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SLOAN-KETTERING INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH

"PROCESSO PARA 4 PREPARAGAO DE COMPOSIGOES PARA O TRATAMENTO
DO CANCRO UTILIZAIDO ANTI-CORPOS MONOCLONALS
CONTRA GANGLIOSIDO GD3 coM IL-2"

Sumério da invencao

0 anticorpo monoclonal, ou & sua porgéo F(ab’)2,
egspecifico para o gangliosido GD3 estimula a prolifraccggo de
linfbécitos em células T humanas.

Este efeito tembém demonstra a indugéo de recep-
tores IL-2 e de secrecdo IL-2 pelos linfécitos, assim como
um aumento na percentagem de células de GD3+' Este efeito de
estimulacdo das células T & aumentado por IL-2 exbgeno, PHA

e PMA.

Descricéo resumida dos desenhos

A Pigura 1, representa a coloragao R24 de timoci
tos, timo fetal, glnglios linfhticos de adultos e linfdei-
tos. A Pigura 2 representa a cromatografia em camada fina e
o rastreio densitométrico de preparagoes de gangliosidos.

A Pigura 3 representa e inibigdo da reactividade
do mAB R24 pelos gangliosidos purificados.

A Figura 4 representa a proliferacao de linfoci-
tos E ¥ com R24.

A Figura 5 representa o efeito mitogénico de di-

ferentes concentragoes de R24.
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A FPigura 6 representa uma anélise, em citometro
de fluxo, de celulas E * estimuledas pelo anticorpo anti-CD3
(OKT-3) ou R24.

A Figura T representa o efeito do PHA do mBA anti
-célula T e PMA sobre a proliferagBo de células B +_induzida

pelo mAB R24.

Membria descritiva

Descricfo Pormenorizada dos Desenhos

Figure 1

Coloracfo imunofluorescente de timo fetal (a-c)
e génglio linféatico adulto (d) com mAB R24. O mAB R24 reage
com os timbcitos nas areas sub-corticais (a) em torno dos va-
sos sanguineos (b) e proximo dos corplisculos de Hassal (c).
O mAB colora aglumerados de linfbcitos nas &reas paracorti-

ceis (d). Amplificac8o original, 200x.

Figura 2

Cromatografia em camade fina e rastreio densito-
métrico de preparacdes gangliosidicas. a) Estimularam-se cé-
lulas E 7 com mAB R24 (100 pg/ml) durante 5 dias (pg = micro-
grama)., Efectuou-se uma preparagao de gangliosido de melano-
ma (KBL) a partir de um tumor metastésico de melanoma recen-
te a partir de génglios linféiticos axilares. b) Rastreio den-
sitométrico da cromatografia de camade fina em a) ’

Rastreio de uma preparacéo de gangliosido de células

Rastreio de uma calha normalizada GDB' A seta designa o pico

do GDB'
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Pigura 3

Inibicdo por gangliosidos purificados da reacti-
vidade do mAB R24 contra uma preparag8o de gangliosidos pro-
venientes de células E T nBo estimuladas. As barras represen

tam um desvio padrao.

Piguras 4

Tempo de decurso da proliferag@o dos linfoécitos
de E ¥ na presenca (e) ou auséncia (o) de mAB R24 (100 pg/
/ml).

A proliferacdo foi medida pela libertagao de 3u-
-timidina, conforme descrito a seguir. Apresentam-se os re-
sultados como & média e os 100% de uma série de experiéncias
independentes (e o desvio padréo e o acumulado da libertagéo
de 3H-—timidina dos meios de controlo estava dentro dos 10%

de valores médios).

Figura 5

Efeito mitogénido de diferentes concentragoes
de mAB R24 (Fig. 5a) ou fragmentos F(ab’)2 de mAB R24 (Fig.
5b). Os resultados apresentam-se como a libertagéo de 3H-ti-
midina durante 1 a 5 dias de cultura. Cada ponto representa
o meio de culturas triplicadas. Os 100% da série est&o com-
preendidos nos 15% da média. A Figura 5a representa a proli-
feracio de células E ' na auséneia de anticorpos (meio de
controlo). As concentragoes de mAS R24 ou de fragmentos
F(eb’)2 de mAB R24 encontram-se representadas na Figura:

(200) = 200 pg/ml; (20) = 20 pg/ml; (2) = 2 Pg/ml.
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Figura 6

Anélise por citometria de fluxo de células E +
estimuladas com o anticorpo anti-CD3 (O0KT-3) (2,5 mg/ml) ou
de mAB R24 (100 pg/ml). Incubaram-se &as células E * no ini-
cio das culturas (dia O) ou no dia 5 das culturas, com mAB
R24 (10 pg/lO6 células), seguindo-se & incubag@o com imuno-
globuline de cabra-anti-murganho marcada com FITC (GAMIgFITC)
Anslisaram-se as células com um FACS IV. A: Coloragéo com
mAB R24 + GAMIgFITC de culturas estimuladas anti-CD3 (OKT=3)
(18% de células R24%) (dia 5) ou coloragdo com apenas
GAMIgFITC (controlo). B: Intensidade de fluorescéncia de cé-
lulas E ¥ coradas com mAB R24 + GAMIgFITC no dia O (9,9% de
células R24¥) e no dia 5 (44% de células R247) da cultura.
A intensidade de fluorescéncia apresenta-se numa escala lo-

garitmica.

Figura T

Efeitos de PHA, anticorpos monoclonais enti-cé-
lula T (anti-CD2, anti-CD3, anti-CD8) e PLA sobre a prolife-
racdo de ~élulas E * iniuzida pelo mAB R24, A proliferagdo
induzida apenas pelo mAB R24, conforme medida pela liberta-
¢cao de 3H—timidina, apresenta-se a 100% e corresponie a
63426 + 4729 cpm. As concentracbes de miB R24 foram de 100
pg/ml, PHA a 1% (v/v), OKT-3 250 pg/ml, OKT-11 1 pg/ml e
OKT-8 1 pg/ml, Piik 5 ng/ml. Nediu-se a proliferag@o no 59
dia de culture. Os resultados das experiéncias que se efec-
tuaram nos dias 3 e 7 da cultura apresentaram o mesmo diagra
ma das experiéncias realizailas no dia 5.

Os gangliosidos s&o uma classe de glicosfingoli-
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pidos que contém grupos oligossacéridos sialilados ligados a
uma estruture de nficleo lipidico. Apesar de n&o se conhecer
a funcéo exacta dos gangliosidos, tem sido sugerido que de-
sempenham uma funcdo na sinalizagg@o e reconhecimento celula-
res [Hekemori, S (1981) "Ann. Rev. Biochem." 30 : 733; Yu,
R.K. e outros (1984) "Adv. Exp. NMed. Biol." 174 : 87/. Tém-
-se considerado os gangliosidos especificos como receptores
de virus /Markwell, M.A.K., e outros (1981) "Proc. Natl.
Acad., Sci. USA"™ 78 : 5406; Bergelson, L.D. e outros "Eur. J.
Biochem." 128 : 467 (1982); Suzuki, Y. e outros (1985) "J.
Biol. Chem." 260 : 13627 e de toxinas /Fishman, P.H., (1982)
"J., Membr. Biol." 69 : 85/. Outras provas sugerem que O0S
gangliosidos podem modificar as funcoes do receptor de cres-
cimento e alterar a afinidade destes receptores /Bremer, E.G.,
e outros (1984) "J. Biol, Chem." 259 : 6818; Bremer, E.G. e
outros (1986) "J. Biol, Chem.," 261 : 2434; Lacetti, P., e
outros (1984) "Adv. Exp. Med. Biol" 174 : 35%/. Tem-se pres-
tado especial atencé@o & relacéo entre os gangliosidos e o
crescimento e diferenciacé&o de células de origem neuro-ecto-
dérmica. Por exemplos os gangliosidos podem induzir a proli-
feracgdo de células nervosas (los neurdnios), aumentar a for-
mag8o de neurite /Ferrari G. e outros (1983) "Brain Res."
284 : 215; Tsuji, S. e outros (1983) "J, Biochem." (Tokyo)
94 : 303; Nekajura, J. e outros (1986) "Biochem. Bioplis.
Acta." 876 : 65/ e facilitar & sdesf@o das células nervosas
[Blackburr, C.C., ¢ outros (1986) "J. Biol. Chem." 261 :
: 2873/.

Provas experimentais sugerem que os gangliosidos

e os enticorpos que se dirigem contra os gangliosidos podem
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influenciar tembém as células do sistema imunolbgico /Mercus,
D.M. (1984) "Mol. Immunol." 21 : 1083 Whisler, R.L., e ou-
tros (1980) "J. Immunol."™ 125 : 2106; Merrit, W.D. e outros
(1984) "Cell. Immunol."” 89 : 1/. Descobertas recentes demons-
traram que & ligac&o da subunidade B da téxina da cblera ao

G da superficie celular pode induzir a proliferacéo de ti-

M1
mbcitos de ratos /Spiegel, S., e outros (1985) "Science"

230 ¢ 1285/ e que os anticorpos monocloneis dirigidos contre
o dissialogangliosido GD3 pode aumentar a resposta dos linfo-
citos aos mitogénios /Hersey, P. e outros (1986) "Aust. NZ.
J. Med." 16 : 1527, Uma vez que estes resultados sugeriram
que a ligag8o a gangliosidos especificos pode modular o cres-
cimento de células linfociticas, calculou-se o efeito nas cé-
lulas linfbéides dos anticorpos monoclonais para os gangliosi-
dos GD2’ GD3 e GMZ' Trabalhos anteriores demonstraram que os
anticorpos monoclonais contra estes gangliosidos reagem prin-
cipalmente com tipos de células derivadas da neuro-ectoderme
/Real, F.X., e outros (1985) "Cancer Res." 45 : 440l; Seito,
M., e outros (1985) "Biochem. Biophys. Res. Comm." 127 ¢ 1j
Natoli, E., e outros (1986) "Cancer Res." 46 : 4116/. No es-
tudo presente, demonstra~-se que os anticorpos para o GDB'tam-
bém reagem com um subgrupo de timdcitos de feto humano e com
subpopulagéo de linfbécitos nos génglios linféticos e no san-
gue periférico. A ligagé@o polivalerte de anticorpos monoclo-
nais anti—GD3 e de fragmentos P(ab’)2 para 1linfbcitos T, ac-
tive uma subpopulacg&o de células GD3 positivas, induzindo =
producdo de IL-2, a expressdo de receptores para o IL-2 e a

proliferacéo celular.
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Os exemplos seguintes servem para ilustrar a pre-
gente invencg@o sem & limitar aos exemplos especificos. Os
equivalentes est8o, teambém, englobados no &mbito da presente

invencéao.

Materiais e Métodos

Anticorpos Monoclonais e IL-2

Demonstrou-se gue os anticorpos monoclonais de
murganho (mAB) R24 (IgG3), 05 (IgG3) e K9 (Igk) reagem com o
GD3 [bippold, W., e outros (1980) "Proc. Natl. Aced. SCI.
USA"™ 77 : 6114; Rekel, C., e outros (1982) "J. Exp. led.
155 : 11337. O mAB 3F8 (IgG3) de murganho (uma revelagéo do
Dr. Nai-Kong Cheung, Case-Western Reserve University, Cleve-
land, Ohio) reconhece o gangliosido Gy, /[Saito, M., e outros
(1985) "Biochem. Res. Comm."™ 127 : 1/; O mAB 10-11 (IgM) de
murganho, reconhece o Gy, [Natoli, E., e outros (1986)"Cancer
Res." 46 : 4116/ e o mAB F 36/22 (IgG3) de murganho resage com
uma glicoproteina de peso molecular elevado da superficie ce-
lular, espressa pelas células do carcinoma da mema, mas nao
pelas células linfdides [Papsidero, L.D., e outros (1984)
"Cancer. Res." 44 : 4653/. O miB R24 foi utilizado como so-
brenadante de hibridoma ou foi preparado a partir de ascite
de murgenhos portadores de tumores de hibridioma. Purificaram-
-se as preparacdes de mABs R24, 378, C5 e F 36/22 de ascites,
por precipitacdo com uma solucéo saturada de sulfato de amd-
nio que se adicionou para proporcionar a concentracao final
de 35% (p/v). Para purificagao adicional fez-se a aplicacéo
das preparazbes do anticorpo IgG3 a uma coluna de proteina 4

em "Sepharose" (Pharmacia, Inc., Piscataway, KJ) e eluiu-se
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com tempd@o de citrato O,5M/NeCl 0,15 M, & pH 4,0. As fracgoes
de proteina eluida passaram através de uma coluna de "Sepha-
dex G25 M" (Pharmacia, Inc.) e eluiu-se com uma solugéo sali-
na tamponada com fosfato (PBS), a pH 6,0. Os anticorpos mono-
clonais OKT-3, OKT-4, OKT-6, OKT-8 e OKT-11, conjugados ou
nao conjugados com FITC, foram adquiridos em "Ortho Diagnos-
tiecs Systems" "Raritan, NJ). Os anticorpos OKT-3 e OKT-8 e
OKT-11 foram intensamente dislisados antes de se utilizarem
em ensaios de proliferagéo.

Os receptores enti-IL-2 dos anticorpos monoclo-
nais marcados com FITC e Leu-2a, Leu-3a e Leu-4 conjugados
com ficoeritrina (PE) foram adquiridos ne "Becton-Dickinson,
Inc. Monntainview, CA", O IL-2 recombinante foi amavelmente

cedido por "Cetus" (Emeryville, CA).

Producao de Fragmentos F(ab?)?2

Os mABs R24 ou 3F8 purificados em citrato de s6-
dio 0,05 N/cloreto de sbdio 0,15 X, a pH 4,0, foram digeri-
dos com pepsina a 3700, durante 5 minutos. Utilizou-se pepsi-
na em uma quentidade que proporcionassse a obteng&o da propor-
c8o enzima: Anticorpo de 1 : 33, em peso. Interrompeu-se a
reacg8o adicionando um terco do volume de Tris 3k, a pH 8,6,
0 produto da dicest&@o foi eluido sobre uma coluna de proteinsa
A em "Sepharose" (Pharmacia, Inc.), equilibrada previamente
com PBS, & pH 7,0. Recolheram~se os frazmentos F(ab’?)2 e
armazenaran-se a 4°2, 4 electroforese em gel com dodecil-sul-
fato de sbiio/poliacrilanida (SDS/PAGE) sob condi:Oes de nao
redugédo, revelou ume banda Gnica de 122000 deltons. A colo-

Tageo por imunofluorescéncia de un peinel de linhas de célu-
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las R-24-positivas e R24-negativas (11 R24" de melanomas e
11 R24~ de carcinomas) confirmou que a especificidade das
preparacoes de F(ab’)2 de R24 foi a mesma da globalidade de
TgG R24. '

Coloracdo de Tecidos Normais'

Obtiveram-se os ganglios linfaticos humenos adul
tos histologicamente normais, a partir de espécimes de pato-
logia cirfirgica de pacientes sem cancro, ao fim de 1 - 2 ho-
ras apds ressecgéo. Obtiveram-se os espécimes de timo fetal
a partir de abortos escolhidos., A idade gestacional do feto
foi determinada por medidas do perimetro cefélico, perimetro
pélvico e de peso. Mergulharam-se os tecidos em isopentano,
previamente arrefecido em azoto liquido, embeberam-se no com
posto OTC em criomoldes (Miles labs, Inc. Naperville, IL) e
armazenaram-se & 7000.

As reacgles de tecido de corte criostatico (4-8
micra de espessura) utilizaram-se néo fixas ou fixas com acg
fona a 4-8°C, durante 10 minutos. Coaram-se as secgbes de
tecido por imunofluorescéncie indirecta ou métodos de pero-
xidese, conforme descrito antes /Cordon-Cardo, C. e outros
(1986) "Int. J. Cancer" 37 : 667/. Resumidamente, fez-se &
incubacé@o das secgles de te.ido em soro supressor de cabra
(10% v/v) durante 20 minutos e depois em enticorpo primério
durente 1 hora. Utilizou-se o mAB R24 em concentragdes com-
preendidas entre 20 - 40 pg/ml sob a forma de sobrenadante
de hibridoma ou de ascite de murgenho purificada. Para colo-
racdo por imunofluorescéncia, fez-se a incubag&o das secgdes

durante 45 minutos com um anticorpo secundario marcado por
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fluorescéncia anti-IgG de murganho (Cappell Labs, Cochranvil
le, PA) e examinou-se com um microscdpio equipado com epi-
fluorescéncia com uma lampada de mercirio de 100 watts. Para
coloracgao com imunoperoxidase, os tecidos foram tratados com
0,01% de H202 em PBS durante 10 minutos, fez-se o bloqueio
com soro supressor e procedeu-se & incubacéo com o anticorpo
primério, conforme descrito antes. Os anticorpos secundérios
foram conjugados com peroxidase de rabano bravo ("horseadish
peroxidase") (Ortho Diagnostics, Inc. Rariten, NJ). Utilizou
-se a diaminobenzidina como um cromogénio. Apds coloragéo,
as seccoes foram entrastadas com hematoxilina e procedeu-se

& montagem.

Células Mononucleares do Sangue Periférico

Separarem-se as células mononucleares do sangue
periférico (PBLC) de doadores humanos, por centrifugacéo em
gradiente de densidade num "Ficollhypaque" [Boynm, A., (1976)
"Scand. J. Immun." 5 (Suppl. 5) : 27. Lavaram-se as células
trés vezes em meio RPLI 1640 enriquecido com 2 mii de L-glu=~
tamina, 50 U/ml de penicilina, 50 Fg/ml de estreptomicina e
10% de soro de feto de bovino inactivado pelo calor (FBS).

Conservaram-se as célules neste meio durante to-
dos os procedimentos de incubacao e lavagem subseguentes.

No sentido de se recolherem as células aderentes,
fez-se & incubzcéo de até 3 x 107 PRLC durante 90 minutos e
37°C em 5% de 002 num volume total de 10 ml, em recipientes
de cultura de tecidos "Falcon 3003" (Falcon Labware Div.,
Becton - Dickinson, Oxnard, CA). Separaram-se as células n&o

aderentes rodando cuidadosamente os recipientes e pipetando



lentemente o meio. Laveram-gse os recipientes trés vezes com

o meio e recolheram-se as células aderentes utilizando uma
espétula de borracha. A fracg@o de células aderentes continha
mais do que 90% de mondcitos/macrofagos, conforme se verifi-

cou por colorag@o com alfa-naftil-acetato-estearase,

Separacgo dos Linfbcitos T

Para isolar as células T, tingiram-se de cor-de-
-rosa as PBMC nao aderentes, com gldbulos vermelhos de ove-
lha tratados com neuraminidase, de acordo com um método modi-
ficado por Weiner e outros /Weiner, I.S., e outros (1973)
"Blood" 42 : 939/. Esta fraccéo continha menos do que 2% de
mondcitos/macrdfagos e mais do que 90% de células que reagi-
ram com o anticorpo monoclonal OKT-3. Esta populacéo celular

designa-se por : "células E'",

Anélise dos Antigénios de Superficie dos Linfbdcitos

Para ensaios indirectos de imunofluorescéncia,
fez-se a incubacao de 106 PBMC em 0,1 ml com diluicdes apro-
priadas do anticorpo monoclonal n&o conjugeio, durante 30 mi-
nutos em gelo, lavaram-se trés vezes com PBS/2% de albumina
de soro de bovino (BSA) frio e, depois, fez-se a incubacéo
em gelo com 0,1 ml de ume diluigé&o a 1 : 40 de anti-IgG
F(ab?)2-FITC do murganho desenvolvida na cabra e purificadas
por afinidaie (Ceppel Lab. Cochranville, P4). Para duas anh-
lises de cor, lavaram-se mais trés vezes as células e incu-
baram-se com 0,02 ml de anticorpo monoclonal marcado com Pb,
durante 30 minutos em gelo., Lavaram-se as células trés vezes

e ajustaram-se para uma concentragéo de 1 x 1O6 células/ml
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para anélige por citometria de fluxo. Determinou-se a fluo-
rescéncia de contraste testando com enticorpos de murganho
de controlo (edequadamente marcados) em vez do anticorpo de
ensaio. Para fluorescéncia directa, fez-se a incubagao de

lO6

célules durante 30 minutos com o anticorpo monoclonal di-
rectamente conjugado com FITC, laveram-se trées vezes e fez-
-Se uma nove suspenséo pare anélise,

Analisaram-se as células por citometriz de fluxo,
utilizando um citofluorografo H-50 (Ortho Diagnostic Systems,
Inc. Raritan, NJ) ou um FACS IV (Becton-Dickinson). Gerou-se
um citograma de fluorescéncia verde segundo um &ngulo recto
em funcdo de um angulo de dispers@o desfasado com avango, no
sentido de demarcar a vizinhanga da regifio com interesse
(isto &, para diferenciar as células linfociticas, monociti-
cas e granulociticas) e exzcluir os detritos celulares e as
células moribundas. Quando se utilizou o citofluordgrafo
H-50, instalou-~-se na vizinhanca das células linfociticas um
laser Qe idces de drgon sintonizado para 488 nm na vizinhanca
da regifo demarcada. A partir desta regigo demaracada gera-
ram-se histogramas de fluorescéncia verde (FITC). Para fluo-
rescéncia a duas cores, determinou-se e analizou-se a fluo-
rescéncia verde (FITC) em funcd@o da vermelha (PE). Analiza-
ram-se para cada histograme um minimo de 10 00C célules e
determinou-~se a percentagem de células positivas por compa-
ragao com a marcaceo pelo anticorpo de controlo. Estimaram-
~-se os dedos utiligzando um sistema computarizado "Data Gene-

rel", modelo 2150,



Ensaios de Proliferacao

Faz-gse & incubacf@o separada de células PBMC ou
EY em micro-recipientes de cultura em triplicado (Costar
3595 placas, Costar Inc. Cambridge, IIA) na presencga ou auség
cia de mAB R24., Outros factores avaliados nos ensalos de pro-
liferac@o englobam o IL-2 recombinante (Cetus Corporation),
fito-hemaglutinina (PHA) (Gibco Labs, Grend Island, NY),
forbol-miristato-acetato (PLA) (Sigme Chemicals, St. Louis,
¥O0), e proteina A (Pharmecia, Inc.). Em determinados momen-
tos certos, removeram-se 100 pl de sobrenadante de cada reci-
piente para se ensaiar a actividade IL-2. Em momentos especi-
ficos, as culturas triplicadas foram batidas durante 4 horas
em 3H-timidina (0,5 pCi/recipiente, New England Nuclear,
Boston, MA) e mediu-se a libertacao de 3H—timidina conforme
descrito antes /Welte, K., e outros (1933) "J. Immunol"

131 : 23567,

Ensaio Para a Actividade IL~2

Para os ensaios de IL-2, utilizou-se uma linha
de celulas citotdxicas T de murganho dependentes do IL-2,
conforme descrito antes /Welte, K., e outros (19383) §BR£§7°
Neste ensaio uma unidade de actividade & equivalente a ume
unidede de actividade do padrao IL-2 do programa "Biologicel

Response Modifier", Nationel Institutes of Health.

Lise Nedida por Complemento das Células Positivas R24

Ajustaram-se as células gt pare uma concentracgéo

6

de 10° células/ml. Fez-se & incubacio das células E¥ & tempe-
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ratura ambiente com diferentes concentragdes de mAB R24 (100,
10, 1 pg/ml) durante 1 hora, lavaram-se e incubaram-se com
ume fonte de complemento (soro humano, previamente rastreado,
jiluido a 1: 8 em meio tamponado com Veronal) a 37°C durante
2 horas. Lavaram-se trés vezes as células e fez-se nova sus-
penséo para utilizagf&o em ensaios de proliferacéo., Trataram-
-ge as células de controlo com PBS, seguindo-se apenas a fon-
te complementar ou com mAB R24 (100 pg/ml) seguindo-se o meio

tamponado com Veronal sem fonte do complemento.

Preparacéo e Avaliasc8o dos Gangliosidos

Purificou=-se o GD3 a partir de tecido de melano-
ma humano e purificou-se o GD2 a partir de cérebro humano,
conforme descrito a seguir. O GMl foi adquirido em Sulpeco,
Inc. (Bellafonte, PA). Preparou-se o GM2 por tratamento do
G,

M
University of Michigan, Ann Arbor, NI) conforme descrito por

1 com beta-galactosidase (do Dr. George W. Jourdian,

Cahan e outros[nghan, D.L., e outros (1982) "Proc. Natl.
Acad. Sci. USA"™ 79 : 7629/. Verificou-se a pureza das prepa-
ragoes gangliosidicas mediente cromatografia de camade fina.
Isolaram-se os glicolipidos por uma modificagéo
do método descrito por Saito e Kahamori /Saito, T. e outros
(1971) "J. Lipid Res."™ 12 : 257/. Resumidemente. homogenei-
zaram-se as células em clorofbdrmio: metanol (C:K) a 2 : 1 e
extrairem-se num volume 100 vezes superior de C:ll, Filtrou-
-se o0 homogeneto e tornou a extrzir-se duas vezss em C:k,
primeiro a 1 : 1, depois a 1 : 2. Evaporaram-se os filtrados
num evaborador rotativo, acetilaram-se, fez-se o desenvolvi-

mento numa colunsa de florisil, desscetileram-se e fez-se &
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diélise em HQO durante 24 horas. Depois, fez-se uma nova eva-
poragéo e suspenséo da emostra em C : M : HY0 (30:60:80) e
aplicou-se a uma coluna de "Sephadex-DZAE" (Pharmacia, Inc.)
equimibrada com C ¢ ¥ : 0,8 M de acetato de sbddio (30:60:8).
Para anélise por cromatografia de camada fina,

activaram-se placas de gel de silica (Ansltech, Newark,
Delaware), aquecendo-as a 100°C durante 1 hora. Utilizou-se
N-propanol : hidrdxido de ambnio : H2O (60:95:11,4) para de-
senvolver as cromatografias. Apds o solvente ter migrado

) 12 cm a partir da origem, secaram-se as placas ao ar, colocé-
ram-se em estufa durante 10 minutos a 120°C, arrefeceram-se
atée & temperatura ambiente e aspergiram-se com resorcinol-
-HCl. Avaliou-se a densitometria utilizando um cromatbgrafo

de camada fina Shimaden C5 - 930 (Kyoto, Japan).

Imuno-Ensaio ligado a Enzimas para a Reactividade do mAB com

08 Gangliosidos

Colocaram-se as preparacoes gangliosidicas a par-
tir de células BT em placas de microteste (Bellco Glass, Inc.
Vineland, NJ). Seceram-se as placas 2o ar durante duas horas
e fez-se o bloqueio com BSA a 1%, durante 2 horas. Fez-se a
incubagdo de 20 pg/ml de mAB R24 con diversas concentragles
de preparagbes gangliosidicas durante 2 horas, e, depois,
adicionzram-se &s placas de microteste e fez-se a incubacgéo
durante uma hora & temperctura embiente. Laversm-se trés ve-
zes as placas e fez-se a incubacaéo durante 45 minutos com
anti-IgG de murganho conjugada com fosfatase szlcalina (Sigma
Chemical Corp., St. Louis, Li0) diluida a 1 : 200, Lavaram=-se

as placas e fez-se a incubagg&o com substracto de dietanolami-
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ne durante 20 minutos =& 37°C. Aveliou~-se a reactividade num

leitor "Artec Systems Corp.", modelo 210 (Farmingdale, NJ).

Radio-imunoprecipitacao e Marcacao de Western

Testou~-se a capacidade do mAB R24ﬁpara reagir com
entigenos de proteina ou de glicoproteina de células E' ndo
estimuladas ou de células E¥ estimuladas com mAB R24 (100
Fg/ml). Prepararam-se extractos a partir de células EY solu-
bilizadas com detergentes (em NP-40 a 0,05%, 0,01 M de Tris,
pH 7,5, 0,15 M de NaCl e 2 mi de MgCl,), ou a partir de ex-
tractos tratados por ultra-sons de preparages de membrana
solubilizades em SDS a 2% (p/v). MAarcaram-se os extractos
com 1251 pelo método da cloramina T /Greenwood, F.C., € ou-
tros (1963) "Biochem. J." 89 : 114/, Fez-se a incubagdo du-
rente 1 hora do miB R24 anti-HLA A, B, C, anticorpo W6/32
[Barnstable, C. J., e outros (1978) "Cell" 14 : 9/, OKT-3
ou anti-soro de controlo (soro de murganho normal) com ex-
tractos marcados e anti-IgG de murganho desenvolvida no coe-
lho, a 4OC, seguindo-se a imunoprecipitagfo com proteina A
er1 "Sepharose" (Pharmacia, Inc.), conforme descrito antes
[Lloid, K.0. e outros (1981) "J. Immunol." 126 : 2408/.
Eluiram-se os imunoprecipitados com SJS a 2% e analisiram-se

em geles a 9% em SDS/PAGE.

Efectuou-se & marc:~Zo de Western conforme des-
crito [Towbin, H. e outros (1979) "Proc. Natl. Acad. Sci.
USA"™ 76 435Q7. Separaram-se os extractos por SDS/PAGE e
transferiram-se para nitrocelulose (Schleicher e Schuell,

Keene, NH) ou membrenas "Zeta Probe" (BioRad Labs, Richmond,

.~

hed
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CA) durante 1,5 ~ 3 horas a 70 V (230 mA) com arrefecimento.
Secaram-se as membranas, incubaram-se com mAB R24, seguindo-
-ge anti-IgG de murganho desenvolvida na cebra, marcada com
peroxidase de rébano bravo e desenvolveram-se com diamino-
-—benzidina/Hzoz.

Os exemplos seguintes servem pare ilustrar a in-
vengéo e nao se pretende que esta fique limitada & especifi-

cidade dos exemplos.

Exemplo I

0 mAB R24 reage com Timbcitos e Linfbdcitos

Descobriu-se que o mAB R24 reage com sub-popula-
¢oes de células nos tecidos do timo de trés fetos de 12 - 14
semanas de idade. Os timbcitos R24" estfo localizados nas
éreas sub-cordicais e nos aglomerados na vizinhanca dos va-
sos sanguineos e dos corplsculos de Hassal (Figura la - c).

Observaram-se resultados idénticos nos tecidos
tingidos por técnicas de imunofluorescéncia e imunoperoxide-
se. No sentido de confirmar que o mAb R24 reagia com os ti-
mocitos, tingiram-se 4 micro-seccles consecutivas com mAbsS
R24 ou OKT-6; demonstrou-se que as células R24+ reagem com
o mercador de timdcitos OKT-6. Nos Ganglios linféticos deri-
vados de adultos saudaveis o mAb R24 tingiu pequenos cachos
de linfocitos na vizintenca dos vasos sanguineos, nas areas
interfoliculeres e pericorticais (Figura 14).

O mAb R24 reagiu com 13,9 + 5,5% (desvio padréo
S.D.) da PBMC de 13 individuos saudéveis (intervalo de 7,4 -

- 24,3% de células positivas R24). 4 anélise por citometris

AN

™ 3

.
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de fluxo bicolor para o PBMC demonstrou que o mAb R24 reagiu
com & sub-populagdo de linfdcitos T, Nas restantes células T
derivadas do sangue periférico de 13 pessoas saudaveis, o
mAb R24 reagiu com 14,8 + 5,7% (S.D.) de células cp3t (inter
valo de 5,0 - 25,5%) com 20,1 + 11,7% (S.D.) de células CD8"
(intervalo de 7,0 - 44,0%) e com 14,0 + 6,7% (S.D.) de célu-
las T CD4T (intervelo de 6,0 - 29,7%).

Exemplo IT

0 mAb R24 Reage com o Gangliosido GD3 nos Linfécitos T

Para confirmar que o mAb R24 reagiu melhor com o

G do que com outros comporentes da superficies das células

D3
T, demonstrou-se que o deteminante antigénico detectado pelo
mAb R24 possu{a as caracteristicas de um gengliosido. A re-

actividade do mAb R24 com as células B destruiu-se tratando
previamente as células alvo com neuraminidase e etanol, con-
sistente com as propriedades de um :licolipido sililado mas,
nao foi afectada pela protease e pela tripsina. Demonstrou-

-se que 0 GD3 era um componente gengliosidico menor das pre-
paracdes glicolipidas &cidas de células EY do sangue perifée-
rico estimuladas com mAb R24 durante 5 dias (FPigura 2z). Nas
células ET estimuladas, o GD3 constitui 3 - 5% los ganglio-

+ .- .
nao estimu-

sidos totais (Figura 2b), enquanto &s células E
ledas contém niveis inferiores de GDB’ 0 mAb R24 reagiu com
uma fraccao gangliosidica puriiicada dsrivade das celulas T
do sangue periféerico e esta reactividade foli especificamente

inibida por GD3 purificado, mas nao por GK2’ GKB ou GD2

(Figura 3). Estes resultados demonstraram que o mib R24 de-
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tectou o gangliosido GD3 nas células T e que o mAb R24 néo
reagiu com os outros gangliosidos presentes na preparagéo de
células T. Finalmente, o mAb R24 nfo reagiu com os componentes
proteioos des células EY do sangue periférico, por anélise de mar-
cacdo de Western ou por radio-imunoprecipitagéo dos extrac-

tos marcados com 125; pelo método da cloramina T,
Exemplo IIT

O mAb R24 Induz a Proliferacéo de Linfécitos ET

Descobriu-se que o mAb R24 estimula o crescimen-
to de células PBEC e de células EV. A cinética da libertacéo
da 3H-timidina pelas células cultivadas na presenca de
100 pg/ml de mAb R24 encontra-se representada na Figura 4.

A proliferac@o méxime ohservou-se decorridos 5 a 7 dias de
estimulaggo. A Figura 5a representa o efeito de diversas con
centracoes de mAb R24 sobre a proliferacéo de células EY en-
tre 2 e 5 dias de cultura. Observou-se a resposta de prolife
racdo dependente da dose em todos os pontos testados. Uma
concentragéo de 20 pg/ml proporcionou um acréscimo significa
tivo na libertacgo de 3H-—timidina sobre o meio de cultura
(em cultura apenas no meio) em todos os dias testados. Para
concentragdes t2o baixas como 2 pg/ml, o mib R24 ainda pro-
duziu um acréscimo detectavel ns proliferacgio.

Para determinar que & estimulagéo das células T
era devida especificamente &0 anticerpo jue reasge com GD3’
ensaiou-se um segundo anticorpo IgG3 (mib C5) e dirigiu-se
um anticorpo Ighi (mAb K9) contra o GDB' hAmbos os anticorpos

anti-GD3 induzirem a proliferacgéo de células T (Tabela 1)
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(& proliferacfo induzida pelo mAb C5 foi idéntica aos resul-
tados com o mAb R24)., Os anticorpos monoclonais que reconhe-
cem outros gangliosidos, incluindo um IgG3 contra o GD2 e um

Igk contra o G,.,, néo estimularam as células T. De modo idég

M2
tico, um IgG3 de controlo (mAb F36/22) que n&o reconhece gen
gliosidos nem reage com células T, nao estimulou as PBMC ou
es células Et. Excluiu-se a possibilidade de os anticorpos
ou substancias de contaminacdo (por exemplo, proteine A) se-
rem responséveis pela estimulacéo de células T. O mAb R24
preparado por diversos métodos induziu niveis ideénticos de
proliferacio de células E¥ em concentracSes proteicas equi-
valentes. A estimulac@o foi produzida por sobrenadentes a
partir do hibridoma R24, de ascites n&o purificadas de mur-
ganhos portadores de hibridoma R24 e de ascites purificadas
por precipitagf@o com sulfato de ambnio com ou sem cromatograe
fia por afinidade de proteina A (Tabela 1). A prdpria protel
ne A induziu spenas uma proliferacfo minima de células EY
(2379 + 145 cpm, libertagéo de J4-timidina ao 5° dia com

5 pg/ml de proteina A).
Exemplo IV

Os Fragmentos F(ab’)?2 de R24 estimulem as Célules T

Para excluir a possibilidade do mhb R24 estimu-
lar as células T através da porgéo Tc da molécula, isolaram-
-se fragmentos F(ab’)2 de miB R24 pc: digestdo com pepsina.
A Figura 5b demonstra & libsrtacdo de 3H-timidina das PBLC
durente a estimulac8o para diferentes concentracdes (2, 20

e 200 pug/ml) de fragmentos F(ab’)2 de mhb R24. A incubagéo
p &x
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de células com fragmentos F(ab’)2 de um anticorpo monoclonal
IgG3 de controlo, mAb 3F8 (anti—GDz), ngo produziu acréscimo
na proliferacg@o. O nivel de proliferacéo durante a estimula-
céo com fragmentos F(ab’)2 foi de metade do nivel da prolife
rac8o induzida pela mesme concentragéo de moléculas de anti-
corpo R24 intactas /por exemplo, 30 000 cpm para 200 Pg/ml

de mAb R24 total contra 18 000 cpm com 200 pg/ml de F(ab?)2/.

Exemplo V

O mAb R24 Induz a Producéo de IL-2 e a Expressao do Receptor

para IL~2

Detectou~-se & producdo de IL-2 durante a estimu-
lacgo de célules EY pelo mAb R24, nume cultura de sobrenadan
tes entre o 12 e o 52 dias (Tabela 2). Pelo 79 dia n&o havie
IL-2 mensurével nos sobrenadantes da cultura. O tempo decor-
rido para a producso de IL-2 foi diferente do da indug&o por
outros mitbgenos em que se produz IL-2 durante os primeiros
dias de estimulacéo /Welte, K., e outros (1983) "J. Immunol."
131 : 2356/. A Tabela 2 pormenorize & percentagem de células
gt positivas receptoras de IL-2 até ao 72 dia em cultura.
Detectou-se a expressdo do receptor IL-2 por ensaios com &n-
ticorpo monoclonal, mes néo se distinguiram os receptores
de elevada afiniiade e de baixa afinidade, Os resultados de
trés experiéncias independentes efectuedas com células E"
de trés doadores szudaveis diferentes, demonstraram gque a
percentagem de células positivas receptoras de IL-2 subiu
desde menos do que 3% inicialmente até aproximadamente 50%

pelo 7¢ dia.
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Exemplo VI

A Egtimulacgo pelo mAb R24 Aumenta a Proporcéo de Células R24

A estimulac8o de células E' e de PBNMC com o mAb
R24 produziu um acréscimo na percentagem de células R24+.
Anélises sequenciais de células Et estimuladas por citome-
tria de fluxo demonstraram que a proporcdo de células rR247
subiu significativamente entre o 52 e o 72 dias (Tabela 1 e
Figura 6). Na figura 6 apresenta~se a intensidade de colora-
céo imunofluorescente de células estimuladas pelo mAb R24.
A intensidade de coloracao foi heterogénea; contudo, a colo-
rag8o mais brilhante apds estimulagéo observou-se, em grande
extensg8o, nas células semelhantes a blastos quando se anali-~
saram por O + e se dispersou a 90O por citometria de fluxo,
sugerindo que foi a populagago de linfbcitos R24 positiva que
estava a proliferar e a expandir-se durante a estimulacgo.
A emnélise das PBMC originou percentagens idénticas de célu-
las positivas R24 : 26% no 2¢ dia, 33% no 32 dia, 36% no 5¢
dia e 39% no 79 dia. Quendo se utilizou como estimulador o
anticorpo anti-CD3 (O0KT-3), & percentagem de células R247

ngo aumentou durante os 5 dias de cultura (Figura 6).
Exemplo VII

A Mitogenicidade Inluzide pelo mAb R24 Depende da Presenca

de Células R247

A depleccdo de células R247 & partir de célules
gt por lise com o mAb R24 e complemento humano originou uma

redug8o na proliferacio induzids pelo mib R24 (Tabela 3). O
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grau de diminuig8o na proliferagéo estava relacionado com &
concentragdo de mAb R24 utilizada para a lise intermédia com
plementar e com a proporcéo das restantes céluleas rR24% da
cultura. Quendo a lise das células R24" estave virtuslmente

completa, houve uma anulagéo completa da estimulagao de célu

las ET pelo mib R24.
Exemplo VIII

A Proliferacao Induzida pelo mhAb R24 Ocorre em Culturas com

Depleccao de Macrdofagos

0 mAb R24 induziu estimulacso equivalente nas
culturas de PBMC contendo 10 -~ 20% de macrdofagos e culturas
de células E¥ com depleccéo de macrdfagos (confirmado por
anglise de citometria de fluxo) conforme medido pela expres-
séo dos receptores IL-2 e pelo nivel de proliferac@o celular
(Tabela 4). O PHA e o anti-mAb CD3, dois mitogénios que exi-
gem células acessorias, nao estimularam estas culturas o
com depleccao de macrdofagos. Quando se adicionaram novamente
macréfagos as células ET (até 5% e 10% do nfmero finsl de cé
lulas), néo houve alteracéo na indugBo de proliferacfo pelo

mAb R24 (Tabela 4).

Exemplo IX

Efeitos de Outraes Celulas T Nitozénicas ou Co-estimuladas na

Estimulacéo Induzida nas Células T peloc mib R24

Aveliou-se a influéncia potencial de outras cé-
lulas T, que se demonstrou serem mitogénicas, na proliferac&o

de células T induzida pelo R24, A Figura 7 apresenta os re-
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sultados de experiencias representativas (ao 52 dia de cultu-
re). 0 PHA em concentracoes de 1% (v/v) aumentou eproximada-
mente 1,5 vezes a proliferacéo de células EY induzida pelo
R24, embora o PHA & 1% apenas seja minimemente mitogénico
(menos do que 10% do nivel de proliferacdo @atingido com PHA
a 1% na presenca de macrdfagos). A estimulacgéo com-anti-CDB
(OKT-3) também esté dependente da presenca de macrdfagos. O
anti-CD3 em concentragbes de 2,5 ng/ml, 25 ng/ml e 250 ng/ml
n&o aumentou nem inibiu & estimulacéo de células EY com de-
pleccg8o de macrdfagos, induzida pelo R24 (Figura 7).

0 anti-CD2 (OKT-11) n&o induziu a estimulacéo de
células EV quando utilizado sbzinho, mas o anti-CD2 inibiu a
proliferac@o induzida pelo mAb R24 (60% de inibigéo a 1 pg/ml
e 33% de inibicao a 100 ng/ml) (Figura 7). O anti-CD8 (OKT-8),
que pertence & mesma sub-classe do anti-CD2 e do anti-CD3 e
&€ conhecido por inibir a producgdo de IL-2 e a proliferacéo
induzida pelo enti-CD3 /Welte, K., e outros (1983) supre/ nEc
inibiu nem aumentou a estimulagzao pelo mAb R24, O éster de
forbol, PMA, um potenté activedor da proteoquinase C
[Nishizuka, ¥ (1986) "Science" 233 : 305/ e um co-estimulador
pera & proliferacg&o induzide pelo anti-CD3 nas células T, com
depleccdo de mondeitos /Hara, T., e outros (1935) "J. Exp.
Ned." 161 : 641/ aumentou em mais 3o dobro & proliferacéo
injuzidae pelo R24 (Figure 7). A& proliferacao induzida pelo
mib R24, conforme medida por libertacgo de 3H-timidina, fol
o resultado da producggo de IL-2 e de expressao do receptor
IL-2 (Tebela 1), Pare se testar se o IL-2 exbgeno poiia au-
mentar a proliferac@o iniuzida pelo mib R24, adicionou-se

IL-2 recorbinente (100 U/ml) & culturas estimuladas pelo
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mAb R24., Conforme se apresenta na Tebela 5 o IL-2 exbdgeno au-

mentou substancielmente a proliferacéo de células E+, quando

comparado com a estimulacgao feita apenas pelo mAb R24,
Exemplo X

Demonstra-se na Taebela 6 seguinte nue & proteinsa
A (material recombinente de Pharmacia Corp., Piscataway,
K.J.) também aumenta a prolifcracéo de células T e pode ser-

vir com um agente estimulador, conforme indicado.
Tabela 6

Efeito da Proteina A na Proliferacao de Linfbcitos

Proliferacgo (libertacéo de JH-timi-

dina no 39 dis de

cultura)
Meio 65 cpm
R 24 (100 pg/ml) . 17443 cpm
Proteina A (5 pg/ml) 2426 cpm
Proteine A (0,5 pg/ml) 1558 cpm

Em referéncias anteriorés demonstrou-se que o
dissialogangliosido GD3 esté expresso nos tipos de células
derivadas da neuro-ectoderme, incluindo melanbcitos, células
de medula adrenal, glia, neurdmios e nas cé&lulas dos ilhfus
do pancreas [Real, F.X., e outros (1985) "Cancer Res."

45 : 44017. Com a descoberta de que o GD3 se exprime por uma

sub-populagéo de timbecitos e linfbcitos do sengue periférico,
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o) GD3 junta-se & uma classe de antigénios partilhados pelas
células da neuro-ectoderme e pelas células do sistema imuni-
tario. Uma vez que embas as linhagens sao sbundantes em célg
las cuja juncgéo priméria & a comunicagBo célula a célula, &
possivel que o GD3 possa desempenhar um papel crucial.na si-
nalizacéo celular nestas vias de diferenciacgo. No estudo
actual, demonstra-se gque a ligacdo ao GDB induz a activagao
das células T, incluindo a expressdo dos receptores IL-2, a
producgo de IL-2 e & proliferaggo celular. Podem estimuler-
-se as células T por IgM, IgG e fragmentos F(ab’)2 que rea-
gem com o GDB’ Estes resultados sfo consistentes com a inter
pretagéo de que a unifo e as ligecles cruzadas do GD3 sobre
a superficie das células T conduzem & um sinal pare activa-
cao.

Como o soro contém GDB’ é possivel que o GD3 da
superficie dos linfécitos seja o resultado de adsorgdo pas-
siva.

Contudo, diversas linhas de evidénciea sugerem
que o GD3 & sintetizado activamsnte pelas célules T. Em pri-
meiro lugar, o GD3 & expresso selectivamente em niveis ele-
vados por apenas umea pequena sub-populacio de células T em
vez de o ser por uma ampla populacdo de células. Bm segundo
luger, o nlmero de células T que exprimem o GD3 aumenta
substanciulmente em cultura de tecidos n- presenge de anti-
corpos anti-GD3. Em terceiro luger, o GLB pode detectar-se
nes células T de linhes celulares leucémicas assim como em
células linfbciticas leucémica: recentes. Deronstrou-se, a
este respeito, que o nivel de expresséo de GD3 pelas linhas

celulares Cil. de células T leucémicas, aumenta jurante a es—

f’i’
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timulacfo com o éster de forbol, PiA /Kignebi, K. e outros
(1986) "Cancer Res," 46 : 3027/.

Demonstrou-se que os gengliosidos interferem nos
sinais e receptores que influenciam o crescimento e diferen-
ciac8o celulares. Descobriu-se que adicionando exogenamente
gangliosidos &s c&lulas em crescimento se altera a afinidade
de ligacéo dos factores de crescimento pare os seus recepto-
res e se afecta o estado de fosforilac8o da tirosina dos re-

ceptores dos factores de crescimento /Bremer, E.G. e outros

(1984) "J. Biol. Chem." 259 : 6818; Bremer, E.G. e outros

(1986) "J. Biol. Chem." 261 : 2434/. Diversas moléculas gli-
coproteicas da superficie das células T, podem ser interme-
diarias na activagéo das células T, incluindo o receptor
IL-2, o complexo molecular Ti/CD3 e o antigénio CD2 /[Weiss,
M.J. e outros (1984) "Proc. Natl. Acad. Sci. USL" 8l : 6836/,
A activagfo por estes receptores exige, geralmente, células
auxiliares receptoras positivas Fc, tais como macrdfegos e
componentes soltiveis (por exemplo, IL-1) ou PMA /Hara, T. e
outros (1985) "J, Exp..Med." 161 : 641/. Uma excepgdo & o
receptor CD2 que se expressou permaturamente nas células T
em diferenciagé@o no timo /kKener, S.C. e outros (1984) "Cell"
36 ¢ 837/. A activagdo por ligagéo a GD3’ tal como a activa-
cdo mediada por CD2, nZo parece depender 7> células auxilia-
rese Apesar da diversidede de receptores da superficie celu-
ler disponiveis pars activegfo supbe-se que existem apenas
vies limitaias disponiveis por transducfo de sinais no inte-
rior des células /Nishizuke, Y. (1986) "Science" 233 : 305;
Imboden, J.B, e outros (1985) "J. Exp. Med." 161 : 446/,

Nédo & evidente que a ligac8o do Gpy pelo miB inicie a acti-
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vag8o ao nivel dos conhecidos ligantes receptores superfici-
ais ou através de um complexo receptor separado ainde n&o
identificado. Diversas referéncias sugeriram que os ganglio-
sidos extracelulares podiam ligar o IL-2, inibindo assim a
proliferagéo de linfécitos induzida por um mitogénio /[Robb,
R.J. (1986) "J. Immunol"™ 136 : 971; Parker J., e outros
(1984) "FEBS letters" 170 : 391/. Neste caso, os gangliosidos
podem competir contre a reactividade IL-2, por remocaoc ou
inactivagao de IL-2. Para além da sua possivel reactividade
com & molécula IL-2 solfivel, Robb e outros /Robb, R.J. (1986)
"J. Immunol." 136 : 971/ demonstraram que os gangliosidos s&o
susceptiveis de diminuir a express@o do receptor IL-2 (anti-
génio Tac) nos blastos induzidos por PEA. Estes resultados
sugerem que os gangliosidos celulares podem estar envolvidos
na supressao da expressdo do receptor IL-2 das restantes cé-
lulas T. Neste modelo, a ligagZo de IL-2 ou de anticorpos a
gengliosidos criticos nas células T, poderé&o permitir a ex-
pressao total dos recepﬁores IL-2., Isto também poderé ser
compativel com a observacéo de que o IL-2 seja susceptivel
de regular muito bem o seu prbéprio receptor /Reem, G.H. e
outros (1984) "Science" 225 : 429; Welte, K. e outros (1984)
"J. Exp. Med." 160 : 1390/ e que um efeito proeminente do
mAb R24 nas células seje a inducéo da expressZo dos recepto-
res IL-2, Isto também & suportado pelo acréscimo substancizl
na proliferac¢égo de células EY estimuledes pelo mib R24 na
presenga de IL-2 exbgeno (Tebela 5). A estimulzofo daz célu-
las T pelos anticorpos anti-GD3 pode ser sumentada por IL-2

ex6geno, PHA e PlA, mas ndo pelo mAb anti-CD3. 4 inibicdo da
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activacdo mediada pelo GD3 pelos anticorpos monoclonais para

CD2 sugere que o GD3 pode estar associado com a molécula CD3,

mas existem outras explicagoes possiveis para esta descober-
ta, por exemplo, desregulagi@o da activagdo mediada por CD3
por ligagéo a CD2 /iener, S5.C. e outros (1983) "Science"

222 : 1239/. Pensa-se que as células T de GD3+ Ssejam essen-
ciaeis para a activagfio inicial pelo mib R24 uma vez que & de-
plecgao desta populacdo anula a resposta proliferativa. Embo-
ra seja possivel que a estimulacéo possa conduzir so recrute-
mento de celulas GDB- numa populagao GD3+ y € mais verosimil
que a activacao pelo anti-GD3 conduza & expansao do agregado

GD3+ das células T : 1) as céelulas T GD3+ s80 necessérias

para estimulag&o; 2) a expansdo do agregado GDB+ e consti-
tuida essencialmente por células semelhantes a blasto, em
proliferacéo; 3) a estimulagao por outros mitogénios tais co-
mo o PHA ou o anti-CD3 ndo conduz & um acréscimo maior na
proporcao de cilulas GD3+ (Figura 6). Experiéncias com linhas
de céelulas T GD3+ e GD3- clonadas ajudardo a clarificar este
ponto e permitir&o uma an&élise funcional das células T GD3+'
As experiéncias demonstram que o mAb R24 reage com os 1linfd-
citos T3 e que a populacido em proliferacao em culturas esti-

muladas por R24 englobam uma mistura de linfbécitos T4 e T8,

O mAb R24 pode aniquiler as células alvo por
citoxicidade meiiade pelo complemento e citoxicidaie celu-
ler dependente do suticorpo. Cox base ne reactividaie restri-
ta e nos efeitos citotbéxicos do mAb 24 in vitro, iniciou-se
uma experiéncia clinice preliminer para avaliar o mib R24 no

tratamento de pacientes com melanomes metastésicos Houghton,



-3 = ¢

AN. e outros (1985) "Proc. Natl. Acad. Sci. USA"™ 82 : 12427.
A infusfo intravenosa de mAb R24 induziu sineis clinicos e
sintomas de inflamac¢8o0 na vizinhanca dos tumores e Tegresséo
ou desaparecimento das lesGes em alguns pacientes. Foi evi-
dente que o tratamento com o mAb R24 produzig deposicéo e in-
filtrac8o complementer de células T (cD3*/cD8*/Ia®) nos tu-
mores. Apesar de diversas propriedades biolbgicas do mib R24
poderem contribuir peras a sua actividade anti-tumor, a funcéo
potencial de activag@o das células T & particularmente intri-
gante, Este ponto de vista & suportado pela descoberta de que
as células T se infiltram em tumores em regresséo apds trata-
mento com R24, mas nao em biopsias de tumor antes do trata-
mento. Além disso, os clones de células citotdxicas T foram
confirmados a partir de um paciente tratado com R24. Estes
clones de células T aniquilam especificamente as células de
melanoma do mesmo individuo e n&o tecidos normais ou melano-~
mas aldgenos. A possivel activac@o de células T nos pacientes
tratados & um assunto complexo, uma vez que o mAb R24 pode
tambeéem proporcioﬁar a lise das células T alvo ne presenca de
complemento humano e abolir, assim, a estimulacdo de células
T (Tabela 3). A capacidade do mAb R24 para efectuar a lise
das células hospedeiras, pode explicar parcialmente a obser-
vagdo de que as regressdes de tumor apenas foram genericamen-—
te verificadas apdés o tratamsnto com doses reduzidas, mas nfo
com doses elevades de mhAb R24 [Houghton, A.I., e outros
(1985) "Proc. Natl. Sci. USA"™ 82 : 1242/. Seréd possivel in-
vestigar esta quest@o, uma vez que os fragmentos F(ab?)2 de

mAb R24 podem estimular as células T mes ngo medeiam e lise

/

-
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do complemento (P. Chapman, observagao nao publicada). Inves
tigar-se-80 os fragmentos F(ab’)2 numa experiéncia clinica
com o objectivo de avaliar a sus funcso potencial no trata-
mento do cancro.

H& ume teoria que admite que uma "ponte" mAb tal
com um brago 1o mAb R24 se liga &s células T e as activa en-
quento um breco diferente de mAb se liga ao tumor efectuando
a aniquilacédo.

A proteina 4 recombinante & outro agente de esti
mulac@o. Para o tratamento io cancro apenas, pode injectar-
-se Proteina A por vis intravenosa ou pode remover-se o san-
gue de um corpo e passé-lo por proteina A e, depois, efectu-
ar a re-infuséo (ex vivo). Em qualquer dos casos de modelos
enimais observou-se regressao dos tumores.

Ser& mais aconselh&vel o uso de PHA ou PLA em
tratamento ex vivo conjuntamente com IL-2 e/ou R24.

Também se observou a possibilidade de utilizar
fragmentos F(ab’)2 iqterligados com fragmsntos Fc¢ de imuno-
globulina humana num anticorpo quimérico o qual pode influén
ciar a toleréncia melhorada para o mAb R24, em pacientes.
Deste modo, & possivel estimular cada uma das células T di-
rectemente in vivo, as gquais s&o depois oriéntadas para o
tumor, ou pzra estimular as ctlulaszs T de un paciente, no ex-

terior do corpo, conforme demonstr

Y

do antes, e, depois, in-
b b R L]

Jecter estes célules estimulaias pare sfectuar & ci:oxici-

2

ade Jo tumor em conjunto com o IL-2, Proteina A, k24, etc.,
adicionedos.
O intervalo de tratamento com IL-2 varia aproxi-

medemente entre ume dose reduzida inferior a 1 milhZo de uni
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dades até uma dose elevada superior a 3 milhoes de unidades

de IL-2. Considerz-se um intervalo médio quando varia aproxi
q P 1

mademente entre 1 - 3 milhoes de unidedes de IL=2,
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Tabela 1

Anglise da Estimulacgo de Celulas T por Anticorpos Monoclo-

nais Contra Gangliosidos

MADb Incorporacsao de 3H-timidina

NAD Concentracéo (CPM + SD)
rogl 100 pg/ml 28497 + 6501
r24l 30 pg/ml 5390 + 536
R24 sobrenadante

de hibridoma 30 pg/ml 4899 + 951
k9 (Igk, anti-Gp,) 100 pg/ml 10777 + 3982
10-11(Igk, enti-Gy,) 100 pg/ml 565 + 186
3F8(IgG3, anti—GD2) 100 Fg/ml 610 + 79
F36/22(1gG3 controlo) 100 pg/ml 1137 + 55
Meio - 733 + 415

1 . C s .
Purificsdo a partir de ascite

2 5 dias em culture
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Tabela 2

Produggo de IL-2, Receptor de IL-2 e Expressso de GD} pelas

Células EY estimulades com MAb R24

Dia Producao Célules Positivas Células
de de IL~2 Receptoras de IL=~2 R24"

Estimulagdo  (U/ml#SD)' (% Positive + 5D)! (% Positiva)

0 0 3 9,9°
1 1,4+1,2 6,6+2,0 15,9
2 1,3 12,8+8,0 21,6
3 0,9+0,3 22,3+11 25,9
5 0,7+0,5 38,9+7,5 44,02
7 ' 0 49,7+4,5 43,0

1 - Resultados de 3 experiéncias independentes (com excepgeo
de uma Gnica medicdo de produgio de IL-2 no 29 dia) uti-

lizando o mhb R24 (100 pg/ml) pere estimulecBo.

2 - Também apresentedo na Figura 6
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Tabela 3

Proliferacio das Celules ™ induzids pelo R24 apos Depleccdo

Intermédia Complementar de Células R24+l

Células E¥ Tratadss com Células B Apbs Tratamento

r24% Libertacdo de 3H—timidina

(CPM)
R24(100 pg/ml) + Complemento <1 55 36
R24(10 pg/ml) + Complemento 3 320 1729
R24(1 pg/ml) + Complemento 7 977 4138
Apenas Complemento 15 4942 31330
Apenas R24(100 ug/ml) 15 4656 25069

1 As células BT foram tratadas com ou sem mAb R24/comple~
mento (ver "Materials and Kethods"), ensaiadas pars unme
percentagem de células R247 e depois estinulaias com

mib R24(100 pg/ml) .



Tabela 4

Efeito da Depleccio de Macrofagos ne Prolifereco de Celules

E' induzida pelo R24

Incorporacao
Fracgago Celular de 3H-timidina
(CPK)

Exp.]

E* 7235 + 775

EY + 5% Macrofagos 5341 + 729

EY + 10% Macréfagos 7486 + 1301
Exp., 2

gt 15076 + 631

PBNC 12240 + T10

1 - 3 dias de cultura estimulada com mAb R24 (100 pg/ml).
Apresentam-se os resultedos como média e desvio padrao

de culturas tripliceias.
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’ + .
Efeito do IL-2 Bxbgeno na Proliferacto de Celulas B Induzida

pelo mAb R24

Dia de R24 Aumento
Estimulacsao R24 Sozinho + IL-22 Vezes
3 17672 + 325 27710 + 2356 1,6

5 25069 + 1041 104402 + 2038 4,2

7 16667 + 2442 98007 + 10373 5,9

9 4461 + 930 45573 + 2443 10,2

1 - IAb R24 100 ps/ml

2 - MAb R24 100 pg/ml mais IL-2 100 U/ml. A libertacao méxima

de 3H-timidina na presencza de IL-2 apenas foi de

2536 + 11705 CPL’ no 79 dia de culture.

Os resultados apresentam-se como média e desvio padrso

de culturas triplicadas.
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"REIVINDICACOES

— ———— - o T —_—— T - — Y i T —— L ——

1.- Processo para a preparacao de composigoes para o tra-
tamento do cancro em seres humanos, e susceptiveis de induzir a
activagao de células T, caracterizado por se incorporar um anti-
corpo monoclonal que reage imunologicamente com gangliosido G

D3
junto com IL-2 em guantidades fisiologicamente activas.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado por o anticorpo monoclonal incluir o anticorpo IgG ou IgM.

3.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracteriza-

do por se incorporar o fragmento F(ab')2 do referido anticorpo

monoclonal.
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4.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado por se incorporar um anticorpo monoclonal escolhido no grupo

gue consiste em R24 K9 e C5.

5.- Processo de acordo com a reivindicagao 4, caracteri-
zado por se incorporar a porgao F(ab')2 do referido anticorpo mo-

noclonal.

6.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do por a activagao de células T ser caracterizada pela expressao
de receptores de IL-2, produgado de IL-2, proliferacao de células e

aumento nas células T de GD +.

3

7.- Processo para a preparagio de composigoes para o tra-
tamento do cancro em seres humanos, em que as referidas composicoes
sao susceptiveis de activar células T, caracterizado por se incor-
porar um inticorpo monoclonal gue reage imunclogicamente com gan-
gliosido GD3 junto com proteina A, em guantidades fisiologicamente

activas.

8.~ Processo para a preparagdo de composicbes para o trata-

mento do cancro em seres humanos, em que as referidas composicoes
sao susceptiveis de activar células T, caracterizado por se incor-
porar um anticorpo monoclonal cue reage imunclogicamente com gan-

gliosido GD3 junto com PMA ou PHA eX vivo em quantidades fisiolo-



gicamente activas,

Lisboa, 13 de Novembro de 1987
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RESUMO

"Processo para a preparagao de composigOes para o tratamento
do cancro utilizando anti-corpos monoclonais contra gan-

gliosido GD3 junto com IL-2"

Presume-se que os gangliosidos de superficie das células
interveém no crescimento e diferenciagao das células. Assim a pre-
sente invengao, que utiliza anticorpos monoclonais dirigidos con-
tra Gpy, um disialogangliosido expresso predominantemente por cé-

ljulas de origem neuro-ectodermal, verifica que GD3 €& expresso por

uma subpopulagd@o de células do sistema imunoldgico gue inclui:

1) timocitos fetais em regioes subcorticais e vasos proximos

2) 1infdcitos de nddulos de linfa em areas interfoliculares e
vasos prEximos e 3) um peqguend subconjunto de células T no sangue

periférico. Verificou-se que anticorpos monoclonais de murganho

/ dois IgGs, um IgM e fragmentos de F(ab')2;7 gue reagem com GDB
estimulam a proliferagao de células T derivadas de sangue peri-
férico. Pode aurentar-se, a proliferagao induzida por ligagac &

Gp3 de proteina A, PHA, PMA ou IL-2 exGgeno.

" -
NN

Lisboa, 13 de Novembro de 1987
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