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Inventia se refera la medicind si anume la
imunoterapie.

Esenta inventiei constd in aceea cd anticorpul
monoclonal imunostimulator sau fragmentul lui
legand un antigen, carea legandu-se cu celulele B
limfoblastoide, induce proliferarea §i activarea
limfocitelor sangelui periferic, asigura efectul anti-
tumoral. Anticorpul propus se obtine prin imuni-
zarea animalului cu un imunogen selectat din
grupul constituit din celule B limfoblastoide, celule
B limfoblastoide lizate sau preparate membranoase
din ele, dezvoltarea ulterioard a reactiei imune la
animalul imunizat, extragerea limfocitelor B,
cresterea, imortalizarea i selectarea liniilor
celulare, care secreteazd anticorpul revendicat. De

2

asemenea, se declard linia celulard a hibridomului,
depozitat in CNCM sub nr. 1-1397. Se propune o
metodd de tratare a maladiilor, care include
administrarea unei cantitdti eficiente de anticorp
monoclonal propus. Se revendicd o compozitie
farmaceuticd, ce include in calitate de ingredient
activ  anticorpul monoclonal imunostimulator
indicat. In plus, compozitia farmaceutici poate
suplimentar sd contind un agent care sporeste
activitatea limfocitelor citotoxice.

Rezultatul este proliferarea §i activarea
limfocitelor, asigurand efectul antitumoral.

Revendicari: 18

Figuri: 10
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Descriere:

Inventia se referd la medicind i anume la imunoterapie si este destinata tratérii tumorilor.

In tratamentul tumorilor cel mai frecvent se aplicd interventia chirurgicald, radioterapia si
chimioterapia. In ultimii ani a fost propus un alt tratament terapeutic care are la baza folosirea
modificatorilor rdspunsului biologic (BRM). Folosirea BRM include citokinine principale
(interleukin-2 (IL-2) si interferon-o. (INF- o), celule mononucleare active (celulele killer activate cu
limfokin (LAK)) si anticorpi. BRM actioneazd in doud directii: direct, asupra tumorilor, si indirect,
prin cresterea mecanismelor citotoxice si imunologice specifice sau nespecifice.

Se cunoaste cd diversi anticorpi monoclonali (mAbs), capabili a se lega cu determinantii de pe
suprafata celulelor T, produc proliferarea, activarea si diferentierea acestor celule [1]. Legarea
mAbs orientati contra complexului CD3/TCR, pe celule T [2-4], legarea mAbs orientati la
receptorii CD2 ai antigenului pe celule T [5], cum si legarea ambelor tipuri de anticorpi la celulele
T, a fost demonstrata prin proliferarea celulelor T, expresia IL-2 a receptorului si producerea IL-2 in
celulele T rezultatd in cresterea proceselor citolitice in aceste celule. Anticorpii monoclonali anti
CD3 s-a vizut ¢i initiaza o activitate antitumorald in vivo in modelul animal [6-7].

Mai sunt cunoscuti alti diversi anticorpi monoclonali orientati contra antigenilor limfocitelor T,
care dupd legarea cu celulele produc o astfel de activare ca cea a mAbs orientati contra CDS5 [8],
CD69 [9] si CD28 [10, 11]. Anticorpii monoclonali anti-CD28 diminueaza cresterea melanomului
murin, desi eliminarea completd a tumorilor la soareci nu a avut succes [12].

Anticorpul monoclonal orientat contra liniei de celule B limfoblastoide umane numite Daudi
stimuleaza limfocitele murine si celulele T periferice umane [13].

Actualmente folosirea BRM nu a atins un succes clinic substantial din cauza toxicitatii si
efectelor adverse. De asemenea, a fost efectuatd imunizarea activd anticancer, dar s-a constatat a fi
neeficientd. Unii anticorpi monoclonali (mAbs) au fost evaluati pentru utilizare in diagnosticul si
tratamentul cancerului, dar eficacitatea lor deocamdata nu a fost confirmatd la nivelul procedurilor
curative traditionale la pacienti cu cancer.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie este obtinerea unui efect antitumoral stabil si
elaborarea preparatelor antitumorale.

Aceasti problema se rezolva prin faptul ca este propus un anticorp monoclonal imunostimulator
sau fragmentul lui legand un antigen, care, legandu-se cu celulele B limfoblastoide, induce
proliferarea si activarea limfocitelor sdngelui periferic, asigurd efectul antitumoral. Anticorpul
imunostimulator propus sau fragmentul lui, legdnd antigenul, este obtinut prin imunizarea
animalului cu un imunogen din grupul de celule B limfoblastoide, celule B limfoblastoide lizate sau
preparate membranoase din acestea, dezvoltarea ulterioard a reactiei imune la animalul imunizat,
extragerea limfocitelor B, cresterea, imortalizarea si selectarea liniilor celulare care secreteaza
anticorpii solicitati. De asemenea, se solicitd linia celulard a hibridomului, depozitat in CNCM sub
nr. 1-1397, anticorpul monoclonal imunostimulator secretat de acesta si anticorpul posedand
caracteristicile anticorpului monoclonal secretat de linia indicatd a hibridomului. Este propusd o
metodd de tratare a proceselor tumorale, care include administrarea unei cantitati eficiente de
anticorp monoclonal imunostimulator propus. Se solicitd o compozitie farmaceuticd, ce include in
calitate de ingredient activ anticorpul monoclonal imunostimulator, care legandu-se cu celulele B
limfoblastoide induce proliferarea si activarea limfocitelor sdngelui periferic si asigurd un efect
antitumoral, precum §i o umplutur fiziologic acceptabild. In calitate de ingredient activ compozitia
farmaceuticd poate contine si un anticorp monoclonal imunostimulator, posedand caracteristicile
anticorpului monoclonal secretat de linia celulard a hibridomului, depozitat in CNCM sub nr. 1-
1397. In plus, compozitia farmaceutici poate contine suplimentar un agent care sporeste activitatea
limfocitelor citotoxice aditiv sau sinergetic.

Pentru obtinerea mAbs, conform inventiei, anticorpii selectati prin metoda descrisa, se supun
selectiei ulterioare pentru alegerea anticorpilor cu efect antitumoral. Pentru selectarea acestora
poate fi folosit un model tipic de animal cu cancer. Mai mult ca atat, efectul antitumoral poate fi
studiat in diferite modele in vitro. Ca model, de exemplu, poate fi folosit orice animal de laborator,
la care poate fi indus cancerul, si anume soarecii, care sunt preferabili, intrucat aceste modele
permit dezvoltarea tumorilor de origine umana. Exemple de modele animale tip murin sunt goarecii
imunizati, de exemplu, soarecii SCID sau soarecii golasi cdrora li s-a injectat sau implantat celule
tumorale sau tesut obtinut de la pacienti cu cancer. in aceastd selectie, proprietatea anticorpului
monoclonal mAb sau tratat cu mAb de a reduce marimile tumorii, de a prolonga timpul vietii etc., se
determind in comparatie cu martorul (animal care a fost infectat cu celule tumorale, dar netratat cu
mAD sau tratat cu mAb nesensibil).
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Selectia poate include testarea capacititii mAbs de a preveni cancerul la modelul corespunzator.
De exemplu, animalele predispuse genetic la dezvoltarea cancerului, pot fi injectate cu mAbs, apoi
incidenta tumorii si mortalitatea la lotul tratat cu mAbs poate fi comparat cu lotul martor. Fiind
preferabild folosirea animalelor predispuse genetic, capacitatea mAbs de a preveni cancerul poate fi
testatd si la diverse alte animale tratate cu mAbs pana la administrarea celulelor maligne.

Pentru obtinerea acestui efect antitumoral, se administreazi o dozi eficientd de mAbs, conform
inventiei. Termenul “dozd eficientd” reprezintd o cantitate de anticorpi monoclonali, dupa
administrarea cdreia se va obtine efectul terapeutic. Doza eficientd este necesard pentru obtinerea
efectului terapeutic, iar rezultatul depinde si de alti factori: tipul tumorii, gravitatea stirii bolnavului
(stadiul cancerului), combinarea mAbs cu alti agenti, cu care ei actioneazd aditiv sau sinergetic
(vezi in continuare).

Obtinerea unei linii celulare imortalizate, secretand mAbs, conform inventiei, poate fi efectuatd
prin procedee cunoscute per se, asa ca: conjugarea liniei imortalizate cu o culturd de hibridom;
transformarea EBV; construirea liniei celulare cu ajutorul ingineriei genetice, adicd linia celulard
CHO, care poate fi obtinutd prin diferite procedee cunoscute; per se etc. In general, procedeul de
obtinere a unor linii celulare imortalizate secretdnd anticorpi monoclonali, actualmente prezintd o
procedurd de rutind cunoscutd specialistilor i descrierea ei este datd dupd prezentul studiu.

Folosirea imunogenului de origine umand in procesul sintezei mAbs pentru tratarea omului este
specifici. Insd, uneori este o reactivitate incrucisati intre specii si, ocazional, este posibild folosirea
la cameni a mAbs obtinuti prin imunizarea cu imunogen de derivatie neumand (de la primate).

Anticorpii, conform inventiei, prezintd anticorpi monoclonali, care pot fi anticorpi IgG sau IgM,
fragmente Fab ale acestor anticorpi, fragmente F(ab?),, anticorpi intr-un singur lant etc. Mai mult
decit atat, anticorpii de origine neumand, adicd murind, pot fi “‘umanizati” prin diferite metode ale
ingineriei genetice (anticorp “umanizat” e un anticorp, ale cdrui portiuni majore au fost inlocuite cu
portiuni de origine umana).

Anticorpii, conform inventiei, fiind folositi pentru diferite indicatii terapeutice, in varianta
preferabild a inventiei au fost folositi pentru tratarea cancerului. Anticorpii monoclonali, conform
inventiei, sunt activi in reducerea oncogenicititii varietatilor de tumoare.

Conform prezentei inventii, linia celulard a hibridomului a fost depozitatd in Colectia Nationala
de Culturi de Microorganisme (CNCM), (Institutul Pasteur, 25, Rue de Doctor Roux, 75724, Paris,
Codex 15) sub nr. depozit 1-1397 (28 ianuarie 1994).

Celulele acestei linii sunt numite uneori celule BAT-1 si anticorpii monoclonali mAbs BAT-1.

Folosirea anticorpilor monoclonali cu caracteristici de mAb BAT-1, in special a mAbs BAT-1
propriu-zisi constituie varianta preferentiald a inventiei.

Anticorpii monoclonali BAT-1 au fost selectati pe baza legirii lor cu celulele B limfoblastoide
umane ale liniei Daudi. S-a determinat ci anticorpii monoclonali BAT-1 se pot lega cu substante
proteice (liant de proteind BAT-1), care are greutate moleculara de cca 48-50 K Dalton, calculata
conform SDS-PAGE.

Liantul de proteind BAT-1 constituie un alt aspect al inventiei prezente. Liantul de proteind
BAT-1 poate fi izolat prin diferite metode cunoscute per se cu folosirea mAb, conform inventiei.
Liantul de proteind BAT-1 mai poate fi utilizat si pentru imunizarea animalelor, de la care pot fi
obtinuti mAbs, conform inventiei.

Prezenta inventie, de asemenea, prevede o compozitie farmaceuticd ce include in calitate de
ingredient activ o cantitate eficientd de mAbs, conform inventiei, si o umpluturd fiziologic
acceptabila.

Urmatorul aspect al inventiei este o metodd de tratare a bolilor sau dereglarilor, in special a
cancerului, prin administrarea unei cantitati eficiente de mAbs, conform inventiei. Administrarea de
mADbs se efectueazi, de reguld, pe cale parenterald, anume intravenos (i.v.), intraperitoneal (i.p.) sau
intramuscular (i.m.). Umplutura fiziologic acceptabild pentru administrare, poate constitui o solutie
cunoscuta per se, cum este o solutie salind sau solutie fiziologica.

Anticorpii monoclonali, conform inventiei, dupd cum s-a indicat mai sus, s-au manifestat activ
in reducerea oncogenicititii diferitelor tumori. Eficacitatea anticorpilor monoclonali, conform
inventiei, in reducerea oncogenicititii se coreleazi cu abilitatea lor de a induce activitatea citotoxica
a limfocitelor. fn scopul ridicarii acestei activititi, se recomandi administrarea mAbs cu alti agenti,
care impreund cu mAbs pot avea efect aditiv sau sinergetic. Exemplele includ diferite citokinine asa
ca: [L-1 (interleukin-1), I.-2, I1.-6 si [FN-q. (Interferon-a).

Anticorpii  monoclonali, conform inventiei, pot fi folositi in tratamentul diferitelor boli, altele
decat cancerul, in care ridicarea activitatii citotoxice a sistemului imun poate fi stimulatd cu mAbs,
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de ex., In stdrile primare ale infectiei HIV (SIDA), in diferite deregliri autoimune, sau in unele
cazuri de imunodeficiente genetice sau acute.

in tratarea cancerului anticorpii pot fi administrati dupi determinarea tumorii primare sau
secundare, ori in calitate de terapie preventivd pacientilor cu risc inalt de dezvoltare a cancerului,
adica persoanelor expuse radiatiei sau predispuse genetic, de asemenea pacientilor cu SIDA, mAbs
pot fi administrati acelora, la care incd nu s-au dezvoltat simptomele bolii sau acelora, la care
procesul infectios HIV este in stadiul primar.

Efectul antitumoral este un efect biologic, care se manifestd prin micsorarea marimilor tumorii,
reducerea metastazelor, prolongarea sau ameliorarea vietii in diferite stdri fiziologice, asociate cu
prezenta cancerului. Anticorpii solicitati, prin posibilitatea de a preveni aparitia tumorii in
localizarea primard, manifestd efectul antitumoral si astfel pot fi folositi atit in tratamentul
cancerului acut, cét si in prevenirea cancerului.

Rezultatul prezintd proliferarea si activarea limfocitelor singelui periferic asigurand efectul
antitumoral.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1-10 care reprezinta:

fig. 1, analiza citometricid a legdrii anticorpilor monoclonali BAT (mAbs) cu limfocitele T
umane purificate. Legarea anticorpilor BAT a fost evaluatd cu ajutorul unui anticorp purtitor al
marcherului fluorescent, anticorp FITC anti-murin de tap;

fig. la, vederea fondului fira anticorpii BAT;
fig. 1b, anticorpii anti-CD3;
fig. 1c, BAT-1;
fig. 1d, BAT-5;
fig. le, BAT-2;
fig. 1f, BAT-4.

Fig. 2, analiza citometricd a monocitelor umane ale sangelui periferic (PBM) (in stanga) si
celulelor T Jurkat (in dreapta) marcate dublu cu anticorpi primari, ei fiind mAbs BAT sau mAbs
anti-CD3 si anticorp IgG anti-murin secundar FITC conjugat;

Fig. 2A, celulele necernute;

Fig. 2A(a), celulele PBM tratate cu mAbs BAT;

Fig. 2A(b), celulele PBM tratate cu mAbs anti-CD3;

Fig. 2A(c), celulele T Jurkat tratate cu mAbs BAT;

Fig. 2A(d), celulele T Jurkat tratate cu mAbs anti-CD3;

Fig. 2B, celulele cernute;

Fig. 2B(a), celulele PBM cernute (celule mici R1 si mari R2);

Fig. 2B(b), celulele (R1) tratate cu mAbs BAT;

Fig. 2B(c), celulele (R1) tratate cu anti-CD3;

Fig. 2B(d), celulele (R2) tratate cu mAbs BAT

Fig. 2B(e), celulele (R2) tratate cu anti-CD3;

Fig. 3, analiza citometrica a expresiei de suprafata a liantului de proteind BAT si CD3 in PBM
umane marcate dublu cu mAbs BAT FITC conjugate si anti-CD3 PE conjugate;

Fig. 3A, celulele necernute;

Fig. 3A(a), test control dupa Bector-Diskinson, se foloseste ca control negativ;

Fig. 3A(b), anti-CD3 PE;

Fig. 3A(c), mAbs BAT FITC; marcarea dubld mAbs BAT FITC si anticorpi anti-CD3 PE;

Fig. 3B, celulele cernute;

Fig. 3B(a), celulele PBM cernute (celule mici (R1) si mari (R2));

Fig. 3B(b), celulele (R1) marcate dublu cu mAbs BAT FITC si anti-CD3 PE;

Fig. 3B(c), celulele (R2) marcate dublu cu mAbs BAT FITC si anti-CD3 PE;

Fig. 4, analiza legdrii anticorpilor BAT-1 cu diferite lizate ale celulelor Daudi prin metoda
Western Blot;

Fig. 4(1), lizatele celulelor Daudi (netratate);

Fig. 4(2), lizatele tratate cu neuraminidaza (0,2 w/ml);

Fig. 4(3), lizatele tratate cu neuraminidaza (0,4 u/ml);

Fig. 4(4), lizatele tratate cu Endo Hf (100 u/mg);

Fig. 5, reprezentarea graficd a rezultatelor incorpordrii [*H|Timidinei in celule, cultivate pentru
6 zile in mediu cu concentratie ascendentd de mAbs BAT; BAT-1 (-XI-), BAT-2 (-X-), BAT-3 (-+*-
), BAT-5 (-%-), BAT-6 (-{-), BAT-7 (-&-).

==

=g ie=
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Fig. 6, reprezentarea grafici a experimentului in care inducerea activitdtii citotoxice a fost
testatd in PBM cultivate in intervale diferite de timp cu 2,5 mg/ml de mAbs BAT. Celulele HT-29
(in stanga) si RC 29 (in dreapta) au fost utilizate ca celule-tinta.

Fig. 7, plamanii soarecelui C57BL céruia i-au fost administrate celule de melanom B-16.
Randul de sus prezintd plamanii soarecilor peste 24 de zile dupa infectare; randul de jos plamanii
soarecilor infectati cu celulele B—16 dupa 24 de zile, dar carora peste 14 zile dupd infectare 1i s-a
facut injectia i.v. de 10 mg de BAT-1.

Fig. 8, reprezentarea graficd a sumarului experimentelor de acelasi tip ca in fig. 7, care prezintd
cantitatea de metastaze in plaménii soarecelui, ciruia i-au fost introduse celulele tumorale B—16 de
melanom, carcinom pulmonar 3LL Lewis sau celulele de fibrosarcom MCA 105, peste o lund dupa
inoculare. Sumarul contine rezultatele a 3-4 experimente, efectuate cu diferite tipuri de tumori.
Soareci netratati (-) sau tratati (+) cu BAT-1 (10 mg/soarece) peste 2 saptamani dupa administrarea
celulelor tumorale. Metastaza este (#%), metastaza lipseste (O).

Fig. 9, plamanii soarecilor la care au fost introduse celulele carcinomului pulmonar 3LL Lewis.
La fel ca in fig. 7, randul de sus aratd pldmaAnii infectati numai cu celulele tumorale, dar randul de
jos - plaménii soarecilor, la care peste 14 zile au fost introduse mAbs BAT-1 in cantitate de 10 mg.

Fig. 10, acelasi experiment ca la fig. 9, dar celulele cancerului sunt celulele fibroblastomului
MCA 105.

Metode si materiale

Producerea anticorpilor monoclonali

Soarecii BALB/c au fost imunizati cu preparat membranos de celule Daudi. Membranele
celulelor Daudi au fost preparate prin metoda socului hipotonic, cu glicerol [1]. 50-80 x 10° celule
suspendate in PBS si incubate la temperatura de 37°C au fost saturate treptat cu glicerol, de 30%.
Peste 5 min de incubare pe gheatd, ele au fost centrifugate si resuspendate in lizatul-tampon Tris
(care contine: 10 mM de Tris-HCl, 1 mM MgCl, 1 mM CaCl; cu pH 7.4), amestecate 5 min la 4°C
si centrifugate la 700 g. Supernatantul a fost extras si centrifugat la 3300 g (10 min la 4°C).
Precipitatul a fost spélat incd o datd si ambii supernatanti, continind fractii de membrane, au fost
imbinati. 260 m de preparat membranos (3 mg/ml) au fost emulsionate cu 260 m de adjuvant
complet Freund si injectate i.p. soarecilor BALB/c. Peste trei saptdméni de la soareci au fost extrase
splinele. Splenocitele au fost introduse in linia NS-0 celulara de mielom in raportul 10:1. Fuziunea a
fost efectuatd cu folosirea polietilenglicolului si hibridoamele au fost crescute in mediu selectiv
dupd Kohler si Milstein [2].

Pentru screeningul supernatantilor din hibridoamele in crestere a fost folosita celula legata prin
analiza imunosorbentd enzimaticd (ELISA), care se leagi cu celulele Daudi. Supernatantii
hibridomului pozitiv au fost selectati prin proprietatea lor de a induce proliferarea PBM umane
utilizand proba de capturare a [PH]Timidinei. Liniile pozitive au fost subclonate prin diluare
limitatd, testate repetat, extinse si crescute in culturd. Anticorpii monoclonali au fost purificati din
mediul cultural prin precipitare cu sulfat de amoniu 50% si cu dializa extensivd impotriva PBS.
Purificarea ulterioard a fost efectuatd prin cromatografia afinitatii la sefarozd (marcd inregistratd a
firmei Pharmacia, Suedia) legata cu coloanele anticorpilor antimurini.

Mediul cultural

Toate celulele au fost suspendate in mediul RPMI 1640, completat cu ser fetal de vitel 10%
(FCS) Na-piruvat (1,1 mg/ml), L-glutamind (0,3 mg/ml) si antibiotice (penicilind 200 u/ml si
streptomicind 10 m/ml), si incubate in incubator umed cu CO; 5%.

Unitétile folosite pentru IL.-2 sunt unitétile Cetus (1 unitate Cetus este egald cu 3 UI).

Prepararea celulelor

Celulele mononucleare ale sangelui periferic uman (PBM) au fost obtinute de la donatori maturi
sandtosi prin centrifugare de densitate cu ficolhipac (Histopaque, marcd inregistratd, Sigma, St.
Louis, Missouri, SUA).

PBM au fost purificate de monocite cu coloane de sefadex G10 (Sephadex, marcd inregistratd,
Pharmacia, Suedia). Celulele T au fost separate prin metoda rozetelor SRBC (eritrocite de berbec).
Purificarea celulelor CD3 pozitive si Leul9 pozitive a fost efectuati prin tehnologie
imunomagnetica. Culturile de PBM, incubate pentru 5-6 zile cu mAbs BAT sau cu martorul, au fost
spalate de trei ori cu PBS. Anticorpii neconjugati la CD3 sau Leul9 (CD56) au fost addugati la
celule in mediul complet RPMI si incubati timp de o ord la 4°C. Pentru 30 min au fost addugate
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globule magnetice, acoperite cu anticorpi antimurini. Celulele alipite la globule, au fost inlaturate
cu un magnet si celulele nealipite au fost analizate la activitate citotoxicd i marcate prin citometrie
curgatoare.

Analiza citotoxicititii

Analizele citotoxicititii au fost efectuate in urmitorul mod: 2-4 x 10° de celule-tinti au fost
amestecate cu 200 mC de 51Cr-cromat timp de o ord in mediu fard ser. Ele au fost spélate de trei ori
cu mediul complet si in fine resuspendate in RPMI - 10% FCS si plasate in godeuri cate 10* celule.
Celulele efectoare au fost cultivate, limfocitele au fost preparate din sange periferic normal, incubat
in diferite perioade de timp cu diferiti mAbs, martorul izotipic IgG sau cu IL-2. Pand la analiza
celulele au fost spidlate de trei ori in mediul RPMI, vopsite pentru viabilitatea celulelor cu tripan
albastru 1%, amestecate cu celulele-tintd in diferite proportii efector-tintd in placi pentru
microtitrare cu fund rotund si incubate timp de 3 ore la 37°C in CO2 5%. Supernatantii cultivati au
fost colectati si estimati in scintilatorul . Eliberarea maximi de izotop (MR) a fost produsd prin
incubarea celulelor-tintd cu triton x-100 (marca inregistratd, Sigma, St. Louis, Missouri, SUA).
Eliberarea spontand (SR) a fost inregistratd prin incubarea celulelor-tintd in mediu curat.
Procentajul lizei celulare se calculeazi prin formula (ER-SR/MR-SR)x100, in care ER este
eliberarea experimentald a efectorului.

Inducerea citotoxicitdtii la subpopulatiile limfocitelor umane

Celulele PBM (4 x 10° ml) au fost cultivate timp de 6 zile in prezenta mAbs BAT. Apoi celulele
au fost spilate de trei ori si purificate de celulele CD3 si Leul9 cu folosirea globulelor magnetice
acoperite cu f(ab”), antimurini si testate la citotoxicitate impotriva celulelor K562 si Daudi.

Citometrie curgdtoare

Antigenii de suprafatd ai celulelor au fost observati prin citometrie curgitoare folosind FACS
440 (Becton - Dickinson). Pentru fiecare analizd au fost folosite cate 10° celule. Celulele au fost
vopsite prin incubare consecventd cu o concentratie optimd de mAb murin in CD3 umane, receptorii
de IL-2 sau mAb BAT 1-9, care au fost produse. in aceast3 vopsire indirectd, F(ab’); antimurin de
tap FITC-conjugat a fost anticorpul a doilea. Fiecare incubare a fost mentinuta in PBS cu pH 7.4,
contindnd BSA 1% si azoturd de Na 0.5% la 4°C timp de 30 min, si apoi a fost spalata de trei ori in
acelagi tampon. Au fost analizate 10* celule vopsite.

Determinarea saiturilor de legare a mAb BAT

Determinarea saiturilor de legare pe lizatele celulelor B limfoblastoide de tip Daudi a fost
efectuatd cu folosirea tehnicii Western Blot. In scurt, 50x10° celule/ml suspendate in PBS au fost
treptat saturate cu glicerol 30% si membranele au fost separate prin centrifugari consecvente.

Probele preparatelor membranoase au fost separate prin SDS-PAGE (12%) si apoi transferate in
pete de nitrocelulozi, care au fost scufundate in lapte cu grisimea micd de 1%, in PBS.
Determinarea proteinei de legaturd a mAb BAT, in petele de nitrocelulozd a fost efectuatd prin
incubarea petelor cu mAb BAT in timp de 2 ore la temperatura camerei cu incubarea ulterioard timp
de 30 min cu anticorpul 70 antimurin IgG (Fab’), conjugat cu peroxidazd din hrean. Apoi celulele au
fost spilate si zonele au fost determinate cu substratul de O-dianizidina.

Modele de tumori la soareci

Au fost folosite trei modele de tumori la soareci: B16 melanom, carcinom pulmonar Lewis (3LL)
si fibrosarcom indus cu metilcolantren (MCA 105). 50 - 200x10° de celule au fost injectate i.v. la
soareci C57BL (in varstd de 8 saptimani). Peste doud sdptimani a fost injectat (i.v.) BAT-1 1-10
mg/soarece si peste 10 zile soarecii au fost sacrificati si s-au calculat metastazele pulmonare
depistate.

Exemple

Exemplul 1

a. Caracteristicile legarii

Noud anticorpi monoclonali (mAbs), semnati BAT 1-9, obtinuti prin imunizarea celulelor B
limfoblastoide, au fost selectati dupd legarea cu celulele Daudi si apoi dupd inducerea proliferarii
limfocitelor umane ale sangelui periferic. Izotipurile mAbs BAT au fost determinate ca si analizele
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ELISA si Ochterlony. A fost depistat cd: BAT 1, 2, 3, 6, 7 si 9 sunt de clasa [gG1, dar BAT 4 5i 5 de
clasa IgM. BAT 8 a fost [gG2a.

Legarea mAbs cu celulele T umane purificate a fost analizatd prin analiza FACS folosind
vopsirea imunofluorescentd indirectd. Fig. 1 - analiza FACS a experimentului. Cum se vede, mAbs
BAT legau cu DC3 plus celulele T ale sangelui periferic. Intensitatea legdrii variazd de la BAT-2
44%, BAT-5 38% pana la legarea cea mai slaba BAT-4 13%. Limfocitele B purificate ale sangelui
periferic de la aceiasi donatori, n-au legat acesti mAbs (datele nu-s aratate).

b. Legarea mAb BAT-1 cu subpopulatiile limfocitelor umane

Cum este ardtat pe Fig. 2, analiza FACS urmdtoare, s-a depistat legarea BAT-1 cu PBM umane
CD3 plus cu celulele T ale liniei Jurcat. Depistarea legarii BAT-1 cu celulele CD3+PBM a fost
confirmata prin analiza FACS a celulelor marcate dublu (Fig. 3).

Cum este aratat in tabelul 1 mai jos, BAT-1, suplimentar la legarea celulelor CD3, leagd si
celulele Leu 19/NK.

Tabelul 1
Legarea mAb BAT-1 cu subpopulatii limfoide umane
Celule pozitive (%)
Subpopulatie a celulelor crescute pentru

mAb CD3+ Leul9+
CD3 66.4 (100%) -
Teu 19 - 59.5 (100%)
BAT-1 19.8 (30%) 42.2 (70%)

c. Legarea mAbs BAT cu diferite tipuri de celule
A fost depistatd legarea mAbs BAT cu diferite tipuri de celule. Cum este ardtat mai jos in
tabelul 2, mAbs BAT se leagd cu linia celulard a eritroleucemiei K562 si carcinomului mamar uman
MCF?7 asa ca si cu celule T PBL, Daudi si Jurcat. Intensitatea legdrii variaza intre mAbs BAT si
tipurile celulelor testate, mAbs 2-9 se legau cu carcinomul renal al soarecilor (MR28) numai cu
intensitate slabd. Numai BAT-8 se legau cu celulele MEL (eritroleucemia murind) tot cu intensitate
slaba.

Tabelul 2
Legarea mAbs BAT-1 cu diferite tipuri de celule
mAbs BAT
Celule umane 1 2 4 5 8 9
Daudi +++ ++ ++ +++ + +++
Jurcat + + A+ A+ - +b4
PBL +++ + + + + +
K562 +++ + + +++ + +++
MCEF7 + ++ +++ +++ + +++
Celule de goareci
MR28 - + + + + +
MEL - + - - +
Exemplul 2

Analiza saiturilor de legare a mAb BAT si purificarea liantului de proteini BAT-1

Cu scopul determindrii masei moleculare a proteinei membranoase, care interactioneaza cu
mAbs BAT-1, preparatul membranelor celulelor Daudi a fost dizolvat si proteina a fost separatad
folosind SDS-PAGE. Partile nitrocelulozei au fost incubate cu mAbs BAT-1 si zonele au fost
depistate prin incubarea ulterioard cu anticorpul antimurin IgG (Fab’)2 conjugat cu peroxidaza din
hrean si folosind substratul O-dianizidin. Masa moleculard a proteinei liante BAT-1 a fost
determinati fiind egald cu 48-50 kDa (Fig. 4).

Proteina liantd mAb BAT a fost purificatd folosind mAb BAT conjugata cu sefarosa (marca
inregistratd Pharmacia, Suedia). Aceastd proteind liantd poate fi preparata si prin clonare folosind
tehnicile biologice moleculare. Administrarea BAT-1 in vivo la soareci cauzeazd inducerea BAT a
anticorpilor.
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Exemplul 3

Caracteristicile functionale ale mAbs BAT

a. incorporarea timidinei indusa cu mAbs BAT

Celulele sdngelui periferic uman au fost cultivate timp de 6 zile in prezenta concentratiilor
ascendente ale panourilor de mAbs BAT si au fost pulsate cu [’H]|Timidind timp de 20 ore inainte
de extragere.

Cum este ardtat in Fig. 5, mirirea treptatd a concentratiei de mAbs BAT rezultd o crestere
moderatd, dar considerabild a incorpordrii [PH]Timidinei in celulele PBM. O dozi mare de anticorpi
a cauzat descresterea capturirii. in experimentele de control, anticorpii izotipic marcati n-au ridicat
cantitatea [*H]Timidinei in celulele PBL, ceea ce indici ci efectul agonistic al lui mAbs BAT
depinde de proprietiti specifice ale legdrii. De exemplu, mAb al izotipului IgG1, care a fost indus in
laboratorul nostru contra celulelor carcinomului ovarian, n-a cauzat acapararea [PH]Timidinei spre
deosebire de mAbs BAT-1, 2, 3, 6, 7 si 9 care tot apartineau clasei IgG1.

b. Citotoxicitatea indusid cu mAbs BAT la PBM umane.

Culturile celulelor mononucleare ale sangelui periferic uman incubate cu mAbs BAT in diferite
perioade de timp, au fost testate la capacitatea de a liza liniile celulelor tumorale. Cum este ardtat in
tabelul 3 mai jos, celulele umane PBM incubate timp de o siptdméana cu panou de mAbs BAT, au
fost citotoxice contra K562, eritroleucemiei umane (NK senzitivd) si RC-29, liniei celulelor
carcinomului renal  (NK rezistent), celulelor.

A fost investigatd cinetica ridicdrii activitdti citotoxice la PBM umane, care a fost stimulata cu
mAbs BAT. Cum este ardtat in Fig. 6, citotoxicitatea maximald impotriva celulelor carcinomului
liniei (HT-29) si carcinomului renal (RC-29) a fost obtinutd peste 7 zile de incubare a PBM uman
cu mAbs BAT.

Tabelul 3
Sporirea citotoxicitatii la PBM uman de citre mAbs BAT

Eliberarea 51Cr specificd (%)
mAb K562 RC-29
Lipseste 11.0% 9.1
BAT-1 25.1 454
2 29.0 23.2
3 26.3 32.3
4 30.6 40.7
5 32.3 34.3
6 15.2 13.8
7 17.8 16.7
8 17.8 19.2
1L-2 100 w/ml 57.6 36.9

*Procentul lizarii celulelor-tintd cu relatie efector:tinta 5:1

¢. Caracterizarea subpopulatiei limfocitelor, citotoxicitatea cireia a fost indusa cu BAT

Pentru a determina daci cresterea activitatii citotoxice a PBM umane induse cu mAbs BAT este
cuvenitd la activarea celulelor NK, celulelor T sau ambelor tipuri, celulele T $i NK au fost purificate
si citotoxicitatea lor indusd cu BAT a fost determinatd. Pentru purificarea NK si celulelor T,
anticorpii monoclonali Leul9 si CD3 au fost incubati cu celule umane PBM, dar apoi cu globuri
magnetice acoperite cu IgG antimurin. Cum este ardtat in tabelul 4 mai jos, cantitatea unititilor
lizate a crescut in culturile eliberate de CD3 si Leul9. In aceste experimente au fost folosite BAT-6
1 8 si in rol de tinte eritroleucemia umana (K562) si limfomul uman (Daudi).

Tabelul 4
Inducerea citotoxicititii la subpopulatiile limfocitelor umane cu mAbs BAT
Unitati litice
Celule-tintd
K562 | Daudi
Celule-efectori eliberate de:
CD3 Leu 19 CD3 Leu 19

Martor 8 4 10 3.8
BAT 6 25 10 20 13
BAT 8 28 12.5 26 20
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Exemplul 4
Rolul sinergismului dintre mAb BAT si IL-2 in inducerea citotoxicitatii
Inducerea citotoxicitatii in PBM umane a fost studiatd prin incubarea celulelor PBM cu mAb
5 BAT in combinare cu IL-2. IL-2 a fost addugat in concentratii suboptime (1 U/ml) impreuna cu
concentratii ascendente de mAb BAT-2. Citotoxicitatea culturii impotriva liniilor celulelor tumorale
K562 si HT29 a fost testatd peste o sdptimand. Astfel cum este aritat in tabelul 5 mai jos,
concentratiile mici de BAT-2 se asociazd cu IL-2 in inducerea citotoxicititii la celulele PBM
impotriva ambelor tipuri de celule-tinta.
10 Anterior a fost depistat cd Inf-o. mireste expresia antigenilor de clasa MHC-1. Apoi a fost
determinat cd administrarea Inf-o potentaza efectul antitumoral al BAT, care a fost conditionat de
celulele citotoxice directionate contra diverselor celule tumorale (care au MHC antigeni de clasa I).
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Tabelul 5

Efectul sinergetic al mAbs BAT-2 si I1.-2 la inducerea citotoxicititii la PBL uman

Eliberarea 51Cr specificd (%)

Celule-tinta

BAT HT29 [ K562
(mg/ml) IL-2 (1 u/ml)
- + - +
0 5.8+0.1 7.520.3 3.740.1 6.9+0.4
2 14.8+1.3 37.6+2.0 12.0+0.4 29.6+1.6
4 16.70.6 27.31.0 13.330.6 18.5+1.2
8 22.641.0 15.1+0.6 19.9+0.7 12.5:0.4
Exemplul 5

Efecte imunostimulatoare ale BAT-1 murin:

a. Studii in vitro

mAb BAT-1 demonstreaza proprietati stimulatoare la splenocite murine ca si la PLB umane.

Ele contin:

(1) Cresterea proliferirii splenocitelor in vitro, cum este misurat prin incorporarea *H-Timidinei

(Tabelul 6);

(2) Efectul stimulator sinergetic al incubatiei splenocitelor in combinarea BAT-1 si IL-2

(Tabelul 6).
Tabelul 6
cpm [*H]Timidini x 10°
BAT-1 -2
(mg/ml) - 1 u/ml 10 uw/ml
- 1.5+0.07 16.0+£0.9 67.5+1.5
10 11.0+0.4 32.1+1.5 241.6+17.1
1 12.9+0.8 35.9+3.3 247.8+1.9
0.1 18.1+0.9 51.0+£7.3 255.1+18.0
0.0001 10.5+0.1 34.1+0,5 215.1+£20.8

Splenocitele murine C57BL au fost incubate timp de 5 zile in vitro in prezenta variatelor
concentratii de BAT-1 in combinare cu interleukin-2 (1 u si 10 u/ml).
Cresterea citotoxicitatii la culturile splenocitelor murine in prezenta BAT-1 si cresterea
ulterioard a citotoxicitatii dupd incubare in prezenta IL-2 (Tabelul 7).

Tabelul 7
Eliberarea 51 Cr specificd (%)
BAT-1 Interleukin-2
(mg/ml) - 1 u/ml 10 w/ml
- 74 10.0 31.1
100 24.9 313 52.4
10 17.4 26.7 52.8
1 12.3 239 46.8
0.1 12.2 21.7 45.5

Inducerea citotoxicitatii la culturile splenocitelor C57BL timp de 5 zile in vitro in prezenta
diferitelor concentratii de BAT-1 in combinare cu dozele mici de IL-2.
In calitate de celule-tintd au fost folosite celulele melanomului B—16. Relatia efectori:tinta a fost

50:1.

Celulele-tintd tumorale murine, care au fost susceptibile la efectul citotoxic al splenocitelor
activate de BAT-1, sunt: melanomul B—16, carcinomul pulmonar Lewis (3LL), fibrosarcomul (MCA
105), carcinomul celulelor rinichiului (MR 28) si limfomul (YAC) (Tabelul 8).




10

15

20

25

30

MD 1374 G2

12

Tabelul 8
Citotoxicitatea BAT-1 indusai la splenocite impotriva celulelor tumorale la soareci

Eliberarea 51 Cr specifica (%)
Genul soarecelui Celulele tumorii BAT-1
C57BL Melanom B16 5.4 13.6
Carcinom pulmonar Lewis (3LL) 11.2 24.0
Fibrosarcom (MCA 105) 27.0 45.0
BALB/C Limfom (YAC) 8 12.2
Carcinom renal (MR28) 0.1 5.2

Splenocitele au fost cultivate in vitro timp de 5 zile fard mAb BAT-1 (1 mg/ml). Citotoxicitatea
a fost determinata dupa relatia efectori:tinta - 60:1.

b. Studii in vivo

Cum este aratat in tabelul 9 mai jos, BAT-1 manifesta efecte imunostimulatoare si in vivo.

Stimularea incorporirii [*H]Timidinei in splenocite de la soarece, care a fost injectat cu BAT-1
10 zile in urmi (tabelul 9a). Stimularea maximi (volum de 10 ori mai mare) a fost obtinutd la
administrarea BAT in doza de 10 mg/murine.

Inducerea citotoxicitatii la splenocitele soarecilor injectati cu BAT-1 (tabelul 9b). BAT-1 s-a
administrat 10 zile pand la analiza citotoxicitatii, inducand citotoxicitatea impotriva celulelor
melanomului murin (B16-F10), carcinomului renal (MR-28) si limfomului (YAC). Efectul maximal
a fost obtinut la administrarea BAT in cantitate de 10 mg/murine.

Tabelul 9
Proliferarea si citotoxicitatea splenocitelor de la soareci injectati cu mAb BAT
A B
Incorporarea Eliberarea 51Cr specificd
[PH]Timidinei (% +SEM)
cmp x 10°+SEM Celuli-tinti
BAT (mg/murin) B16 MR-28 YAC
9.9+1.5 0 3.9+14 16.0+2.7 3.3x0.4
(n=16) (n=10) (n=8) (n=6)
15.34£2.3 1 13.2+14 31.7+2.8 16.7£1.6
(n=12) (n=6) (n=8) (n=6)
p<0.1 p<0.001 p<0.01 p<0.001
20.0+4.0 10 14.0+£1.2 252421 19.0+2.6
(n=14) (n=6) (n=8) (n=06)
p<0.05 p<0.001 p<0.02 p<0.001

Soarecii C57BL si BALB/c au fost injectati i.v. cu diferite concentratii de mAb BAT.
Citotoxicitatea si incorporarea [PH]Timidinei au fost determinate peste 10 zile la splenocitele
izolate. Splenocitele de la soarecii CS7BL au fost testate pe melanom B-16, iar splenocitele de la
soarecii BALB/c au fost testate pe celulele MR-29 si YAC (relatie efector:tintd - 50:1). Fiecare lot
continea 6-16 soareci in 3-4 experimente separate. Citotoxicitatea si incorporarea PH]Timidinei au
fost efectuate de trei ori la fiecare soarece si a fost calculatd media. Rezultatele sunt prezentate in
formd de medieteroare standard la n soareci, P-rezultate sunt date pentru diferenta intre martor si
animalele tratate cu BAT.

Exemplul 6

Efectul imunoterapeutic al lui BAT-1 impotriva tumorilor soarecilor

Cum este ardtat pe Tabelul 10, administrarea BAT-1 peste 14 zile la soarecii infectati cu
melanom, s-a micgorat cantitatea metastazelor pulmonare in plamaénii soarecilor cu tumorile B16,
3LL si MCA.

al. inliturarea metastazelor pulmonare ale melanomului B—16 la soarecii infectati folosind
modelul metastazelor pulmonare rezistente
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Soarecii C57BL au fost infectati (i.v.) cu celulele melanomului B-16 in cantitate de 50x10°
(tabelul 10). Peste 24 de zile dupd injectie in pldméni s-au dezvoltat metastaze multiple (practic
confluente), vezi fig. 7, randul de sus.

Dar, la soarecii, care peste doud sdptdméini dupd infectare au fost injectati cu BAT-1 (10
mg/murin), pldmanii practic au fost fird metastaze ale melanomului B-16.

Fig. 8 reprezintd sumarul rezultatelor a sase experimente separate efectuate in aceleasi conditii
ca si cele de mai sus.

Tabelul 10
Efectul antitumoral al mAbs BAT
Reducerea metastazelor pulmonare, indusd cu BAT
(c) Tumorile (a)
B16 | 3LL | MCA

Numaérul Tratarea cu BAT(b)
metastazelor (¢) - + - - - -

(n=24)(d) (n=27) (n=11) (n=11) (n=8) (n=9)
lipsd 0 25 0 6 0 4
1-10 0 2 0 4 0 5
11-50 8 0 3 1 5 0
>250 16 0 8 0 3 0
Greutatea 0,803(e) 0,315 1,014 0,364 0,836 0,328
pliménului (g) +0,26 +0,66 +0,21 +0,06 +0,31 +0,06

a. Tumorile au fost injectate la ziua 0.

b. mAb BAT (10 mg/murin) a fost injectat la ziua 14.

c. Metastazele in plamani au fost calculate folosind stereomicroscopul Zeiss peste 24 de zile
dupd infectare.

d. Numarul soarecilor.

e. Media+SD greutitii pldmanilor de la (n) soareci.

a 2. Efectul antitumoral al mAb BAT-1, injectat in diferite timpuri in raport cu infectarea
cu tumoarea B16

Cum este ardtat in Tabelul 11, soarecii, care au primit injectie din celulele melanomului si au
fost tratati cu mAb BAT-1 peste 10-14 zile dupa infectare, n-au avut metastaze, si greutatea
plamanilor lor a fost normald. Micsorarea considerabild, dar nu completd, a cantitatii metastazelor
in pldmanii soarecilor a fost depistatd la goareci, care au fost imunizati peste 5 zile dupd infectare si
nu mai tarziu de 19 zile dupi infectare. Injectarea cu BAT-1 in aceeasi zi cu infectarea n-a avut
efectul terapeutic.

Tabelul 11
Administrarea BAT in timp diferit relativ la infectarea cu melanomul B16
Ziua Nr. soarecilor Nr. metastazelor Greutatea pldménilor

Lipseste 10 155.0+28 0.892+0.19
6 3 61.0+0.8 0.983+0.1
0 7 148+36 0.425+0.05

5 4 0.8+0.5 0.243+0.07
10 4 0.0£0.0 0.240+0.08
14 7 0.0£0.0 0.286+0.03
19 4 2.241.3 0.338+0.01

23 4 75.4+44 0.840+0.240

Ziua administrarii mAb BAT in raport cu infectarea cu tumoarea (zi 0).

b. Eliminarea metastazelor pulmonare a carcinomului pulmonar Lewis (3LL) la soarecii
infectati cu folosirea modelului metastazelor rezistente

Conditiile experimentale au fost similare si sunt descrise la melanomul B—16 (vezi mai sus), in
afard de faptul ci au fost injectate cu 2x10° de celule. In Fig. 9, in réndul de sus sunt aritati
plamanii soarecilor infectati cu 3LL cu metastaze multiple. Randul de jos in Fig. 9 aratd plamanii
soarecilor, la care dupa infectare a fost administrat tratamentul cu BAT-1, si care, cum se vede, sunt
fard metastaze.
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Eliminarea metastazelor pulmonare ale fibrosarcomului (MCA 105) la soarecii infectati cu
folosirea modelului metastazelor rezistente
Conditiile experimentale sunt aceleasi ca la carcinomul pulmonar 3LL Lewis (vezi mai sus). In
fig. 10, in randul de sus sunt ardtati pldménii soarecilor infectati cu MCA 105 cu multiple
5 metastaze. Randul de jos in Fig. 10 aratd plaménii soarecilor, la care dupd infectare a fost
administrat tratamentul cu BAT-1, si care, cum se vede, sunt fara metastaze.

Exemplul 7
BAT-1 tratarea soarecilor infectati cu tumorile BAT si 3LL
10 Soarecii infectati cu celulele melanomului B16 sau 3LL, dupd metoda descrisd mai sus, au pierit
timp de 25-35 zile dupa infectare. Dar si acei cdrora li s-a injectat BAT-1 (10 mg/murin) la 14 zile
dupd infectare cu tumoare, au supravietuit mai mult de 100 de zile. Majoritatea animalelor, care au
supravietuit pand la 5 luni, n-au prezentat careva semne ale bolii si nu au avut metastaze la
momentul examindrii patomorfologice.
15
Exemplul 8
Transferarea adoptiva a splenocitelor de la soarecele tratat cu mAb BAT-1 la recipient
Splenocitele soarecilor, tratati numai cu mAb BAT-1 sau in primul rand infectati cu celulele
melanomului B—16 si apoi tratati cu mAb BAT-1, au fost transferate la soarecii recipienti. Soarecii
20 recipienti au fost infectati cu celulele tumorale ale melanomului B16 sau 3LL. Cum este ardtat in
tabelul 12 mai jos, transferarea adoptiva a splenocitelor de la soareci imunizati cu BAT-1, s-a indus
un regres al tumorilor la soarecii recipienti. Tratamentul cel mai eficient a fost obtinut la
transplantarea a 10° splenocite de la soarecii infectati cu celulele melanomului B16 si peste 14 zile
injectati cu BAT-1 la soarecii-recipienti cu tumori. Cum se vede in tabelul 12, in acest caz, a fost
25 obtinuta eliminarea completa a celulelor melanomului B16 si un regres considerabil al tumorii 3LL,
care se manifestd in numarul metastazelor si in greutatea plamanilor.
Aceste rezultate au demonstrat c¢i splenocitele soarecilor infectati cu B16 si tratati cu BAT-1,
prezinta un efect antitumoral impotriva B16 si 3LL. Astfel se poate presupune cd BAT-1 amplifica
mecanismele celulare efectoare nespecifice. Mai mult decat atat, prezenta tumorilor a facut posibila

30 amplificarea generatiei celulelor-efectori, induse cu BAT-1.
Tabelul 12
Regresul tumorii induse prin transferarea adoptiva (a)
Soareci infectati cu tumoare (recipienti)
B16 [ 3LL
Grupa Nr. splenocitelor transferate
donatorului
1077 1078 1017 1078
Nr. Metas. | Greut. plam. Nr. Metas. Greut. pldm. | Nr. Metas{ Greut. pldm. Nr. Metas. | Greut. plam.

A. netratati >250 1.09+0.9 (e) >250 1.1240.04 >250 1.05+0.16 >250 1.12+0.16
B. tratati cu | 8910 0.6720.04 28+4.3 0.41£0.19 | 134+15 0.87+0.29 13419 | 0.7740.31
BAT (b) (d)
C. injectati cu 444 0.32+0.01 0£0.0 0.31+0.01 36429 0.34+0.06 2.6£1.1 0.36+0.03
B16 si tratati
cu BAT (¢)

a. Splenocitele de la trei grupe de soareci (A, B, C) au fost injectate i.v. la soareci-recipienti
35 peste 14 zile dupd infectare.
b. Splenocitele au fost transferate de la soareci peste 20 zile dupd injectie i.v. cu BAT (10
mg/soarece).
¢. Item (b), dar soarecii au fost infectati cu melanom B16 14 zile inainte de administrarea de
BAT.
40 d. Numérul mediu al metastazelor pulmonare +SD de la trei soareci.
e. Cantitatea medie a greutatii plamanilor (g) +SD de la trei soareci.
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(57) Revendiciri:

1. Anticorp monoclonal imunostimulator sau un fragment de acest anticorp ce leagd un
antigen, care, legandu-se cu celulele B limfoblastoide, induce proliferarea si activarea limfocitelor
sangelui periferic, asigurd efectul antitumoral.

2. Anticorp monoclonal imunostimulator sau fragment, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ci posedd caracteristicile anticorpului monoclonal secretat de linia celulard
a hibridomului, depozitat in Centrul National de Culturi Microbiologice, FR (CNCM) sub nr. 1-
1397.

3. Anticorp monoclonal imunostimulator sau fragment, conform revendicarii 1,
caracterizat prin aceea ci este secretat de linia celulard a hibridomului, depozitat in CNCM sub
nr. 1-1397.

4. Procedeu de obtinere a anticorpului monoclonal sau a fragmentului indicat in
revendicarea 1, care include imunizarea animalului cu un imunogen, dezvoltarea ulterioara a reactiei
imune la animalul imunizat, extragerea limfocitelor B de la animalul imunizat, cresterea,
imortalizarea si selectarea liniilor celulare, caracterizat prin aceea ci imunogenul se selecteazd din
grupul constituit din celule B limfoblastoide, celule B limfoblastoide lizate sau preparate
membranoase din ele si se efectueaza selectarea liniilor celulare secretdnd anticorpi care leaga
imunogenul, capabile de a induce proliferarea §i activarea limfocitelor sangelui periferic si care
produc efect antitumoral la animalele afectate de tumoare.

5. Linie celulard imortalizata care secreteazd anticorpul indicat in revendicarea 1.

6. Linie celulard imortalizatd, conform revendicdrii 5, care constituie linie celulard de
hibridom.

7. Linie celulard, conform revendicdrii 6, care secreteazd anticorpul cu caracteristicile
anticorpului secretat de linia celulard a hibridomului, depozitat in CNCM sub nr. 1-1397.

8. Linie celulard, conform revendicdrii 6, care este linia celulard a hibridomului, depozitat
in CNCM sub nr. 1-1397, ce secreteaza anticorpul monoclonal imunostimulator sau fragmentul
indicat in revendicarea 1.

9. Metoda de tratare a maladiilor, care include administrarea unei cantititi eficiente de
anticorp monoclonal, caracterizatd prin aceea ci in calitate de anticorp monoclonal este utilizat
anticorpul indicat in revendicarea 1.

10. Metoda, conform revendicdrii 9, caracterizatd prin aceea cd maladiile constituie
cancer.

11. Metodd, conform revendicirii 9, caracterizata prin aceea ca anticorpul monoclonal
imunostimulator posedd caracteristicile anticorpului monoclonal secretat de linia celulard a
hibridomului, depozitat in CNCM sub nr. 1-1397.

12. Metodd, conform revendicirii 9, earacterizatd prin aceea ci anticorpul monoclonal
imunostimulator este secretat de linia celulard a hibridomului, depozitat in CNCM sub nr. 1-1397.

13. Comporzitie farmaceuticd, ce include in calitate de ingredient activ anticorp
monoclonal §i umpluturd fiziologic acceptabild, caracterizati prin aceea ca in calitate de
ingredient activ este utilizat anticorpul indicat in revendicarea 1.

14. Comporzitie farmaceuticd, conform revendicarii 13, caracterizati prin aceea ci este
folosit anticorpul monoclonal imunostimulator, posedand caracteristicile anticorpului secretat de
linia celulara a hibridomului, depozitat in CNCM sub nr. 1-1397.

15. Comporzitie farmaceuticd, conform revendicarii 14, caracterizatid prin aceea ¢i este
utilizat anticorpul monoclonal imunostimulator secretat de linia celulard a hibridomului, depozitat
in CNCM sub nr. 1-1397.

16. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 13, caracterizati prin aceea ci
suplimentar contine un agent care sporeste activitatea limfocitelor citotoxice, aditiv sau sinergetic
fata de anticorp.

17. Substanta proteicd cu care se leagd specific anticorpul indicat in revendicarea 1.

18. Substantd, conform revendicdrii 17, care are masd moleculard de 48-50 kDa potrivit
datelor electroforezei cu gel.
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