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Osteosarcoma

Es el tumor primario éseo sélido mas frecuente.

Constituyendo aproximadamente un 20% de los sarcomas primarios de
hueso (Dahlin 1986).

Cada ano se diagnostican de 400 a 1000 casos nuevos en Estados
Unidos(Marina 2004, Gibbs 2001).

Incidencia de 3/1.000.000 en la poblacién
general.
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(Mirra 1989).




Radiofarmacos utilizados
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Radiofarmacos utilizados

18F-FDG

2-Fluoro-2-desoxi-D-glucosa
Anélogo de glucosa

Permite la deteccion del tumor primario y sitios de meta
stasis mediante la visualizacion del aumento del
consumo de glucosa por parte del tejido maligno.

Evaluar: recurrencia, respuesta al tratamiento.

18F-FDG-PET vs SPECT (°°*"Tc Bisfosfonatos)

Mayor sensibilidad diagnostica del 18F-FDG
para las metastasis osteoliticas

*Mayor Especificidad

*93% vs 73%
 Combinados: 100%

Figure 1 A 12-year-old boy with osteosarcoma of the right femur. Top row: PET images in transverse (A), coronal (B), and
n FDG-avid, destructive osseous lesion with an associated soft tissue mass in the distal

sagittal planes (C) demonstratir

right femur involving the epiphysis and extending to the joint space. Central necrosis is present within the lesion. Bottom
row: Fused PET and CT images at same levels (D-F)



¢, Qué estan investigando?
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Background

Osteosarcoma is a rare form of cancer but with a substantial need for new active drugs.
There is a particular need for targeted therapies to combat metastatic disease. One possi-
ble approach is to use an antibody drug conjugate or an antibody radionuclide conjugate to
target the osteosarcoma metastases and circulating tumor cells. Herein we have evaluated
a radiolabeled monoclonal antibody targeting CD 146 both in vitro and in vivo.

Methods and Results

A murine monoclonal anti-CD146 IgG1 isotype antibody, named OI-3, was developed along
with recombinant chimeric versions with human IgG1 or human IgG3 Fc sequences. Using
flow cytometry, selective binding of Ol-3 to human osteosarcoma cell lines OHS, KPDX and
Saos-2 was confirmed. The results confirm a higher expression level of CD 146 on human
osteosarcoma cells than HER2 and EGFR; antigens targeted by commercially available ther-
apeutic antibodies. The biodistribution of '|-labeled OI-3 antibody variants was compared
with "51-labeled chimeric anti-EGFR antibody cetuximab in nude mice with subcutaneous
OHS osteosarcoma xenografts. Ol-3 was able to target CD 146 expressing tumors in vivo
and showed improved tumor to tissue targeting ratios compared with cetuximab. Subse-
quently, the three OI-3 variants were conjugated with p-SCN-Bn-DOTA and labeled with a
more therapeutically relevant radionuclide, '77Lu, and their biodistributions were studied in
the nude mouse model. The """ Lu-labeled OI-3 variants were stable and had therapeutically
relevant biodistribution profiles. Dosimetry estimates showed higher absorbed radiation dose
to tumor than all other tissues after administration of the chimeric IgG1 OI-3 variant.

Conclusion
Our results indicate that CD146 can be targeted in vivo by the radiolabeled OI-3 antibodies.



Background

Osteosarcoma is a rare form of cancer but with a substantial need for new active drugs.
There is a particular need for targeted therapies to combat metastatic disease. One possi-
ble approach is to use an antibody drug conjugate or an antibody radionuclide conjugate to
target the osteosarcoma metastases and circulating tumor cells. Herein we have evaluated
a radiolabeled monoclonal antibody targeting CD 146 both in vitro and in vivo.

Methods and Results

A murine monoclonal anti-CD146 lgG1 isotype antibody, named OI-3, was developed along
with recombinant chimeric versions with human lgG1 or human IgG3 Fc sequences. Using
flow cytometry, selective binding of Ol-3 to human osteosarcoma cell lines OHS, KPDX and
Saos-2 was confimed. The results confirn a higher expression level of CD 146 on human
osteosarcoma cells than HER2 and EGFR; antigens targeted by commercially available ther-
apeutic antibodies. The biodistribution ¢f =°I-labeled OI-3 antibody variants was compared
with '**I-labeled chimeric anti-EGFR antibody cetuximab in nude mice with subcutaneous
OHS osteosarcoma xenografts. Ol-3 was able to target CD 146 expressing tumors in vivo
and showed improved tumor to tissue targeting ratios compared with cetuximab. Subse-
quently, the three Ol-3 variants were conjugated with p-SCN-Bn-DOTA and labeled with a
more therapeutically relevant radionuclide, '"7Lu, and their biodistributions were studied in
the nude mouse model. The '"’Lu-abeled Ol-3 variants were stable and had therapeutically
relevant biodistribution profiles. Dosimetry estimates showed higher absorbed radiation dose
to tumor than all other tissues after administration of the chimeric IgG1 OI-3 variant.

Conclusion
Our results indicate that CD 146 can be targeted in vivo by the radiolabeled Ol-3 antibodies.



Anticuerpos

*Los anticuerpos monoclonales pueden mostrar actividad antitumoral, sin embargo podemos potenciar s
u acciéon antitumoral su es conjugado con: drogas, toxinas, RN.

*Antigeno: Es una glicoproteina de superficie celular que se encuentra elevada en distintos tumores  (
melanoma, cancer mama, prostata, higado, OS)

*Esta asociado a promocion de angiogénesis y desarrollo vascular.
<Anticuerpo murino monoclonal IgG1 . Denominacioén del Anticuerpo: OI-3.

«También se trabajo con las variantes quimeéricas: Anticuerpo CHOI-3.1 (IgG1) y CHOI-3.3 (IgG3).

Anticuerpo murino Anticuerpo quimérico Anticuerpo humanizado Anticuerpo completamente
100 % aprox.33 % aprox. 10 % humano

Proteina murina Proteina murina Proteina murina 100 %
Proteina humana

Sufijo genérico
-omab -ximab -zumab -umab

Potencial inmunogénico



Marcado

Radionucleidos utilizados:
125]

Tiempo de semidesintegracioén : 59,4 dias
Gamma: 35 keV

125'

OH

Laiodacion se lleva a cabo en posiciones
orto al grupo hidroxilo.

PRQ: 65-90%
Actividad especifica: 20-50 MBg/mg.

No se va a hablar de sus resultados

'/
7

177Lu

Tiempo de semidesintegracion: 6,65 dias
EB-.= 0,5 MeV

Anticuerpos previamente conjugados con quelante:
HOOC COOH

Antibody

‘
DOTA

*Previa conjugacion del Ac (2 horas)
*Reaccion de marcacion:15-45min pH=5,5-6,0 a 37°C
*PRQ posterior a purificacion> 96%



Ensayos realizados

Medida de la expresion de CD146 por citometria de flujo. (OHS)

« Confirman expresion por citometria de flujo del Ag en: OHS, Saos-2,KPDX.

« CD146 tiene mayor expresion que EGFR y HER2.

Medida de la inmunoreactividad

« Fraccién de Ac unido menos a fraccién de union no especifica> 50%

Afinidad

Biodistribucion en animales portadores de tumor. (OHS)

Dosimetria.
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HOI-3.1 in mice bearing OHS xenografts. Biodistribution of "™ Lu-labeled chimeric OI-3
1gG1 isotype antibody (CHOI in tissues of interest in OHS xenograft-carrying nude mice. At each time point from three to
six animals were used, with n rof tumors ranging from five to twelve per group. Straight lines have been drawn to
connect the data points. The e bars correspond to the standard error of the mean. T~
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Absorbed radiation dose (Gy)

Fig &. Absorbed radiation doses to nomal tisswes and tumors. Estmated absoied radistion dose [Gy) to normeal
figsue 5 and tumors for nude mice with OHS osieosancoma xenografs afler intravenous injection of " ¥ Lu-lsbeled chimeric
O3 1gG1 isotype antibody (CHO-3.1). The dats were normalized to an injected activity of 1 MBq per mouwse. Ermor bers
oormespond to standsnd deviation.
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Conclusiones

CD146 tiene una expresion significativa en la linea de células OHS y xenoinjerto
haciendo CD146 un objetivo potencial para la inmunoterapia y la radioinmunoterapia.

Los anticuerpos marcados poseen una alta estabilidad in vivo.

La captacion tumoral en ratones desnudos fue prometedora

Se observé una radiacion sustancialmente mas alta a los tejidos tumorales frente a
tejidos normales en el modelo de ratones desnudos.

Los resultados justifican una evaluacion adicional de 177Lu-EO-3 marcado como un
candidato potencial para Radioinmunoterapia contra OS metastasico y otros canceres
que expresan CD146.




Cancer de Pulmodn

El cancer de pulmdn es el que causa mayor mortalidad en hombres, mientras que el
mas frecuente es el de prostata. En las mujeres, el cancer de mama ocupa el primer

lugar tanto en incidencia como en mortalidad.

CANCER EN URUGUAY 2008-2012
PRINCIPALES SITIOS (ordenados por Incidencia)

HOMBRES INCIDENCIA MORTALIDAD

PROSTATA

PULMON 43.94!

De cada cuatro hombres una mujer
desarrolla cancer de plumon

COLO-RECTO

VEJIGA

RINON

ESTOMAGO

ICANCEIR EN URUGUAY 2008-2012

OO PRINCIPALES SITIOS (ordenados por Incidencia)

CAVIDAD ORAL Y FARINGE MUJERES INCIDENCIA MORTALIDAD
PANCREAS MAMA
ESOFAGO COLO-RECTO
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OVARIO
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Fumar es el factor de riesgo mas importante y la causa ~ t"rovarerees
del 22% de las muertes mundiales por cancer y el 71% A

80 60 40 20 0 20 40 60 80

por cancer de pulmon.

Tasa ajustada por edad a la poblaciéon mundial estandar

COMISION HONORARIA DE LUCHA CONTRA EL CANCER expresada en casos x 100000.
REGISTRO NACIONAL DE CANCER

http://www.comisioncancer.org.uy/uc_428_1.html



Cancer de Pulmoén
™

Radiografia simple frontal y
lateral

Sin embargo, lesiones nodulares pequenas menores de 2.0 cm de
diametro, opacidades focales de baja densidad o procesos
parenquimatosos en determinadas localizaciones anatomicas que
pasan con frecuencia desapercibidas

!

La tomografia computada de tdrax, ocasionalmente la resonancia
magnética y el PET-CT son utilizados actualmente en el diagndstico,
etapificacion, prondstico y evaluacién de los resultados terapéuticos
en cancer de pulmén

Imagenologia actual del cancer pulmonar. Current imaging in lung cancer. Dr. Raul Pefaur



Cancer de Pulmoén

Fluorine-18 18F-desoxyglucosa (18FDG)
Fluorum-18 (Latin)
OH
O

Info HO
Number of Protons Abundance Isotope H O
9 - 18F
o N o 77 minutes OH

Foton 1 (511 keV)

La distribucién de 18FDG es un

Cectron s buen reflejo de la distribucién
o —— —0 en el consumo y fosforilacion de
la glucosa en las células del
g cuerpo.

Foton 2 (511 keV)
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18F-desoxyglucosa (18FDG) :

HO
HO
18F

OH

Una vez que ingresa la 18 FDG a la célula se produce la fosforilacion
de la misma impidiendo que sea liberada al medio.

El oxigeno 2 de la molécula de glucosa es necesario para continuar el
proceso de glucdlisis, por lo que, la FDG no puede ser metabolizada
en las células y por ello la FDG-6-fosfato formada no entra en la ruta
glicolitica.

IBFDG

Hexokinase

FDG-6P




¢, Qué estan investigando?
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The Journal of Nuclear Medicine

ImmunoPET of CTLA-4 expression in
murine models of non-small cell lung
cancer

Emily Ehlerding?, Christopher Englandz2, Hector Valdovinoss, Dawei Jiang1,

Robert Nickles4 and Weibo Cai2



Ipilimumab marcado con %Cu

CTLA-4 blocks co-stimulation:
No T-cell activation

Ipilimumab blocks CTLA-4:
T-cell activation

ﬁé CTLA4

TCRIAN ‘
/ =] cgmﬁ)ilimumab
U J
MHC 997

APC
f
4
"i 7
" D y

El receptor CTLA-4 se expresa en la
superficie de las células T y en algunas células

tumorales

Es el blanco del anticuerpo monoclonal
aprobado clinicamente ipilimumab

!

Cuando se bloquea el CTLA-4, aumenta la
respuesta del sistema inmunitario ante las
células tumorales. La droga funciona para
activar las células T, de modo que puedan
multiplicarse y atacar a las células
tumorales.



Ipilimumab marcado con %Cu

Copper-64

Cuprum-64 (Latin)

Info

Number of Protons Abundance Isotope
29

Number of Neutrons Half-life
35 12.7 hours

Ipilimumab

Main Decay Mode
p* decay

PET/CT (48 h) Binding assay

64Cu-DOTA-ipilimumab mostré una

acumulacidon mejorada y persistente
en los tejidos que expresan CTLA-4,
Max. lung signal lo que permitira a los investigadores

IR 2 g mas informacion sobre las terapias
I I | dirigidas a CTLA-4 en el futuro

Time after injection (h)
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Dig)
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The Journal of Nuclear Medicine

PET imaging of CD38 expression in
non-small cell lung cancer xenografts

Emily Ehlerding4, Christopher Englandz, Dawei Jiang1, Stephen Graves3,
Todd Barnhart and Weibo Caiz2



Daratumumab marcado con 8%Zr

El antigeno CD38 se expresa en condiciones
normales en la superficie de varios tipos de
células del sistema inmune (leucocitos),
incluyendo los linfocitos CD4+, linfocitos CD
8+, células plasmaticas y células NK.

Se sobreexpresa en determinadas células

malignas

Es el blanco del anticuerpo monoclonal

Daratumumab

Su expresidon o ausencia puede ofrecer un
valor pronéstico interesante




Daratumumab marcado con 8%Zr

Zr 89
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Daratumumab

89Zr-DFO-Daratumab tiene potencial para la
obtencion de imagenes del antigeno CD38 en
tumores malignos, ayudando a la estadificacion del

paciente y a ver la distribucién de los CD38 en los
tumores.
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