep =kapa;A =lambdasi ¢ =C2B8.

Evident & marcherii celulei B CD20, Cd19, kagalambda s-au distrus da perioad depisind 2 giptimani; Tn
timp ce a existat o reducergoafi initiala Tn nundrul celulelor T, acestea au revenit la un niveloape infial intr-

un timp-cadru relativ rapid.

ii. Test clinic, faza I/1l, al C2B8: studiul teragiicu doz multipla

Paciei avand limfom al celulei B confirmat histologic @oala in progres vizibil, au fost gilgpentru acest studiu
care este ntit in dow parti: Tn faza |, constand dintr-o dbzresétoare pentru caracterizarea toxiglor dozelor
limita si determinarea nivelului dozei active tolerate bgt, loturi de cate 3 pacigrau primit siptiménal infuzii
i.v. de C2B8 pentru un total de 4 infuzii separ@eza cumuldt la fiecare dintre cele 3 niveluri a fost dupum
urmeaz: 500 mg/m (125 mg/nY/infuzie); 1000 mg/rh (250 mg/nYinfuzie); 1500 mg/rh (375 mg/Minfuzie). Se
defingste 0 doZ activa tolerati biologic si se va determina ca cea maiani doz avand atat toxicitate tolerabil
catsi activitate adecvat In faza I, pacieti suplimentari vor primi doza activtolerati biologic cu subliniere
asupra determimii activitatii pentru cele 4 doze de C2BS8.

IV. TERAPIE COMBINATA: C2B8si Y2B8

S-a investigat o abordare terapeuttombinat folosind C2B8si Y2B8 intr-un modekoarece xenografics@areci
nu/nu, femele de aproximativ 1@pg&méani ca varsl, utilizAnd o tumoare limfoblastaidde celui B (celule
tumorale Ramos). Pentru scopuri comparative, sadattsuplimentar, de asemeneareci, cu C2B8i Y2B8.

Celulele tumorale Ramos (ATCC, CRL 1596) s-au tinetin cultué, folosind PRMI-1640 suplimentar cu 10% ser
fetal de viel si glutamini la 37°C si 5% CG. S-au injiat tumori la 9 femele dgoareci lipsii de pir, in varsi de
aproximativ 7...10 #ptimani, prin injectare subcutaiade 1.7x16 celule Ramos intr-un volum de 0.10 ml (HBSS)
folosind o sering de 1cm, previzuti cu ac 25 g. Toate animalele s-au manipulat fito® cu flux laminarsi toate
custile, asternuturile, alimentelgi apa s-au autoclavat. Celulele tumorale s-au rer@tprin excizarea tumorilgr
trecerea acestora printr-oasile 40 cel. Celulele s-au#at de 2 ori cu 1xHBSS (50 ml) prin centrifugar&8Q0
rpm), s-au resuspendat in 1xHBSS de la 18val0le/mlsi s-au inghgt la—70°C pari la folosire.

Pentru condiile experimentale s-au dezghe celule din cateva loturi Ingfate, s-au prelevat prin centrifugare
(1300 rot./min)si s-au splat de 2 ori cu 1xHBSS. Apoi, celulele s-au resnsia¢ paa la aproximativ 2.0x10
celule/ml. S-au injectat aproximativ 9...4@areci cu 0.10 ml suspensie celalés.c.) folosind o seririgde 1 cm
prevazuti cu un ac de 25 g; injgite s-au ficut pe partea staaga animalului aproximativ pe piunea mediaih
Tumorile s-au dezvoltat Tn aproximativ @imani. S-au excizat tumorikg s-au prelucrat cum s-a descris mai sus.
Soarecii luai Tn studiu s-au injectat cum s-a descris mai su$.67x16 celule 1n 0.10 ml HBSS.

Pe baza experimentelor preliminare de dozare,etermdinat & s-ar putea utiliza pentru studiu 200 mg de C2B8
100 pCi Y2B8. S-au injectat 90 femele geareci nu/nu (in varstde aproape 1Ciptiméni) cu celule tumorale.
Dupa aproape 10 zile, s-au desemnatsddreci pentru 4 loturi de studiu gareci/lot), urmand in acest timp
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meninerea unei distriliii a marimii tumorilor comparabl in fiecare lot (ririmea medie a tumorii, expriniata
produs dintre lungimeai latimea tumorii a fost aproximativ de 80 MmUrmitoarele loturi s-au tratat cum s-a
indicat pe calea injeidor n vena cubital, folosind o sering Hamilton de 10Qul previzuti cu un ac de 25 g:

A. Soluie fiziologica standard,

B. Y2B8 (100uCi),

C. C2B8 (20Qug) si

D. Y2B8 (100uCi) + C2B8 (200ug).

Loturile testate cu C2B8 au primit a doua inieale C2B8 (20Qug/soarece) 7 zile dupinjegia initiald. Masuririle
tumorii s-au ficut la fiecare 2...3 zile folosind gnbler.

Prepararea materialelor pentru tratament siewt tonform urritoarelor protocoale:

A. Preparare de Y2B8

S-a transferat clorarde ytriu [90] la o eprub&tde propile# si s-a ajustat pH-ul la 4.1-4.4 folosind acetat ddis
2M lipsit de metal. S-a @&dgat 2B8-DTPA (0.3 mg in saie fiziologica standard; vezi mai sus prepararea 2B8-
MX-DTPA) si s-a amestecat cu gtiprin turbionare. Dup 15 min de incubare, regae s-a oprit prin atligarea a
0.05x20 mM volum EDTAsi 0.05x2M volum acetat de sodiu. Radioactivitateacentratului s-a determinat prin
diluarea a 5.Qul de amestec de re@e in 2.5ml 1XPBS care cpne 75 mg/ml HSAsi 1 mM DTPA (“formulare-
tampon”); nunaritoarea s-a realizat prin suharea de 10.Qui la 20 ml de amestec de scinita Ecolumé".
Amestecul reactivamas s-a ailigat la 3.0 ml formulare tampon, s-a filtrat steris-a depozitat la 2..°8 pari la
utilizare. S-a calculat activitatea specifiql4 mCi/mg la momentul injeati), folosind concentrga de
radioactivitatesi concentrgia proteinei calculate pe baza cagtitanticorpului adugat la amestecul de rewc
Radioactivitatea asoctaproteinei s-a determinat folosind cromatografttantanee in strat siile. Radioactivitatea
a fost de 95%. S-a diluat Y2B8 in formularea-tamjmediat Thaintea folosirisi s-a filtrat steril (concentta
radioactivititii finale a fost 1.0 mCi/ml).

B. Preparare de C2B8

C2B8 s-a preparat cum s-a descris mai sus C2B8sigarat ca reactiv steril in sghi fiziologici normak la 5.0
mg/ml. Tnainte de injectare C2B8 s-a diluat in gielfiziologica norma#i pari la 2.0 mg/mki s-a filtrat steril.

C. Rezultatele

Dupa tratament ririmea tumorii s-a exprimat ca un produs al lungighiiatimii, si masurrile s-au fcut in zilele
indicate Tn fig. 11 (Y2B8 in compgia cu soltia fiziologicd); fig. 12 (C2B8 in compatie cu soltia fiziologics) si
fig. 13 (y2B8+ C2B8 in compat#e cu soltia fiziologicd). De asemenea, s-a determinat eroarea standard.

Asa cum s-a indicat in fig. 13, combiiza Y2B8 si C2B8 prezini efecte tumoricide comparabile efectelor
manifestate fie deatre Y2B8, fie de C2B8.

V. Strategii de terapie alternativ

Strategiile terapeutice alternative recunoscutegtica exemplelor anterioare sunt evidente. O asemstrategie
consti in utilizarea unei doze terapeutice de C2B8 uiritatca 1 #ptimari de o combinge fie de 2B8, fie de 2B8
radiomarcat (de exemplu Y2B8); sau 2B8, C2B&e exemplu, Y2B8; sau C2B8 de exemplu, Y2B8. O strategie
suplimentai este utilizarea de C2B8 radiomarcat. O asemerrategie permite utilizarea avantajelor gaamii
active imunologic a C2B8 plus acele avantaje aseaa un marcaj radioactiv. Marcajele radioactivefgrate
includ: ytriu-90 care #l o viaa de Tnjunitatire a C2B8 n circulge mai mare f@ de anticorpul murin 2B8. Datoxit
capacititi C2B8 de a distruge celulele 8 avantajelor de a fi derivat de la folosirea umarcaj radioactiv, o
strategie alternativpreferal este de a trata pacientul cu C2B8 (fie cu cidoucs, fie cu doze multiple), astfel incéat
majoritatea, dac nu toate celulele periferice Ba die distruse. Aceasta ar fi apoi urmhade utilizarea 2B8
radiomarcat, datotit distrugerii celulelor periferice B, 2B8 radiomaraaenine o sansi crescui de tintire a
celulelor tumorale. este prefetattilizarea lui 2B8 marcat cu iodl31 dat fiind tipurile rezultatelor raportate Tn
literatura de acest marcaj (véKiaminski, M.G. et al., “Radioimmunotherapy of B-Cieymphoma with £34) anti-

Bl (Anti-CD20) Antibody” NEJM 329/7 (1993) (ioding31 labeled anti-CD20 antibody BI; hereinafter
“Kaminski"]).

O preferina alternatid implica utilizarea unui 2B8 radiomarcat (sau C2B8)tiai intr-un efort de crgere a
permeabilititi unei tumori urmat de tratamente unice sau midtipu C2B8; intefia acestei strategii este gierea
sanselor lui C2B8 de a ajunge atat in exteriorul,st@n interiorul masei tumorale. O strategie ultaribimplica
utilizarea agefilor chemoterapeutici in combiti@a cu C2B8. Aceste strategii includaanumitele tratamente
“Ingelatoare”, adid, tratament cu agent chemoterapeutic urmat denteataicu C2B8, urmat de o repietia acestui
protocol.

Alternativ, este viabil tratamentul {fal cu o doz unici sau doze multiple C2B8, diware urmeagtratamentul
chemoterapeutic. Aggéinchemoterapeutici prefefiainclud, dar nu se limiteézla, ciclofosfamid; doxorubicir;
vincristina si prednisorfArmitage, J.O. et al., Cancer, vol. 50, 1982, 1695

Strategiile terapeutice alternative descrise mairsu au intefia si fie limitate, ci mai degrabsunt prezentate ca
fiind reprezentative.
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(D) TOPOLOGIE: circulax

(i) TIPUL MOLECULEI: DNA (genomic)
(iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTI-SENS: nu

(V) DESCRIEREA SECVENTEI: SecveniD nr.1 (3) INFORMATIE PENTRU SECVENA ID NR: 2
()CARACTERIZAREA SECVENTEI:

(A) LUNGIME: 9209 baze

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: simpk

(D) TOPOLOGIE: circulax

(i) TIPUL MOLECULEI: DNA (genomic)
(iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTI-SENS: nu

DESCRIEREA SECVENTEI: SecveniD nr.2

(4) INFORMATIE PENTRU SECVENA ID NR: 3
(i) CARACTERIZAREA SECVENEL:
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(iv) ANTI-SENS: nu
DESCRIEREA SECVENTEI: SecveniD nr.3

(5) INFORMATIE PENTRU SECVENA ID NR: 4
(i) CARACTERIZAREA SECVENEI:

(A) LUNGIME: 30 baze

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: simpk

(D) TOPOLOGIE: lineax

(i) TIPUL MOLECULEI: DNA (genomic)
(iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTI-SENS: da

DESCRIEREA SECVENTEI: SecveniD nr.4
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95-0311 21 of 21

(iii) IPOTETIC: da
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DESCRIEREA SECVENTEI: SecveniD nr.6
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(B) TIP: acid nucleic
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(ii) TIPUL MOLECULEI: DNA (genomic)
(iii) IPOTETIC: da
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DESCRIEREA SECVENTEI: SecvenlD nr.7

(9) INFORMATIE PENTRU SECVENA ID NR: 8
(i) CARACTERIZAREA SECVENEI:

(A) LUNGIME: 4204 baze

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: simpk

(D) TOPOLOGIE: lineax

(i) TIPUL MOLECULEI: DNA (genomic)
(iii) IPOTETIC: da

(iv) ANTI-SENS: nu

DESCRIEREA SECVENTEI: SecveniD nr.8



