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DESCRICAQ

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE PROFARMACOS

ANTRACICLINICOS E DE COMPOSICOES E DE

ASSOCIACOES FARMACEUTICAS QUE OS CONTEM

LIGADOS A CONJUGADOS ANTICORPO-ENZIMA"

Este pedido de patente de invengdo é uma conti-
nuacdao em parte de um pedido de patente de invengao
norte-americana N¢? 161068, depositado em 26 de Feverei-
ro de 1988 na Reparticao de Patentes e Marcas dos
Estados Unidos da América, pedido esse que ¢é uma
continuacdo em parte do pedido de patente de invengéo
norte-americana N#081382, depositado em 4 de Agosto de
1987.

A presente invengdo descreve novos profarmacos
de antraciclina, um método para a preparagdo destes
profdarmacos e a sua utilizagdo no tratamento de cancro.
Mais especialmente, a presente invengdo permite a
libertacdo de fdrmacos citotdxicos no local de um tumor
mediante a administragdo de um conjugado anticor-
po-enzima especifico desse tumor e que se liga as
células tumorais e a administragdo adicional de um novo
profarmaco que ¢é convertido no local do tumor, na

presenca da enzima ligada ao anticorpo, em um farmaco



citotdéxico activo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A utilizacdo de imunoconjugados para a liberta-
cado selectiva de agentes citotdxicos em células tumo-
rais no tratamento de cancro &€ conhecida na técnica.
A libertacdo de agentes citotéxicos no 1local das
células tumorais é muito pretendida porgue a adminis-
tracao destes agentes origina frequentemente o assassi-
nio de células normais no interior do corpo além do das
células tumorais que se deseja eliminar. Assim, de
acordo com os sistemas de libertagdo de farmacos
antitumor actualmente utilizados, conjuga-se um agente
citotéxico a um anticorpo especifico do tumor para se
obter um imunoconjugado que se liga as células tumorais
e deste modo "liberta" o agente citotdxico no local do
tumor. Os imunoconjugados utilizados nestes sistemas
de conducdo até ao alvo incluem conjugados anticorpo-
-farmaco [veja-se, por exemplo, R. W. Baldwin et al.,
"Monoclonal Antibodies For Cancer Treatment", Lancet,
pp. 603-05 (15 de Margo de 1986)] e conjugados
anticorpo-toxina [veja-se, por exemplo, P. E. Thorpe,
"Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer

Therapy: A Review", em Monoclonal Antibodies 84:

Biological And Clinical Applications, A. Pinchera et

al. (ed. s), pp. 475-506 (1985)].




Nestes imunoconjugados tém sido utilizados quer
anticorpos policlonais quer anticorpos monoclonais
[veja-se, por exemplo, K. Ohkawa et al., "Selective 1In
Vitro And In Vivo Growth Inhibition Against Human Yolk
Sac Tumor Cell Lines By Purified Antibody Against Human
a-Fetoprotein Conjugated With Mitomycin C Via Human

Serum Albumin", Cancer Immunol, Immunother., 23, pp.

81-86 (1986) e G.F. Rowland et al., "Drug Localisation
And Growth Inhibition Studies of Vindesine-Monoclonal
Anti-CEA Conjugates In A Human Tumour Xenograft",
Cancer Immunol. Immunother., 21, pp. 183-87 (1986)]. Os
farmacos utilizados nestes imunoconjugados 1incluem a
daunomicina [veja-se, por exemplo, J. Gallego et al.,
"preparation Of Four Daunomycin-Monoclonal Antibody
791T/36 Conjugates With Anti-Tumour Activity, "Int. J.
Cancer, 33, pp- 737-44 (1984) e R. Arnon et al., "In
Vitro And In Vivo Efficacy Of Conjugates Of Daunomycin

With Anti-Tumor Antibodies", Immunological Rev., 62,

pp. 5-27 (1982)], metotrexato [N. Endo et al., "In
Vitro Cytotoxicity Of A Human Serum Albumin-Mediated
Conjugate Of Methotrexate With Anti-MM46 Monoclonal

Antibody", Cancer Research, 47, pp. 1076-80 (1987)1],

mitomicina C [K. Ohkawa et al., supra], e vindesina [G.

F. Rowland et al., supra]. As toxinas utilizadas nos



conjugados anticorpo-toxina incluem toxinas bacterianas
tais como a toxina da difteria e toxinas de origem
vegetal tais como a ricina [veja-se, por exemplo, F. L.

Moolten et al., "Antibodies Conjugated To Potent

Cytotoxins As Specific Antitumor Agents", Immunol.

Rev., 62, pp. 47-73 (1982)].

Apesar de toda a investigagdo dirigida no
sentido da utilizacdo de imunoconjugados para fins
terapéuticos, sdo evidentes algumas limitagdes asso-

ciadas a estas tentativas de libertagao [veja-se, por

exemplo, M. J. Embleton, "Targeting Of Anti-Cancer
Therapeutic Agents By Monoclonal Antibodies",
Biochemical Society Transactions, 14, pp-. 393-395

(615th Meeting, Belfast 1986)]. Em primeiro lugar, a

grande quantidade de farmaco que é necessdrio libertar
nas células tumorais alvo para assegurar o seu assasi-
nio é frequentemente impossivel de obter devido as
limitacdes impostas pelo nimero de antigénes associados
aos tumores existentes a superficie das células e pelo
‘numero de moléculas do farmaco que se podem ligar a uma
dada molécula do anticorpo. Esta limitagdo tem conduzi-
do a utilizacdo nestes conjugados de agentes citotdxi-
cos mais potentes tais como toxinas de origem vegetal e
ao desenvolvimento de conjugados anticorpo-fdarmaco
ligados a polimeros e possuindo taxas consideravelmente

muito elevadas do fdrmaco [veja-se, por exemplo, P.E.



Thorpe, supra, pp. 475-506 e R. W. Baldwin et al.,
"Design And Therapeutic Evaluation Of Monoclonal
Antibody 791T/36 - Methotrexate Conjugates", em

Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, pp. 215-31

(Alan R. Liss, Inc. 1985)]. Contudo, mesmo com dgrandes
taxas de carga de fdarmaco ou com a utilizagcdo de
toxinas potentes, muitos imunoconjugados exibem ainda
uma actividade citotdxica inferior aos valores o&ptimos
(sub-éptima) e sdo incapazes de assegurar o assassinio
total nas doses em que todos os sitios antigénicos
disponiveis estdo saturados.

Em segundo lugar, confirmou-se que a actividade
citotéxica de um imunoconjugado depende fregquentemente
da sua captagao, mediada pelo anticorpo componente do
conjugado, no interior da célula tumoral [veja-se, por
exemplo, J. M. Lambert et al., "Purified Immunotoxins
That Are Reactive With Human Lymphoid Cells", J. Biol.
Chem., 260 (N® 22), pp. 12035-12041 (1985)]. Esta
internalizacdo é crucial quando se utiliza um conjugado
anticorpo-fdrmaco no qual o fdrmaco possui um sitio de
accao intracelular ou gquando se utilizam conjugados
anticorpo-toxina. Contudo, a grande maioria dos
antigénes associados ao tumor e consequentemente dos
conjugados anticorpo-fdrmaco ou anticorpo-toxina
ligados a esses antigénios, ndo é internalizada. Os

conjugados que sdo internalizados sdo frequentemente



transportados para o lisossoma da célula onde tem lugar
a degradacao do farmaco ou da toxina [veja-se por
exemplo, E. S. Vitetta et al., Science, 238, pp.
1098-1104 (1987)]. Consequentemente, embora um conju-
gado anticorpo-fdrmaco ou anticorpo-toxina possa exibir
excelentes caracteristicas de 1ligagdo ao tumor, é
eventualmente possivel, mesmo assim, gque o conjugado
possua uma utilidade citotdéxica limitada devido a uma
incapacidade para atingir o seu sitio de acgdo no
interior da célula.

Adicionalmente, sabe-se perfeitamente que as
populagbdes de células tumorais séo frequentemente
heterogéneas no que diz respeito a expressido do anti-
gene [veja-se, por exemplo, A. P. Albino et al.,
"Heterogeneity In Surface Antigen And Glycoprotein
Expression Of Cell Lines Derived From Different

Melanoma Metastases Of The Same Patient", J. Exp. Med.,

154, pp. 1764-78 (1981)]. Além disso, demonstrou-se que
as células tumorais antigéneo-positivas podem originar
uma progenitura antigene-negativa [veja-se, por exem-
plo, M. Yeh et al., "Clonal Variation For Expression Of
A Human Melanoma Antigen Defined By A Monoclonal
Antibody", J. Immunol., 126 (N¢ 4), pp. 1312-17
(1981)]. Deste modo, em uma qualquer populacdo de
células tumorais, existird um determinado numero de

células que nao possuem o antigene para o qual um



imunoconjugado particular é especifico. Consequente-
mente, o imunoconjugado ndo sera capaz de se ligar a
estas células e mediar o seu assassinio.

Devido a estes inconvenientes, os sistemas de
libertacdo de fédrmacos ou de toxinas antitumor actual-
mente utilizados tém conhecido um  sucesso limitado,
especialmente quando utilizados para tratamento in

vivo.

Adicionalmente aos imunoconjugados discutidos
antes, tém sido estudados in vitro conjugados anticor-
po-enzima em assoclagao com uma segunda enzima néo
conduzida até ao alvo pelo anticorpo, a fim de
converter um iodeto ou a arsfenamina nas suas formas
téxicas com o objectivo de aumentar a citotoxicidade
mediada pelo anticorpo [veja-se, por exemplo, C. W.
Parker et al., "Enzymatic Activation And Trapping Of
Luminol-Substituted Peptides And Proteins. A Possible
Means Of Amplifying The Cytotoxicity Of Anti-Tumor

Antibodies, "Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72 (N<1), pp.

338-42 (1975) e G. W. Philpott et al., "Affinity
Cytotoxicity Of Tumor Cells With  Antibody-Glucose
Oxidase Conjugates, Peroxidase, And Arsphenamine,

"Cancer Research, 34, pp. 2159-64 (1974)].

De acordo com estes estudos in vitro, a enzima,

glicose-oxidase, liga-se a um anticorpo e é utilizada



em associacdo com uma enzima peroxidase ndo conduzida
até ao alvo pelo anticorpo para converter um iodeto ou
a arsfenamina em um derivado de iodo ou de arsénio
citotoxico, respectivamente. Consequentemente, esta
tentativa exige ndo s6 a condugdo da glicose-oxidase
até as células tumorais alvo pelo anticorpo, mas também
a presenga no local do tumor de dois outros agentes nao
conduzidos até ao alvo pelo anticorpo. A probabilidade
de os trés agentes se encontrarem todos presentes in
vivo no local do tumor ao mesmo tempo é pequena pelo
gue esta tentativa nao tem provavelmente importancia
terapéutica.

A patente de invengdo canadiana N@® 1216791,
concedida a F. Jansen et al., a 20 de Janeiro de 1987,
descreve a conjugacdo a um anticorpo de uma enzima
capaz de libertar ides aménio a partir de substratos.
Nessa patente afirma-se que os ides aménio sao capazes
de potenciar a accdo citotdxica de determinadas
imunotoxinas conduzidas até ao local do tumor pelo
anticorpo.

Finalmente, o pedido de patente de invengao
europeia 84302218.7 descreve um método para o trata-
mento de uma populacdo celular afectada por uma enfer-
midade de tipo tumoral em gque se utiliza um anticorpo
para conduzir um antigene ndo metabolizavel até as

células tumorais. O antigene acumula-se no interior



de pelo menos uma percentagem das células tumorais, que
sdo seguidamente submetidas a lise para libertarem o
antigene no interior de uma matriz ubiqua capturadora
de fibronectina formada no local do tumor. Nesta fase
do método da presente invengdo, administra-se um
ligando contendo iodo que é especifico relativamente ao
antigene fixado & matriz e ao qual se ligarda. O iodo
citotdéxico actua seguidamente de modo a assassinar as
células tumorais naquele local. Neste pedido de patente
de invengao sao divulgadas muitas variantes
alternativas, uma das quais sugere a utilizagao de um
conjugado anticorpo-enzima para conduzir a enzima até
ao local de um tumor e a adigaoc de um substrato nao
letal que a enzima pode converter em um material
citotdxico [veja-se o pedido de patente de invengao
europeia, pp. 34-35]. Contudo, em nenhuma parte desse
pedido de patente de invengao existe qualquer descrigao

do modo de executar esta variante. De modo idéntico,

Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", em
Controlled Drug Delivery (2@ Ed.), Robinson e Lee

(ed.s), p. 639 (1987) sugerem que "os fdrmacos que nao
forem téxicos até serem "activados" por um agente (por
exemplo, uma enzima) localizado no tumor podem
considerar-se mais uma tentativa...".

Até ao momento, contudo, ninguém descreveu ou

sugeriu a forma como esse tipo de abordagem ali
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referenciada pode ser implementada nem ninguém planeou
realmente esta tentativa de conducdo do fdrmaco até ao
alvo.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengcao refere-se aos problemas
anteriormente enunciados proporcionando um método novo
para a libertagdo de agentes citotéxicos em células
tumorais mediante a utilizagdo conjunta de conjugados
anticorpo-enzima e de profdrmacos. De acordo com a
presente invengdo, conjuga-se uma enzima capaz de
converter um profdrmaco de fraca toxicidade ou nao
citotdxico em um fdrmaco citotdxico activo com um
anticorpo especifico de um tumor. Este conjugado
anticorpo-enzima é administrado a um mamifero
hospedeiro efectado por um tumor e liga-se, devido a
especificidade do anticorpo, a superficie das células
tumorais que possuem o antigene tumoral para o gqual o
anticorpo é especifico. O profarmaco ¢ seguidamente
administrado ao hospedeiro e convertido no local do
tumor por acgdo da enzima ligada ao anticorpo em um
farmaco citotéxico mais activo.

A presente invengdo inclui também um método
para a libertagdo de farmacos citotdxicos em células
tumorais nas quais uma série de profdrmacos €& activada

por uma unica enzima ligada a um anticorpo. Adicional-

mente, de acordo com a presente invengao pode utilizar-
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-se uma série de imunoconjugados diferentes, isto ¢&,
anticorpos especificos de tumores e que possuem enzimas
diferentes, para converter diversos profdarmacos
diferentes nas suas formas mais citotdxicas para o
tratamento de tumores. Alternativamente, de acordo com
a presente invencdo pode utilizar-se uma série de
imunoconjugados diferentes em gque a especificidade do
anticorpo componente do conjugado varia, isto &, cada
imunoconjugado contém um anticorpo contra um sitio
antigénico diferente na célula tumoral, para converter
um profarmaco ou diversos profdarmacos em uma forma
citotdxica mais activa.

De acordo com aspectos preferenciais da presen-
te invencao, tém-se utilizado conjugados anticorpo-en-
zima contendo a enzima, uma fosfatase alcalina ("AP"),
em associagdao com um profdrmaco novo, o 4“fosfato de
etoposido ou a 7-(2’-amino-etil-fosfato)-mitomicina ou
uma sua associacdo, para assegurar o assassinio das
células tumorais. De acordo com outra variante da
presente invengdo, utilizou-se um conjugado anticorpo-
-enzima contendo a enzima, a penicilina V-amidase
("PVA") em associagdo com um profdarmaco novo, a
N-(p-hidroxifenoxiacetil)-adriamicina, para assegurar o
assassinio das células tumorais. Ainda um outro aspecto
da presente invencdo diz respeito & utilizagdo de um

conjugado anticorpo-enzima contendo a enzima, citosina-

—

N



-desaminase ("CD"), em associagcdo com o profarmaco, a
5-fluorocitosina, para assegurar O assassinio das
células tumorais.

Os imunoconjugados e os profdarmacos de acordo
com a presente invengao podem ser utilizados em compo-
sicdes antitumor, tais como as que incorporam uma
quantidade eficaz sob o ponto de vista farmacéutico de
pelo menos um imunoconjugado ou de um profdrmaco da
presente invengdo e um veiculo aceitdvel sob o ponto de
vista farmacéutico. Adicionalmente, os imunoconjugados
e os profdrmacos podem ser utilizados em assoclagoes e
métodos para o tratamento de tumores em mamiferos que
incluem a fase de tratamento de um mamifero com uma
quantidade eficaz sob o ponto de vista farmacéutico das
composicgdes de acordo com a presente invengéo.

De um modo vantajoso, a utilizagdo, imunocon-
jugados, profdarmacos, composigdes farmacéuticas e
associacdes de acordo com a presente invengao propor-
cionam um método relativamente simples e directo de
libertacdo de farmacos citotdéxicos em células tumorais,
permitindo o aumento da citotoxicidade selectiva e
evitando ao mesmo tempo os problemas de expressao dos
antigéneos heferogéneos, a internalizacdo de antigéneo-
/anticorpo e a poténcia insuficiente do fdrmaco

inerente as técnicas convencionais de imunoterapia
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dirigidas para o anticorpo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 representa a estratégia utilizada
para a activacdo de profdrmacos em células tumorais que
se unem aos conjugados anticorpo-enzima.

A Figura 2 representa uma andlise em gel de
SDS-poliacrilamida (gel em gradiente de 5-12,5%, nao
redutor) de: (A) imunoconjugado 96.5-AP; (B) imunocon-
jugado L6-AP; (C) AP; (D) anticorpo monoclonal 96.5; e
(E) anticorpo monoclonal L6.

A Figura 3 representa a preparacdo e a hidro-
lise dos profdrmacos fosfato de etoposido e tiofosfato
de etoposido da presente invencgéo.

A Figura 4 representa a cromotografia liquida
de alta resolugdo (HPLC controlada a 254 nm) de: (A)
apenas o 4’-fosfato de etoposido, isto é, na auséncia
de AP ou do conjugado AP-16; (B) apenas o etoposido;
(C) o produto produzido 5 minutos apds a reacgdo do
profarmaco 4’-fosfato de etoposido com AP; e (D) o
produto produzido 5 minutos apds a reacgao do
profarmaco 4’-fosfato de etoposido com o conjugado
L-6-AP da presente invencao.

A Figura 5 é uma representagdo grafica compara-
tiva da percentagem de libertagdo do etoposido ao longo
do tempo por exposigdo do 4’-fosfato de etoposido ou do

4’-tiofosfato de etoposido & fosfatase alcalina.

_— .

=
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A Figura 6 representa a ligacgao comparativa as
células tumorais H3347 dos anticorpos monoclonais L6 e
96.5 e dos conjugados L6-AP e 96.5-AP da presente
invengao.

A Figura 7 representa a ligagao comparativa as
células tumorais H3347 dos anticorpos monoclonais L6 e
1F5 e dos conjugados L6-AP e 1F5-AP da presente
invencgao.

A Figura 8 é uma representagao grafica compara-
tiva do valor percentual das ceélulas tumorais assassi-
nadas em funcdo da concentragdo molar de etoposido ou
do profdrmaco fosfato de etoposido. O grafico revela o
valor percentual aumentado do assassinio que resulta da
reaccao do profarmaco relativamente nao citotoxico quer
com o conjugado L6—-AP quer com O conjugado 96.5-AP da
presente invengao.

A Figura 9 é uma representagdo grafica compara-
tiva do valor percentual da inibigdo da incorporagao de
3H—timidina no ADN das células tumorais H3347 tratadas
com ®: etoposido, O: EP,r}: L6-AP+EP ou M: 1F5-AP+EP. O
grdfico revela o acréscimo de actividade citotdxica
observado quando as células tumorais foram tratadas com
L6-AP e EP comparativamente com a actividade que se

observa ao fazer~se o tratamento apenas com EP.

A Figura 10 apresenta andlises da actividade da

fosfatase em tumores que ndo foram tratados ou que
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foram tratados com os conjugados da presente invengao.
A Figura 10A revela a actividade total da fosfatase em
tumores H3347 ao longo do tempo em murganhos nao
tratados comparativamente com murganhos tratados 24
horas antes com o conjugado L6-AP da presente invengao.
A Figura 10B mostra secgdes transversais de tumores
provenientes de murganhos ndo tratados ou de murganhos
pré-tratados com Lé6-AP ou com 1F5-AP coradas com
hematoxilina e eosina ou com um substrato de AP. As
dreas escuras indicam uma actividade elevada da
fosfatase.

A Figura 11 é uma representagdo grdafica compa-
rativa do volume tumoral ao longo do tempo em murganhos
@: nao tratados ou tratados com O: etoposido, m: EPJIA :
1FS5-AP+EP oud : L6-AP+EP. As setas indicam o inicio do
tratamento com o fdrmaco e, sempre due aplicdvel, os
conjugados foram administrados 18 a 24 horas mais cedo.
O grdfico revela o efeito antitumor pronunciado
observado sob a accdo do tratamento com L6-AP e EP.

A Figura 12 revela as estruturas quimicas dos
derivados de mitomicina utilizados em conformidade com
a presente invengdo, incluindo o novo profarmaco, O
7-(2’-aminoetilfosfato) de mitomicina ("MOP").

A Figura 13 revela a reacgao do MOP com a
enzima fosfatase alcalina ao longo do tempo. A evolugao

da reacgdo foi controlada por HPLC para a libertagao de

A
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MOH que é o derivado alcodlico mitomicinico do MOP.

A Figura 14 revela a ligagdo comparativa as
células tumorais H2981 dos anticorpos monoclonais L6 e
1F5 e dos conjugados L6-AP e 1F5-AP da presente
invencao.

A Figura 15 é uma representagdao grdfica compa-
rativa do valor percentual da inibigdo da incorporagao
de 3H-timidina no interior do ADN das células tumorais
H2981 tratadas comd : etoposido, m: EP,Ck AP+EP, @:
L6-AP+EP ou O: 1F5-AP+EP. O grafico revela o aumento da
actividade citotdéxica relativamente a utilizacdo de
apenas o EP observado quando as células tumorais foram
pré-tratadas com o conjugado L6—-AP da presente
invencgao.

A Figura 16 é uma representacgao grdafica
comparativa do valor percentual da inibigao da
incorporagao de 3H-—timidina no interior do ADN das
células tumorais H2981 tratadas com [] : mitomicina C
(MMC),/\ : MOH, m: MOP, A : MOP+AP, ®: L6-AP+MOP ou O:
1F5-AP+MOP. O grafico revela o aumento da actividade
citotéxica observado quando as células tumorais foram
pré-tratadas com o conjugado L6-AP da presente invengao
seguindo-se o tratamento com o MOP, comparativamente
com a actividade observada gquando se faz o tratamento
apenas com‘o MOP.

A Figura 17 é uma representagdo grdfica compa-
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rativa do valor percentual da inibigac da incorporagao
de 34-timidina no interior do ADN de células CEM trata-
das comAL : MMc,T”J : MOH, m: MOP, &: L6—AP+MOP ou O:
1F5-AP+MOP. Este grafico demonstra a especificidade da
citotoxicidade aumenfada observada na Figura 16 ante-
rior devido ao facto de ndo se observar um aumento
significativo nas células CEM a que falta o antigene
Lé6.

A Figura 18 & uma representagdo grafica compa-
rativa do volume tumoral ao longo do tempo em murganhos
@®: nao tratados (controlo) ou tratados com ®: MOH, 0:
MOP, A : 1F5-AP+MOP ou ®™: L6-AP+MOP. As setas indicam
os tratamentos espacados com fdrmaco e, sempre que
aplicavel, os conjugados foram administrados 18 a 24
horas mais cedo do gque cada um dos tratamentos com O
farmaco. O grafico revela o efeito anti-tumor acentuado
observado no tratamento dos tumores com L6-AP+MOP.

A Figura 19 é uma representacao grafica compa-
rativa do volume tumoral ao longo do tempo em murganhos
@: nao tratados (controlo) ou tratados comQ : MOP/EP,

O: 1F5-AP+MOP/EP ou ®: L6-AP-MOP/EP. As setas indicam

os tratamentos espagados com o farmaco e, sempre Jue
aplicdvel, os conjugados foram administrados 18 a 24
horas mais cedo do que cada um dos tratamentos com O
farmaco. O grafico demonstra o efeito antitumor

acentuado observado no tratamento dos tumores com ©



-18-

conjugado L6-AP da presente invengdo e com uma associa-
cado dos profdrmacos, MOP e EP.

A Figura 20 representa a estrutura quimica de
um profdarmaco da adriamicina da presente invengéao
("APO") e a sua preparagdo a partir da adriamicina.

A Figura 21 é uma representagdo grdfica compa-
rativa do valor percentual da adriamicina libertada ao
longo do tempo na reacgao do APO com A : enzima livre
penicilina V-amidase ou O e tJ : o conjugado L6-PVA da
presente invengdo entre 10 e 100 ug de proteina
total/ml, respectivamente. A evolugdao da reacgéo foi
controlada por HPLC.

A Figura 22 revela a ligagdo comparativa as
células tumorais H2981 do anticorpo monoclonal L6 e dos
conjugados L6-PVA e 1F5-PVA da presente invencao.

A Figura 23 é uma representacgao grdfica
comparativa do valor percentual da inibigao da

3H—timidina no interior do ADN das

incorporagao de
células tumorais H2981 tratadas com ©O: adriamicina
(ADM), ®: APO,A : L6-PVA+APO oud : 1F5-PVA+APO. O
grafico representa o aumento da actividade citotdxica
observada quando as células tumorais foram pré-tratadas
com o conjugado L6-PVA seguindo-se o tratamento com APO
comparativamente com a actividade observada quando se

efectua o tratamento apenas com APO.

A Figura 24 revela a ligagdo comparativa as
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células do linfoma de Daudi dos anticorpos monoclonais
L6 e 1F5 e dos conjugados L6-PVA e 1F5-PVA da presente
invencao.

A Figura 25 é uma representagao grdafica compa-
rativa do valor percentual da inibigdo da incorporagao
de JH-timidina no interior do ADN das células do linfo-
ma de Daudi tratadas com @: ADM, O: APO, m: L6-PVA+APO
oulCl: 1F5-PVA+APO. O grafico revela o aumento da
actividade citotdéxica observada quando as células
tumorais foram pré-tratadas com o conjugado 1F5-PVA
seguindo-se o tratamento com APO comparativamente com o
efeito citotdxico observado guando se efectua o
tratamento das células apenas com O APO.

A Figura 26 revela as estruturas quimicas da
5~-fluorocitosina ("5-FC") e do 5-fluorouracilo
("5-FU"). O composto 5-FC ¢é um profdrmaco que €
convertido em 5-FU de acordo com os métodos da presente
invencgao.

A Figura 27 é uma representagéo grafica
comparativa da quantidade de produto formado ao longo
do tempo durante a reacgdo da citosina (cito) com @:
CD, O: L6-CD ou m: 1F5-CD ou durante a reacgao do 5-FC
com[—]: CD, A : L6-CD ou/\ : 1F5-CD. O produto formado
quando se utilizou a citosina como substrato foi o

uracilo e o produto que se formou quando se utilizou o



composto 5-FC como substrato foli o composto 5-FU. A
evolucao da reacgdo foi controlada por espectrofotome-
tria.

A Figura 28 revela a ligagdo comparativa as
células tumorais H2981 do anticorpo monoclonal L6 e dos
conjhgados L6-CD e 1F5-CD da presente invengao.

A Figura 29 é uma representagao grafica compa-
rativa do valor percentual da inibigédo da incorporagao
de 3H-—leucina no interior da proteina das células
tumorais H2981 tratadas com ©: 5-FU,(] : 5-FC, O:
L6-CD+5-FC ou ®: 1F5-CD+5-FC. O grdafico revela O
aumento da actividade citotdxica observado guando as
células tumorais foram pré-tratadas com O conjugado
L6-CD seguindo-se o tratamento com O composto 5-FC
comparativamente com a actividade observada gquando se
efectua o tratamento apenas com o composto 5-FC.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A presente invencado diz respeito a um método
novo para a libertagdo de agentes citotdéxicos em
células tumorais e proporciona o assassinio selectivo
reforcado destas celulas no tratamento de cancros, tais
como carcinomas e melanomas, bem como de outros
tumores.

De acordo com o método da presente invengao,
administra-se um conjugado anticorpo-enzima a um mami-

fero hospedeiro afectado por um tumor. Este conjugado
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anticorpo-enzima consiste em um anticorpo especifico do
tumor unido a uma enzima que é capaz de converter um
profdrmaco, o qual € menos citotdxico para as células
tumorais do que o fdrmaco inicial, no farmaco inicial
mais activo. Quando introduzido no hospedeiro, o
anticorpo componente do conjugado, o qual reage com um
antigene encontrado nas células tumorais, dirige o
conjugado para o local do tumor e liga-se as células
tumorais. Consequentemente, pode considerar-se gque O
anticorpo liberta a enzima no local do tumor. Introduz-
-se depois no hospedeiro um profarmaco que é um
substrato da enzima que o converte, no local do tumor,
em um farmaco citotdéxico activo. O farmaco ¢€é assim
activado extracelularmente e pode difundir-se no
interior de todas as células tumorais existentes
naquele local, isto ¢é, nas células que possuem O
antigene particular do tumor para as quais o anticorpo
do conjugado é especifico e as quais o anticorpo se
liga bem como nas células que sao negativas para aquele
antigénio mas que apesar de tudo existem no local do
tumor (ver a Figura 1). Consequentemente o método da
presente invencdo vem resolver os problemas actuais da
heterogeneidade antigénica tumoral e a necessidade de
internalizacdo de antigénio/conjugado associada as
técnicas convencionais de 1libertagdo de um fdarmaco

imunoconjugado.
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Por outro lado, uma vez que a presente invengao
ndo exige que o farmaco esteja ligado directamente ao
anticorpo e consequentemente limite a quantidade de
farmaco que pode ser libertada, ndao se coloca o proble-
ma comum da poténcia do fdrmaco no local do tumor. De
facto, o método presente amplifica o© numero de
moléculas activas do farmaco existente no local do
tumor porque a enzima do conjugado ligada ao anticorpo
pode sofrer diversas modificagdes do substrato, conver-
tendo repetidamente o profdrmaco em farmaco activo. Por
outro lado, o método presente ¢€é capaz de libertar o
farmaco activo especificamente no local do tumor sem
libertagcdo noutros tecidos. 1Isto € assim porque a
concentracdo da enzima no local do tumor é superior a
sua concentracdo noutros tecidos devido ao revestimento
das células tumorais com o conjugado anticorpo-enzima.

O anticorpo componente do imunoconjugado da
presente invengdo inclui qualquer anticorpo que se liga
especificamente a um antigene associado ao tumor.
Exemplos de tais anticorpos incluem, sem gque 1isso
constitua qualquer 1limitagdo, aqueles gque se ligam
especificamente aos antigénios encontrados em carcino-
mas, melanomas, linfomas e sarcomas dos ossos e de
tecidos moles bem como em outros tumores. Preferem-se
os anticorpos gque permanecem ligados a superficie

celular durante periodos prolongados ou que sSao
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internalizados muito lentamente. Estes anticorpos podem
ser policlonais ou preferivelmente, monoclonais, podenm
ser moléculas intactas de anticorpos ou fragmentos
contendo a regido de ligagdo activa do anticorpo, por

exemplo, Fab ou F (ab‘’ e podem produzir-se utilizan-

) 5

do técnicas bem conhecidas na especialidade. [veJja-se,
por exemplo, R.A. DeWeger et al., "Eradication Of

Murine Lymphoma And Melanoma Cells By Chlorambucil-
-Antibody Complexes, Immunological Rev., 62, pp. 29-45
(1982) (anticorpos policlonais especificos do tumor
produzidos e utilizados em conjugados); M. Yeh et al.,
n"cell Surface Antigens Of Human Melanoma Identified By
Monoclonal Antibodies", Proc. Natl. Acad. Sci., 76, p-.
2927 (1979); J. P. Brown et al., "Structural
Characterization Of Human Melanoma - Associated Antigen

p97 With Monoclonal Antibodies", J. Immunol., 127 (N2

2), pp. 539-546 (1981) (anticorpos monoclonais
especificos do tumor produzidos); e J. P. Mach et al.,
"Improvement of Colon Carcinoma Imaging: From
Polyclonal Anti-CEA Antibodies And Static Photoscanning
To Monoclonal Fab Fragments And ECT", em Monoclonal

Antibodies For Cancer Detection And Therapy, R. W.

Baldwin et al., (ed.s), pp. 53-64 (Academic Press 1985)
(fragmentos de anticorpos produzidos e utilizados para
localizar as células tumorais)]. Adicionalmente, quando

se utilizam anticorpos monoclonais, os anticorpos podem
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ser murinos ou humanos ou anticorpos quiméricos
[veja-se, por exemplo, V. T. 0i, "Chimeric Antibodies",
BioTechniques, 4 (N¢ 3), pp. 214-221 (1986)].

O componente enzimatico do imunoconjugado da
presente invengdo inclui uma enzima qualquer capaz de
actuar sobre um profarmaco de modo a converté-lo na sua
forma citotdéxica mais activa. O termo "profdrmaco"
quando utilizado neste pedido de patente de invencao
refere-se a um precursor ou a uma forma derivada de uma
substancia activa sob o ponto de vista farmacéutico que
é menos citotéxica para as células tumorais comparati-
vamente com o farmaco original e é capaz de ser acti-
vado enzimaticamente ou convertido na forma original
mais activa [veja-se, por exemplo, D.E.V. Wilman,

"prodrugs In Cancer Chemotherapy'", Biochemical Society

Transactions, 14, pp. 375-382 (615th Meeting, Belfast
1986) e V. J. Stella et al., "Prodrugs: A Chemical
Approach To Targeted Drug Delivery", Directed Drug

Delivery, R. Borchardt et al. (ed.), pp. 247-267
(Humana Press 1985)].

As enzimas que sdo uteis no método da presente
invencdo incluem, sem gque isso constitua gqualquer
limitacdo, uma fosfatase alcalina util para converter
profarmacos contendo fosfatos em farmacos livres, a
aril-sulfatase util para converter profarmacos contendo

sulfatos em farmacos livres, a citosina-desaminase util
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para converter a 5-fluorocitosina nao toéxica no farmaco
anti-cancro, o 5-fluorouracilo, proteases, tais como a
serratia-protease, a termolisina, a subtilisina, carbo-
xipeptidases e catepsinas (tais como as catepsinas B e
L), que sao uteis para converter profarmacos contendo
péptidos em fdrmacos livres, Dfalanil—carboxipeptida—
ses, Uteis para converter profarmacos due contém
substituintes de D-aminodcidos, enzimas capazes de
cindirem hidratos de carbono tais como a B-galactosi-
dase e a neuraminidase uteis para converter profarmacos
glicosilados em farmacos livres, a fB-lactamase util
para converter fdrmacos derivados de B-lactamas em
farmacos livres e penicilina-amidases, tais como a
penicilina V-amidase ou a penicilina G-amidase, uteis
para converter fdrmacos obtidos a partir da reacgao de
atomos de azoto de aminas com grupos fenoxiacetilo ou
grupos fenilacetilo,' respectivamente, emn fdrmacos
livres. Alternativamente, podem utilizar-se anticorpos
com actividade enzimdtica, também conhecidos na
especialidade como abzimas, para converter os profarma-
cos de acordo com a presente invengdo em fdarmacos
activos livres [veja-se, por exemplo, R. J. Massey,
Nature, 328, pp. 457-458 (1987)]. De acordo com a
técnica descrita na presente invengao podem preparar-se
conjugados anticorpo-abzima para libertagao da abzima

na populagdo de células tumorais.
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De um modo similar, os profdrmacos de acordo
com a presente invengdo incluem, sem que isso constitua
gqualquer limitacgéo, os profdrmacos anteriormente
citados, por exemplo, profarmacos contendo fosfatos,
profdrmacos contendo tiofosfatos, profdrmacos contendo
sulfatos, profdrmacos contendo péptidos, profarmacos
D-aminodcidos modificados, profdarmacos glicosilédos,
profdrmacos contendo B-lactama, profdrmacos contendo
fenoxiacetamida eventualmente substituida ou profar-
macos contendo fenilacetamida eventualmente substi-
tuida, a 5-fluorocitosina e outros profarmacos
derivados da 5-fluorouridina que podem ser convertidos
pela enzima do conjugado no farmaco livre citotéxico
mais activo. Exemplos de fdrmacos citotdxicos que €
possivel transformar em um profdrmaco para utilizagao
na presente inveng¢do incluem, mas sem que isso consti-
tua gqualquer limitagdo, o etoposido, o teniposido, a
adriamicina, a daunomicina, a carminomicina, a amino-
pterina, a dactinomicina, mitomicinas, a cis-platina e
andlogos da cis-platina, bleomicinas, esperamicinas
[veja-se a patente de invengdo norte-americana N°
4675187}, o 5-fluorouracilo, o melfalano e outras
mostardas azotadas afins.

As enzimas da presente invencdo podem ligar-se
de um modo covalente aos anticorpos da mesma invengao

por técnicas bem conhecidas na especialidade tais como

—,
o
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a utilizacdo dos reagentes de reticulagdo heterobi-
funcionais, o SPDP [propionato de N-succinimidil-3-
(2-piridil-di-tio)] ou o SMCC [ciclo-hexano-l-carboxi-
lato de (succinimidil-4-(N-maleimidometilo)] [veja-se,
por exemplo, P.E. Thorpe et al., "The Preparation And
Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates",

Immunological Rev., 62, pp. 119-58 (1982); J. M.

Lambert et al., supra na p. 12038; G. F. Rowland et
al., supra, nas pp. 183-84 e J. Gallego et al., supra
nas pp. 737-38]. Alternativamente, é possivel construir
proteinas de fusdo contendo pelo menos a regiao de
ligagdo ao antigene de um anticorpo da presente
invencdo ligado a pelo menos uma porgao activa sob o
ponto de vista funcional de uma enzima da presente
invencdo utilizando técnicas de ADN recombinantes benm
conhecidas na especialidade [veja-se por exemplo, M. S.
Neuberger et al., Nature, 312, pp. 604-608 '(1984)].
Estas proteinas de fusdo actuam essencialmente de forma
idéntica a dos conjugados anticorpo-enzima descritos na
presente memdria descritiva.

De acordo com um aspecto preferencial da
presente invengao, conjugou-se um anticorpo especifico
de um antigene de um cancro humano com a enzima, uma
fosfatase alcalina, e utilizou-se em conformidade com o©
método da presente invengdo para converter um derivado

4’~fosfato dos glicosidos da epipodofilotoxina em um
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farmaco anticancro activo. Esses derivados englobam os
compostos 4/-fosfato de etoposido, 4‘-tiofosfato de
etoposido e 4’-fosfato de teniposido (ver as estrutu-
ras desses derivados na Figura 3; o derivado teniposido
possui um grupo 2-tienilo em vez do grupo metilo no
radical acgicar das estruturas representadas). Outros
aspectos da presente invengdo podem incluir derivados
de fosfatos desses glicosidos em gue o radical fosfato
é colocado nos glicosidos em outros grupos hidroxi.
Contudo, de acordo com um aspecto mais preferencial, o
derivado do fosfato utilizado como profdrmaco na
presente invencdo ¢é o 4’-fosfato de etoposido ou o
4’'-tiofosfato de etoposido.

De acordo com a presente invengdo, uniu-se de
um modo covalente uma fosfatase alcalina, AP, ao
anticorpo monoclonal, L6, um anticorpo IgG2a que se
liga a um antigene glicoproteico em células de carci-
noma de pulmdo humano [I. Hellstrom et al., "Antitumor
Effects Of L6, An IgG2a Antibody That Reacts With Most
Human Carcinomas", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, pp.
7059-63 (1986)]1. O imunoconjugado resultante nao mos-
trou qualquer perda de actividade enzimdtica compara-
tivamente com a da enzima ndo conjugada. Adicionalmen-
te, a maior parte da actividade ligante do anticorpo L6

foi conservada no imunoconjugado.
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Realizando ensaios de citotoxicidade in-vitro,
demonstrou-se que o tratamento de células de uma linha
de células de um carcinoma humano com o imunoconjugado
L6-AP seguido por exposigao das células a um profar-
maco, um fosfato de etoposido, originou uma citotoxi-
cidade compardvel a utilizagdo de apenas o etoposido
naquelas células cancerosas. Pelo contrdrio, o fosfato
de etoposido utilizado individualmente demonstrou fraca
citotoxicidade.

Além disso, estudos realizados in_vivo em
murganhos nus demonstraram gue o imunoconjugado L6-AP
se localiza em xenotransplantes de tumores Lé-positi-
vos. A avaliacdo histoldégica daqueles tumores indicou
que a fosfatase alcalina conduzida até ao alvo pelo
anticorpo se distribuiu por toda a massa tumoral.

Adicionalmente, o imunoconjugado L6-AP demons-—
trou in vivo uma actividade poderosa antitumor em
experiéncias terapéuticas em gque o conjugado foi
administrado a murganhos nus afectados por tumores
subcutdneos L6-positivos seguindo-se o tratamento com o
profdarmaco fosfato de etoposido. O efeito antitumor
deste tratamento incluiu a regressdo completa de alguns
tumores e foi superior ao efeito do tratamento com o
profdrmaco ou apenas com o farmaco original.

De acordo com um outro aspecto preferencial da

presente invengdo, utilizou-se o imunoconjugado L6-AP
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para converter um novo profdrmaco, um fosfato de
mitomicina, em um farmaco activo derivado da mitomi-
cina. Tal como sucede no caso do profarmaco fosfato de
etoposido, a enzima AP do conjugado remove O grupo
fosfato do profdrmaco, libertando o agente antitumor
activo. O profarmaco fosfato de mitomicina desta
variante pode ser um derivado de N7—alquil(cl—C8)—fos-

fato de mitomicina C ou de porfiromicina ou um seu sal

aceitdvel sob o ponto de vista farmacéutico. O simbolo

N7 representa o atomo de azoto que ocupa a posigdo 7 do

nicleo mitosano do fdrmaco original. De acordo com uma
variante mais vantajosa, o derivado utilizado é a
7-(2’-aminocetil-fosfato) de mitomicina ("MOP") (ver na
Figura 12 as estruturas da mitomicina C e do MOP sob a
forma de um sal dissdédico; o derivado da porfiromicina
correspondente ao composto MOP possui um grupo metilo
no atomo de azoto da aziridina da mitomicina C).
Alternativamente, pode designar-se o composto MOP por
sal dissédico do 9a-metoxi-7-[[ (fosfono-oxi)-etil]-ami-
no]-mitosano. Outras variantes da presente invengao
podem incluir a utilizacdo de fosforotioatos de
N7—alquil—mitomicina como profdrmacos.

Estudos in vitro indicaram que o tratamento de
células de uma linha de um tumor de pulmdo humano com o
imunoconjugado L6-AP seguido por exposigdo das células

ao composto MOP teve como consequéncia uma citotoxici-

~



-31-

cidade compardvel a da utilizagdo em células tumorais
de apenas o agente antitumor comprovado, a mitomicina.
Da utilizacdo de apenas o profarmaco fosfato de
mitomicina em células tumorais resultou uma fraca
citotoxicidade. De um modo similar, o imunoconjugado
L.6-AP demonstrou in vivo um efeito antitumor
pronunciado em experiéncias terapéuticas em que O
conjugado foi administrado a murganhos nus afectados
por tumores de pulmdo humano seguindo-se o tratamento
com o profarmaco fosfato de mitomicina. Este efeito
" antitumor foi superior ac que se observa utilizando
apenas o profdrmaco, apenas o farmaco original ou um
dado profédrmaco conjuntamente com um conjugado
anticorpo-AP nao ligante.

Ainda de acordo com um outro aspecto da
presente invengdo, ligou-se de um modo covalente uma
enzima, a penicilina-amidase, ao anticorpo monoclonal
1.6 e utilizou-se o imunoconjugado resultante para
converter um profarmaco novo da adriamicina no farmaco
antitumor activo, a adriamicina. A amidase especifica
utilizada foi a penicilina V-amidase ("PVA") isolada a

partir de Fusarium oxysporum que hidrolisa as 1ligagodes

fenoxiacetil-amida. Assim, o profarmaco especifico
utilizado foi a N-(p-hidroxifenoxiacetil)-adriamicina
("APO"), o qual foi hidrolisado pela amidase para

libertar o agente antitumor potente, a adriamicina. O
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imunoconjugado L6-PVA nao demonstrou perda de
actividade enzimdtica comparativamente com a enzima ndo
conjugada e a maior parte da actividade de ligagcdao do
anticorpo L6 foi preservada no conjugado.

De acordo com estudos realizados in vitro,
o tratamento de células de tumores de pulmdao humano com
o conjugado L6-PVA seguido por exposigdo das células ao
profarmaco APO teve como consequéncia uma citotoxici-
dade comparavel a que se observa no tratamento das
células com apenas adriamicina. E importante salientar
que o profarmaco APO demonstrou individualmente muito
menor citotoxicidade relativamente as células tumorais.

Realizaram—-se também estudos in vitro similares
utilizando um conjugado 1F5-PVA no qual a enzima PVA
foi conjugada com o componente 1F5, um anticorpo
monoclonal reactivo com um antigene existente nas
células de linfomas. O tratamento de células do linfoma
de Daudi com o conjugado 1F5-PVA seguido por expoéigéo
das células ao profdarmaco APO teve como consequéncia
uma citotoxicidade compardvel a observada no tratamento
com apenas adriamicina, enquanto o tratamento das
células com apenas o profdrmaco APO teve como conse-

quéncia uma citotoxicidade muito fraca.
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Embora a sintese e a utilizacdo do novo profar-
maco da adriamicina, a N-(p-hidroxifenoxiacetil)-
—adriamicina, seja descrita na presente memdria
descritiva, deve ter-se em atencdo que a presente
invencdo inclui a sintese e a utilizacdo de outros
préfdarmacos da adriamicina relacionados que se podem
obter por um processo praticamente idéntico. Por
exemplo, o profdrmaco N-(fenoxiacetil)-adriamicina esta
também englobade no é&mbito da presente invencdo na
medida em gque esse profdrmaco pode ser sintetizado
utilizando o protocolc descrito na presente memdria
descritiva mas substituindo o 4&cido p-hidroxifenoxi-
acético pelo 4dcido fenoxiacético (ver o Exemplo 4,
infra). Adicionalmente, deve ter-se em atencdo que os
profarmacos da adriamicina da presente inveng¢do incluem
outros derivados N-hidroxifenoxiacetilo de adriamicina,
por exemplo, substituidos em diferentes posicdes do
anel fenilo, bem como derivados N-fenoxiacetilo
contendo substituintes no anel fenilo diferentes do
grupo hidroxi descrito na presente meméria descritiva.

Além do mais a presente variante engloba a
utilizagcdo de outras amidases, tais como a penicilina
G-amidase, como o componente enzimdtico do imunoconiju-
gado bem como outros profarmacos correspondentemente
derivados de tal modo que a amidase especifica possa

hidrolisar aquele profdrmaco originando uma forma
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antitumor activa. Por exemplo, quando se utiliza a
penicilina G-amidase como enzima, o profdrmaco deve
conter um grupo fenilacetilamida (contrariamente ao
grupo fenoxiacetilamida do composto APO) porque as
penicilina G-amidases hidrolisam este tipo de 1ligagéao
amida [veja-se, por exemplo, A. L. Margolin et al.,

Biochim. Biophys. Acta, 616, pp. 283-89, (1980)].

Assim, outros profdrmacos da presente invengdo incluem
a N-(p-hidroxifenilacetil)-adriamicina, a N-(fenilace-
til)-adriamicina e outros derivados N-fenilacetilicos
eventualmente substituidos da adriamicina.

Também se deve ter em atengao gque a presente
invengao inclui qualquer profarmaco obtido por reacgdo
do grupo amina do fdrmaco original com o grupo carbo-
xilo do dcido fenoxiaceético, do acido fenilacético ou
de outros dcidos relacionados. Assim, os profdrmacos de
antraciclinas diferentes da adriamicina que podem
preparar-se e gue actuam praticamente do mesmo modo que
os profdrmacos da adriamicina descritos na presente
meméria descritiva estdo englobados no ambito da pre-
sente invengdao. Por exemplo, outros profdrmacos que
podem preparar-se e utilizar-se de acordo com a
presente invencgao incluem derivados de hidroxifenoxi-
acetilamida, derivados de hidroxifenilacetilamida,
derivados de fenoxiacetilamida e derivados de fenil-

acetilamida de antraciclinas tais como a daunomicina e
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a carminomicina. Também se podem modificar conforme
descrito na presente memdéria descritiva outros farmacos
contendo um grupo amina tais como o melfalano, a mito-
micina, a aminopterina, a bleomicina e a dactinomicina,
para se obterem profarmacos de acordo com a presente
invencao.

Consequentemente é evidente que a presente

invencdo engloba compostos de férmulas gerais (I) e

(I1)
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R, representa um atomo de hidrogénio ou um grupo OH; e
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na qual:

Rl representa um atomo de hidrogénio e R3 representa

um grupo OH ou OCH3; ou

Rl répresenta um grupo OH e R3 representa um grupo

OCH3; e

R, representa um atomo de hidrogénio ou um grupo OH.
Ainda um outro aspecto preferencial da presente

invencdo implica a conjugagdo da enzima, a citosina-

-desaminase ("CD"), com o anticorpo monoclonal L6. A

enzima desaminase catalisa a conversdo da 5-fluoroci-

tosina ("5-FC"), um composto destituido de actividade

antineopldstica, em um potente fdrmaco antitumor,. o

5—-fluorouracilo ("5-FU") (ver a Figura 24).‘ Assim,

utilizou-se o imunoconjugado L6-CD da presente invengao

para converter o profarmaco, 5-FC, no composto 5-FU,

dai resultando um efeito citotdéxico significativo sobre

as células tumorais in vitro.



Tal como sucedia com os imunoconjugados da
presente invengdo anteriormente descritos, o conjugado
L6-CD ndo demonstrou qualquer perda significativa de
actividade enzimatica ou de 1ligagdo devida a conjuga-
cdo. Além disso, os estudos in vitro realizados
demonstraram que o tratamento de células de tumor do
pulmdo humano com o conjugado L6-CD seguido por
exposigao das células ao profdarmaco, o composto 5-FC,
teve como consequéncia um efeito citotdxico igual ao
observado no tratamento das células com o potente
fdarmaco antitumor 5-FU, 1isoladamente. O tratamento
daguelas células tumorais apenas com o profarmaco teve
como consequéncia um efeito citotéxico insignificante.

A partir dos resultados exaustivos descritos na
presente memdéria descritiva é evidente que a associagao
imunoconjugado/profdrmaco de acordo com a presente
invencdo proporciona um mecanismo selectivo para
assassinar células tumorais em gque se administra um
profdarmaco com reduzida actividade citotdxica,
convertendo-se esse profédrmaco em um derivado altamente
citotéxico no local das células tumorais, devido a
presenca nesse local da enzima conduzida até ao alvo
pelo anticorpo. Além do mais, a citotoxicidade
conseqguida por este método ¢€é aumentada durante a
aplicacdo de técnicas convencionais de condugdo de

anticorpos até ao alvo uma vez que a libertagao do
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fdrmaco activo no local do tumor ndo é obstruida pelas
limitacdées fisicas que acompanham os sistemas de
libertacdo de conjugados anticorpo-fdrmaco, conforme
descrito antes. Consequentemente, & evidente, que o
método de acordo com a presente invengdo proporciona um
meio para reforgar a citotoxicidade selectiva no que
diz respeito as células tumorais no tratamento de
cancros e de outros tumores.

Outra variante do método de acordo com a
presente invencdo proporciona um método de quimiotera-
pia de associagdo utilizando vdrios profdrmacos e
apenas um unico conjugado anticorpo-enzima. De acordo
com esta variante, utilizam-se diversos profdrmacos oOs
guais sdo todos substratos da mesma enzima em um imuno-
conjugado. Assim, um determinado conjugado anticorpo-
-enzima converte diversos profdrmacos na forma citotd-
xica, dai resultando no 1local do tumor uma actividade
antitumor acrescida. Por exemplo, obteve-se um efeito
antitumor acentuado em estudos in__vivo em dque se
administrou o imunoconjugado L6-AP da presente invengao
a murganhos nus afectados por tumores de pulmao humano,
seguindo-se o tratamento com uma associagdo de profar-
macos novos, isto é, o profdrmaco fosfato de etoposido
e o profdarmaco fosfato de mitomicina, administrados
conjuntamente. De modo similar, a administragdao de

fosfato de etoposido, fosfato de adriamicina (ver a

A

\‘\d—"



patente de invengdo norte-americana N° 4185111) e
monofosfato de 5-fluorouridina {ver, por exemplo, C.
Heidelberger et al., "Fluorinated Pyrimidines And Their

Nucleosides", em Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol.,

54, pp. 57-119 (1983)], apdés tratamento com um conju-
gado anticorpo-AP antitumor tem como consequéncia a
formacdo de uma associacdo de potentes farmacos anti-
tumor no local do tumor, isto é, a formagao dos
farmacos etoposido, adriamicina e S5-fluorouridina.

De acordo com uma outra variante, utilizam-se
diversos imunoconjugados diferentes, em que a enzima
componente do conjugado varia. Cada imunoconjugado pode
ser utilizado para converter o(s) seu(s) profdarmaco(s)
respectivo(s) na forma citotéxica no local do tumor.
Por exemplo, pode ligar-se um anticorpo antitumor a
enzima AP para formar um conjugado e a enzima citosina-
-desaminase para formar um outro conjugado. Adminis-
tram-se depois ambos os imunoconjugados a um hospedeiro
afectado por um tumor os quais ligar-se-do ao antigene
tumoral no 1local do tumor via a especificidade do
anticorpo. A administracgdo dos profdrmacos, fosfato de
etoposido e 5-fluorocitosina, terd como consequéncia a
formacgdo dos compostos etoposido de 5-fluorouracilo no
local do tumor, sendo ambos os compostos agentes
anti-tumor potentes.

Ainda uma outra variante da presente invengao
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implica a utilizagdo de diversos imunoconjugados em que
a especificidade do componente anticorpo do conjugado
varia, isto ¢é, utilizam-se diversos imunoconjugados,
possuindo cada um deles um anticorpo que se liga espe-
cificamente a um antigene diferente no tumor em causa.
A enzima componente desses imunoconjugados pode ser a
mesma ou diferente. Esta variante pode ser especial-
mente util em situagcdes em que as quantidades dos
diversos antigénios & superficie de um tumor sao
desconhecidas e sempre que se pretenda garantir que uma
quantidade suficiente de enzima foi conduzida pelo
anticorpo até ao 1local do tumor. A wutilizagao de
diversos conjugados possuindo especificidades antigé-
nicas diferentes para o tumor aumenta a possibilidade
de se obter a enzima suficiente no local do tumor para
converter um profdarmaco ou uma série de profarmacos.
Adicionalmente, esta variante ¢é importante para se
conseqguir um grau de especificidade elevado para o
tumor uma vez que é pequena a possibilidade de o tecido
normal possuir todos os antigénios associados ao tumor
[veja-se I. Hellstrom et al., "Monoclonal Antibodies To
Two Determinants of Melanoma-Antigen p97 = Act
Synergistically In Complement-Dependent Cytotoxicity",
J. Immunol., 127 (N@® 1), pp 157-180 (1981)].

A presente invengdo engloba também composigdes

farmacéuticas, associagdes e métodos para o tratamento
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de cancros e de outros tumores. Mais especialmente, a
presente invengdo inclui associagdes constituidas por
conjugados anticorpo-enzima de acordo com a presente
invencdo e of(s) profdrmacos correspondente(s) para
utilizar em um método para o tratamento de tumores
segundo o qual se trata um mamifero hospedeiro de uma
forma aceitdvel sob o ponto de vista farmacéutico com
uma quantidade eficaz sob o ponto de vista farmacéutico
de um ou mais conjugado(s) anticorpo-enzima e de um oOu
mais profdrmaco(s). A associacdo e os métodos da
presente invencdo sdo uteis para o tratamento de
qualquer mamifero incluindo o homem, caes, gatos e
equideos.

De acordo com uma variante preferencial,
administra-se o conjugado anticorpo-enzima antes da
introdicdo do profdrmaco no hospedeiro. E necessédrio
deixar decorrer um intervalo de tempo suficiente entre
a administracdo do conjugado e do profarmaco de modo a
permitir que o anticorpo do conjugado conduza a enzima
até ao local do tumor e a localize. Esse intervalo de
tempo suficiente pode variar entre 12 horas e uma
semana consoante o tipo de conjugado utilizado.

Os conjugados e os profarmacos de acordo com a
presente invengdo podem administrar-se de modos conven-
cionais incluindo, sem que isso constitua qualquer

limitacdo, as vias endovenosa, intraperitoneal, oral,
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intralinfdtica, ou ainda a administracdo directa no
tumor. Considera-se preferencial a administracao
endovenosa.

As composicdes de acordo com a presente inven-
cdo - constituidas por imunoconjugados ou profdrmacos -
podem ser concebidas de acordo com um grande numero de
formas de dosagem as quais englobam, sem que 1isso
constitua qualquer 1limitagao, solugdes ou suspensoes
liquidas, comprimidos, pilulas, pds, supositodrios,
microcdpsulas ou microdmpolas poliméricas, lipossomas
e solucdes injectdveis ou para administragao por
perfusdo. A forma preferida depende do modo de
administracdo e da aplicagao terapéutica. Por exemplo,
a administracdo oral do conjugado anticorpo-enzima pode
ser desfavoravel uma vez que as proteinas conjugadas
tendem a degradar-se no estdémago quando ingeridas, por
exemplo, sob a forma de comprimidos.

As composigdes contendo conjugados ou profar-
macos incluem também de preferéncia veiculos e adjuvan-
tes convencionais - aceitdveis sob o ponto de vista
farmacéutico e conhecidos na especialidade tais como a
albumina sérica humana, pernutadores de ides, a
alumina, a lecitina, substdncias tampao tais como
fosfatos, a glicina, o 4dcido sdérbico, o sorbato de
potdssio, e sais ou electrdlitos tais como o sulfato de

protamina.
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O modo de administracdo e o regime de dosagem
mais eficazes para as composigdes de acordo com a
presente invengao dependem da gravidade e da evolugao
da doenca, da situagadao e da resposta do doente ao
tratamento e ainda da opinido do médico especialista
responsavel pelo tratamento. Em consequéncia, as doses
dos imunoconjugados e dos profdrmacos devem ser
doseadas em funcgao de cada doente.

Todavia, uma dose eficaz de um conjugado anti-
corpo-enzima de acordo com a presente invengdo pode
estar compreendida entre aproximadamente 1,0 e aproxi-
madamente 100 mg/m?. Uma dose eficaz do profdarmacc de
acordo com a presente invengao dependera do profarmaco
especifico utilizado e do fdrmaco original do qual
derivou. Uma vez que o profdrmaco € menos tdéxico do que
o farmaco original, é possivel utilizarem-se doses que
excedam as quantidades cientificamente recomendadas
para o fdrmaco original. Por exemplo, uma dose eficaz
de profarmacos do etoposido pode estar compreendida
entre aproximadamente 75-500 mg/m?. Uma dose eficaz de
profdarmacos de fosfato de mitomicina pode estar compre-
endida entre aproximadamente 50-1000 mg/m?. Uma dose
eficaz de profdrmacos de adriamicina pode estar compre-
endida entre aproximadamente 15-150 mg/m?. E, uma dose
eficaz de 5-fluorocitosina e de outros profdrmacos de

5-fluorouridina pode estar compreendida entre aproxi-
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madamente 600-2000 mg/m?2.

Para que a presente invengdo agora descrita
possa ser totalmente compreendida, apresentam-se os
exemplos seguintes. Deve ter-se em atengao que estes
exemplos tém apenas objectivos ilustrativos, nao se
pretendendo com os mesmos limitar de forma alguma o
ambito da presente invengéo.

EXEMPLO 1

O exemplo seguinte demonstra a utilizagao dos imunocon-
jugados e dos métodos da presente invencdo para a
conversdo do profdrmaco e fosfato de etoposido no
etoposido através de uma fosfatase alcalina ligada ao

anticorpo e a citotoxicidade resultante in vitro para

as células tumorais e os efeitos antitumor in-vivo

demonstrados pela utilizagdo dos métodos de acordo com
a presente invengao.

Preparacdo de Conjugados Anticorpo-Fosfatase Alcalina

De Acordo Com A Presente Invencao

Neste exemplo, prepararam-se e estudaram-se
trés imunoconjugados, constituidos pelo anticorpo
monoclonal L6, 96.5 ou 1F5 conjugado com a enzima, uma
fosfatase alcalina (AP). L6 é um anticorpo monoclonal
da subclasse IgG2a que ¢é especifico de um antigene
glicoproteico ao qual se 1liga em células de carcinoma

de pulmdo humano [veja-se I. Hellstrom et al., (1986),

supra]. O componente 96.5 é um anticorpo monoclonal da
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subclasse IgG2a que é especifico para o p97, um antige-
ne associado ao melanoma [veja-se J. P. Brown et al.,
"Structural Characterization Of Human Melanoma-Asso-
ciated Antigen p97 With Monoclonal Antibodies", J.
Immunol., 127 (N® 2), pp. 539-46 (1981)]. O componente
1F5 é um anticorpo monoclonal da subclasse IgG2a que é
especifico para o antigene CD-20 em células B normais e
neopldsticas [veja-se, E.A. Clark et al.," Role Of The
Bp35 Cell Surface Polypeptide 1In Human B-Cell

Activation", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, pp 1766-70

(1985)]. O hibridoma L6 que produz o anticorpo monoclo-
nal Lé foli depositado na Colecgao Americana de Culturas
Tipo (ATCC) com o numero de aceitacdao HB8677 em conexao
com a apresentagao do pedido de patente de invengéao
europeia N@° 207963, publicado em 14 de Janeiro de 1987.
O hibridoma 1F5 que produz o anticorpo monoclonal 1F5
foi depositado na ATCC em 12 de Fevereiro de 1988 sob o
nimero de aceitagao HB9645. O anticorpo monoclonal 96.5
pode adquirir-se no comércio.

Os conjugados anticorpo-enzima prepararam-se
ligando de um modo covalente o componente AP aos
anticorpos monoclonais L6, 96.5 ou 1F5 através de uma
ligagao tioéter utilizando um método similar ao
descrito por J. M. Lambert et al., "Purified
Immunotoxins That Are Reactive With Human Lymphoid

Cells", J. Biol. Chem., 260 (N®° 22), pp. 12035-12041
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(1985). De acordo com um protocolo experimental, os
conjugados, L6-AP e 96.5-AP, prepararam-se do modo
seguinte: adicionou-se 2-iminotiolano (50 mM em
cloridrato de trietanolamina 0,5 M com 10 mM de EDTA a
pPH 8,0) a uma solugdo de anticorpo L6 ou 96.5 na
concentragao de 8,0 mg/ml (em 50 mM de cloridrato de
trietanolamina e 1 mM de EDTA a pH 8,0) de tal modo que
se obteve uma concentracdo final do 2-iminotiolano de
1,3 mM. Decorridos 90 minutos & temperatura de 0°<C,
interrompeu-se a reacgao por filtracao em gel
Sephadex G-25 utilizando como eluente uma solugdo de
cloreto de sddio tamponada com fosfato (PBS) a pH 7,2.
A reacgdo dos anticorpos com o 2-iminotiolano
introduziu grupos sulfidrilo, tendo-se estabelecido que
O seu numero seria 1,9-3,5 utilizando o reagente de
Ellman [veja-se P.W. Riddles et al., "Ellman’s Reagent:
5,5-Dithiobis{2-nitrobenzoic Acid)-a Reexamination",

Analytical Biochemistry, 94, pp. 75-81, (1979)].

Tratou-se a fosfatase alcalina (intestino de
vitela, Boehringer Mannheim, 10 mg/ml) em um tampdac de
fosfato 100 mM a pH 7,0 com 4-(N-maleimidometil)-ciclo-
-hexano-l-carboxilatoc de sulfossuccinimidilo (sulfo-
-SMCC) [Pierce Chemical Co., 20 mM em dimetilformamida
(DMF)] de tal modo que a concentracgdo final do sulfo-

-SMCC foi 2,4 mM. Decorridos 30 minutos a temperatura
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de 30°C purificou-se a enzima modificada por filtracéo
em gel G-25 Sephadex e eluiu-se com PBS.

Adicionou-se depois o componente AP modificado
ao anticorpo tiolado em uma proporcdo molar de 2:1. A
reacgao do componente AP com o sulfo-SMCC introduziu
grupos maleimido na enzima que ao reagirem com oOs
grupos sulfidrilo de cada anticorpo modificado originou
a formagdo de uma ligagdo tioéter entre o anticorpo e a
enzima AP. Adicionou~se iodoacetamida (concentracéao
final 1 mM) & solugdo de proteinas 1 hora apds a
reacgao com o objectivo de bloquear qualquer grupo tiol
remanescente que ndo tivese reagido, e purificaram-se
os conjugados em uma coluna Sephacryl S-300 wutilizando
PBS como eluente. Controlaram-se as fraccdes a 280 nm e

determinou-se a actividade da enzima AP de cada fracgdo

(diluida 64000 vezes) a pH 9,5 utilizando fosfato de

p—nitrofenilo como substrato [P. Tijssen, Laboratory

Technigues In Biochemistry And Molecular Biology, pp-

366-67, (Elsevier Press 1985)]. Por SDS-PAGE em um gel

de gradiente 5-12% (ver a Figura 2) determinaram-se as

fraccoes que continham conjugados com niveis apropria-
dos de taxas de AP-anticorpo, depois do que se reuni-
ram. Determinou-se a concentracao de proteina a 280 nm,
comprimento de onda a gue uma solugdo a 0,1% dos anti-
corpos e da enzima AP exibe densidades d&pticas de 1,4

e 0,76, respectivamente. A andlise dos conjugados em
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gel indicou que estes eram constituidos essencialmente
por porporgdes de 1:1 de anticorpo relativamente a
enzima. Sob condigdes de desnaturacgdo utilizadas para o
gel, a enzima AP, que existe na natureza sob a forma de
um homodimero de peso molecular 140 kd, migra como uma
banda udnica de 70 kd. Esta banda proteica de 70 kd foi
observada sobre o gel nas colunas que continham também
as bandas dos conjugados de peso molecular superior
porque uma das sub-unidades da enzima dissociou-se do
conjugado anticorpo-enzima ligado de um modo covalente
(ver a Figura 2, tracos A e B). Uma filtragcao em gel
utilizando uma coluna Sephacryl S-300 indicou a
auséncia de qualquer enzima iivre presente na prepara-
¢do do conjugado.

Utilizou-se também um segundo protocolo
experimental idéntico para preparar os conjugados L6-AP
e 1F5-AP da presente invengdo, em gque se modificou o
anticorpo com iminotiolano (0,5 mM) para introduzir um
dnico grupo tiol livre e se modificou a enzima AP com
4—(N—maleimidometii)—ciclo-hexano-l-carboxilato de
succinimidilo (SMCC) (Pierce Chemical Co., Rockford,
IL) de tal modo que a concentragdo final do SMCC foi
1,0 mM. Reuniram-se depois as proteinas modificadas e
purificaram-se os conjugados resultantes por filtragéo
em gel sobre Sephacryl S-300. Andlises SDS-PAGE poste-

riores indicaram que estas preparagdes de conjugados
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estavam isentas de agregados e de proteinas nao conju-
gadas. Conforme descrito antes, determinaram-se as
concentracdes em proteinas das preparagoes por absor-
vdncia a 280 nm comprimento de onda a que solugdes a 1
mg/ml do anticorpo (peso molecular: 160 kd) e da enzima
AP (peso molecular 140 kd) exibem densidades épticas de
1,4 e 0,76 unidades, respectivamente.

Preparacdao Dos Préfarmacos, Fosfato de Etoposido e

Tiofosfato de Etoposido

De acordo com a fase sequinte do método da
presente invencgdo, fez-se reagir cada um dos conjugados
anticorpo-enzima com um profarmaco novo o fosfato de
etoposido ou o tiofosfate dé etoposido. Mais especial-
mente, utilizaram-se como profdrmacos o éster 4/-di-
-sédio-fosfato de etoposido e o éster 4‘/-di-sdédio-
-tiofosfato de etoposido, respectivamente, exibindo as
férmulas representadas na Figura 3.

0 fosfato de etoposido e o tiofosfato de
etoposido sintetizaram-se fazendo reagir o etoposido
com oxicloreto de fésforo ou com cloreto de tiofosfo-
rilo, respectivamente, para se obter ou um diclorofos-
fato ou um diclorotiofosfato intermédio. A reacgao de
fosforilacdo realizou-se no seio de um solvente orgéni-
co anidro apropriado, por exemplo, o acetonitrilo e de

preferéncia na presenga de uma base amina terciaria,
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por exemplo, a N,N-di-isopropiletilamina. A evolugao da
reaccdo controla-se por cromatografia em camada fina
(CCF), a qual permite avaliar o tempo reaccional optimo
pelo aspecto do produto, pelo consumo do material
inicial ou por ambos os factores. De acordo com a nossa
experiéncia, a reacgao pode durar entre aproximadamente
4 horas e aproximadamente 72 horas, dependendo da
qualidade dos reagentes fosforosos utilizados. A hidro-
lise do composto diclorofosfato ou diclorotiofosfato
intermédio originando o profdrmaco fosfato ou tiofos-
fato dissédico, respectivamente, realizou-se adicio-
nando uma solucdo de carbonato de hidrogénio e sdédio
(20 a 50 vezes em excesso) em dgua directamente a
mistura reaccional e deixando a mesma sob agitagdo, a
temperatura ambiente, durante 1,5 ou 3 horas, respecti-
vamente. A partilha entre acetato de etilo e 4&gua
seguida por uma cromatografia de fase inversa da camada
aquosa utilizando uma mistura de dgua/metanol, originou
os profarmacos pretendidos apds liofilizagdao ou
evaporacdo do meio aquoso sob vazio.

Seguidamente descreve-se mals pormenorizada-
mente a preparagdo do derivado 4‘-di-sédio-fosfato de
etoposido o gqual foi wutilizado como profarmaco no
método de acordo com a presente invengéao:

Aqueceu-se uma suspensdoc de 2,30 g (3,91

mmoles) de etoposido agitada magneticamente (Bristol-
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-Myers Co.) em 210 ml de acetonitrilo anidro ateée a
dissolugdo quase total, arrefeceu-se até a temperatura
ambiente e tratou-se com 2,36 ml (13,5 mmoles) de
N,N~diisopropiletilamina. Arrefeceu-se depois a mistura
até a temperatura de 0°c e tratou-se durante 30
segundos utilizando uma seringa, com 666 mg (4,34
mmoles) de cloretoc de fosforilo, POCL3. Deixou-se a
mistura atingir lentamente a temperatura ambiente
durante 2-3 horas e agitou-se durante 63 horas a
temperatura ambiente. No final deste periodo, tratou-se
a mistura reaccional com uma solugdo de 6,0 g (71,4
mmoles) de carbonato de hidrogénioc e sédio em 110 ml de
Adgua desionizada, agitou-se a mistura durante 80
minutos a temperatura ambiente e partilhou-se entéo
entre 20 ml de uma solugdoc agquosa saturada de carbonato
de hidrogénio e sdédio, 125 ml de dgua desionizada e 350
ml de acetato de etilo. Extraiu-se ainda a camada
orgdnica com 1x50 ml de dgua desionizada e lavaram-se
as camadas aguosas reunidas com 250 ml de acetato de
etilo e submeteram-se depois a vazio de 0,5 mm Hg a
temperatura ambiente durante 1 hora para eliminar os
solventes dissolvidos. Colocou-se depois a porgao
aquosa em uma coluna com 4 cm de didmetro contendo 15
cm de octadecil-silano (C-18) ligado a gel de silica
compactado com metanol e equilibrou-se depois com &agua.

Apés a aplicacdo de toda a porgao aquosa, eluiu-se a
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de clorofosfato de difenilo e manteve-se a uma tempe-
ratura compreendida entre 40 e 45°C durante 22 horas.
Adicionaram-se depois 20 ml de isopropanol, evaporou-se
o solvente sob vazio e dissolveu-se o residuo sélido em
500 ml de CH2C12, e partilhou-se com 400 ml de agua.
Extraiu-se ainda a camada aquosa com 100 ml de CH2C12 e
lavaram-se depois os extractos organicos reunidos com
250 ml de uma solucgdo saturada de cloreto de sdédio e
Uma evaporagdo rotativa

secaram-se sobre Na SO4/MgSO

2 4°
seguida por uma cromatografia rdpida sobre gel de
silica utilizando como eluente 2-3% de CH3OH em CH2C12
forneceram 12,50 g (rendimento 85%) de 4’-difenil-fos-
fato de etoposido sob a forma de um sélido incolor.
Seguidamente, adicionou-se 0,198 g (0,87 mmole)
de o6xido de platina proveniente de uma embalagem
recentemente aberta (Aldrich Chemical Co.) a uma
solucdo de 0,79 g (0,962 mmole) de 4‘’-difenil-fosfato
de etoposido em 95 ml de etanol absoluto. Hidrogenou-se
a solucdo utilizando um dispositivo de Parr a uma
pressdo de 310,3-344,8 KPa (45-50 psi) durante 4 horas
a temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura reaccional
através de uma camada de celite utilizando etanol como
eluente. A concentracdo sob_ vazio e a secagem sobre
on5 durante 14 horas sob vazio forneceram 0,627 g

(rendimento 94%) do 4’/-fosfato de etoposido sob a forma

de um s6lido branco:
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EM FAB: m/e 669 (M+H)+
IV (KBr) 3440, 2930, 1778, 1604, 1498 cm ».

RMN 'H (DMSO-d.) 6 6,93 (s, 1H), 6,46 (s, 1H),
6,12 (s, 2H), 5,94 (m, 2H), 5,17 (bs, 1H), 4,86 (d,
J=3,93Hz, 1H), 4,64 (q,J=7,5,5,8Hz, 1H), 4,51-4,42 (m,
2H), 4,20 (d,J=10,7Hz, 1H), 4,01 (dd, J=12,1,5,3Hz,
1H), 3,51 (s,6H), 3,51-2,75 (m, 7H), 2,83 (m, 1H), 1,16
(d,J=5,1Hz).

ruN 3¢ (DMSO-d.) 6 174,5, 151,2, 151,1, 147,7,
146,2, 126,1, 132,3, 128,8, 109,8, 109,7, 107,9, 101,5,
101,2, 98,5, 80,0, 74,3, 72,7, 71,7, 67,6, 67,2, 65,7,
55,8, 43,0, 37,1, 20,2, 18,5.

Andlise elementar para C29H33016P. 0,85% HZO:

Calculado: C, 50,95; H, 5,11;

Encontrado: C, 51,42; H, 4,97.

Converteu-se depois o 4’-fosfato de etoposido
no seu sal dissdédico adicionando 50 ml de dgua desioni-
zada e 3,00 g (35,7 mmoles).de carbonato de hidrogénio
e sbédio a 2,90 g (4,34 mmoles) de 4'-fosfato de etopo-
sido. Agitou-se a mistura durante 0,5 hora a tempera-
tura ambiente, tempo ao fim do qual cessou a libertacgio
de co,. Aplicou-se depois esta mistura directamente a
uma coluna C-18 conforme descrito na variante anterior.

Eluiu-se primeiro a coluna com 300 ml de &gua desioni-

zada para remogao dos sais em excesso e eluiu-se depois

-



com HZO/CH3OH (4:1) para se obterem 1,90 g (rendimento
61%) do sal dissédico do 4'-fosfato de etoposido puro
sob a forma de um sdélido branco e pulveriforme apds
liofilizagao.

Os derivados fosfato ou tiofosfato 4‘/-dissdédi-
cos de etoposido representam profdrmacos do etoposido
muito hidrossoluveis com actividade citotdxica reduzi-
da. Contudo, a reacgao destes compostos com uma fosfa-
tase alcalina remove o radical fosfato ou tiofosfato,
respectivamente, libertando o potente fdarmaco antican-
cro, o etoposido (ver a Figura 3).

Uma experiéncia em gque cada um dos compostos
4’-fosfato de etoposido e 4’-tiofosfato de etoposido
reagiu com uma fosfatase alcalina indicou que ambos o©s
profdrmacos sdo substratos da enzima. Conforme a Figura
5 demonstra, o fosfato de etoposido é hidrolisado pela
enzima mais rapidamente do que o profdrmaco tiofosfato
de etoposido. Todavia, sob determinadas condigdes, o
tiofosfato de etoposido pode, eventualmente, possuir
uma utilidade especial devido a sua estabilidade
aumentada quando sofre hidrélise.

Reaccdo Dos Conjugados Anticorpo-Fosfatase Alcalina

Com Um Profdrmaco Fosfato De Etoposido

Os conjugados da presente invengdo nao exibem
gualquer perda aparente de actividade enzimdatica devida

a ligacdo da enzima ao anticorpo conforme & evidenciado

S,
-
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pelo facto de os conjugados e a enzima livre exibirem
actividades iguais nos substratos, fosfato de p-nitro-
fenilo (veja-se P. Tijssen, supra) ou fosfato de
etoposido.

Por exemplo, adicionou-se ou apenas a enzima AP
ou o conjugado anticorpo-enzima, L6-AP, produzido
conforme descrito antes (concentracdoc final de AP 5
gg/ml) a uma solugdo de 4’-fosfato de etoposido (0,1
mM) em tampdo Tris (100 mM) contendo MgCl2 (1 mM) e
ZnCl2 (0,1mM) a pH 7,0. Controlou-se a reacgado por HPLC
utilizando uma coluna C-18 IBM (3 u, 4,5x100 mm) e como
agente de eluigdo uma solugdo aquosa de metanol a 50%
(0,5 ml/minuto, controlada a 254 nm). Observou-se que
os primeiros 5 minutos apds o 1inicio da reacgao, a
enzima AP, quer na sua forma de enzima livre quer como
parte do conjugado anticorpo Lé6-enzima, tinha efectuado
a hidrélise de pelo menos 85% do 4’-fosfato de
etoposido em etoposido (ver as Figuras 4C e 4D). Tal
como essas figuras indicam, ndo houve perda de
actividade da enzima AP devido a sua ligagéo ao
anticorpo no conjugado. Na auséncia da enziﬁa, nao
ocorreu a hidrélise do fosfato (ver a Figura 4A). As
solugdes aquosas de fosfato de etoposido ou de
tiofosfato de etoposido mostraram-se estdveis durante
pelo menos 8 horas a temperatura ambiente e durante

vdrios dias a temperatura de 4%c.
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Ligacdo Dos Conijugados Anticorpo-Fosfatase Alcalina

As Células Tumorais H3347

A Figura 6 revela os resultados de um ensaio de
ligacdo de um conjugado realizado para avaliar a
capacidade dos conjugados L6-AP e 96.5-AP e também dos
anticorpos L6 e 96.5 livres para se ligarem a células
tumorais da linha celular de carcinoma metastdsico do
célon humano, H3347 (fornecida por Judy Anderson,
Oncogen) .

O ensaio de ligagdo realizou-se do modo seguin-

te: diluiram-se em série os imunoconjugados ou os

anticorpos livres em meio de Delbecco modificado e
incompleto (IMDM, Gibco) e incubaram-se aliquotas de
100 ul a temperatura de 4°c com 106 células durante 30
minutos. Lavaram-se as células e incubaram-se com 50 ul
de anticorpo anti-murganho de FITC-cabra (Tago, dilui-
cado a 1:12,5) durante mais 30 minutos a temperatura de
4°c. Lavaram-se as células e analisaram-se utilizando
um aparelho de andlise celular por fluorescéncia
Coulter Epics-C. Procedeu-se & remogao das ce€lulas
mortas e obteve-se para cada uma das amostras o loga-
ritmo do valor médio da intensidade da fluorescéncia na
banda do verde. Este numero foli transformado para uma
escala linear e calcularam-se as razdes entre o control
negativo (células + anticorpo antimurganho de FITC-

-cabra) e todas as amostras em ensaio.
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A Figura 6 demonstra que nos conjugados foi
preservada a maior parte da capacidade de ligagao dos
anticorpos, isto é, a conjugagdc nao afectou a capaci-
dade de 1ligagdo dos anticorpos. Por outro lado, a
figura mostra a especificidade de ligagao dos anticor-
pos, isto é, que ambos, o anticorpo livre 96.5 e o
conjugado 96.5-AP, se ligam muito mais fracamente as
células tumorais do gque o anticorpo Lé e o conjugado
L6-AP. Este resultado era previsivel visto que se deve
ter em atengdo que as células tumorais H3347 sao
provenientes de um carcinoma humano e que o anticorpo
1.6 é especifico de um antigene de carcinoma enquanto o
anticorpo 96.5 é especifico de um antigene de melanoma.

Experiéncias de 1ligagdo similares utilizando
L6, L6-AP, 1F5 e 1F5-AP demonstraram também que L6 e
L6-AP se 1ligam a 1linha celular de carcinoma H3347
(saturacdo a 10 ug/ml de anticorpo) enquanto apenas se
observou uma ligagdo muito fraca ou mesmo auséncia de
" ligacdo no que diz respeito a 1F5 ou a 1F5-AP (ver a
Figura 7). Este resultado demonstrou mais uma vez a
especificidade de 1ligagéao dos conjugados, com o
conjugado L6-AP ligando-se a linha de células tumorais
Lé6-positivas e o conjugado 1F5-AP, com especificidade
para as células de 1linfoma B, exibindo auséncia de

ligagao.
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Citotoxicidade In Vitro De Uma Associacao

Conijugado/Profdrmaco Da Presente Invencao

Seguidamente, demonstrou-se in vitro o efeito citotd-
xico das associagdes conjugado/profdrmaco da presente
invencao utilizando ou um ensaio de citotoxicidade
clonogénica ou um ensaio de captacgao de 3H-timidina.

O ensaio de citotoxicidade clonogénica utili-
zado foi o ensaio de inibigdo de coldnias descrito por

I. Hellstrom et al., "Colony Inhibition And Citotoxi-

city Assays", em In Vitro Methods In Cell-Mediated
Immunity, Bloom and Glade (ed.s), pp. 409-14 (1971). As
células utilizadas para detectar a citotoxicidade foram
as células tumorais H3347 descritas antes. Ambos os
conjugados L6-AP e 96.5-AP foram avaliados relativa-
mente & sua capacidade para converterem o profarmaco no
fdrmaco livre.

Resumidamente, suspenderam-se células H3347
(106/ml) em meio de crescimento IMDM (contendo 10 ug/ml

de cada um dos imunoconjugados com base na concentragao

do anticorpo) e incubaram-se durante 30 minutos a

temperatura de 37°C. Lavaram-se as células duas vezes,
suspenderamr—-se nﬁvamente em IMDM e adicionou-se ao meio
o farmaco ou o profarmaco. A incubagdo a temperatura de
37°% prosseguiu durante 15 horas. Apos duas lavagens,
plaguearam-se as células e contou-se O nﬁmero de

colénias (> 8 células/colénia) decorridos 7-10 dias.

AN
_/;1/7
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—
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Os resultados do ensaio estdao indicados na
Figura 8 (o valor percentual da inibigao é a média de
seis amostras). Conforme se mostra na figura, o
etoposido (CI50 = 0,20 uM) foi muito mais citotdxico do
que o 4’-fosfato de etoposido (EP) (CI50 = 5,8 uM). O
profdrmaco individualmente exibiu uma actividade
citotdéxica muito fraca. O tratamento das células H3347
com o conjugado L6-AP, seguido por exposigao ao fosfato
de etoposido, teve como consequéncia um aumento muito
elevado da actividade citotéxica comparativamente com a
observada quando se administra apenas o profdarmaco,
sendo a actividade citotéxica aumentada compardvel a
actividade citotéxica observada quando se administra
apenas o etoposido. O tratamento das células com o©
conjugado 96.5~-AP e o fosfato de etoposido demonstrou
um aumento muito menor da actividade citotéxica
comparativamente com a observada quando se administra
apenas o profdarmaco. Este resultado pode atribuir-se a
pequena quantidade de conjugado 96.5-AP gue se liga as
células H3347 conforme descrito antes (ver a Figura 6).
Os conjugados ndo sdao eles mesmos citotdéxicos uma vez
que o tratamento das células apenas com conjugados nao
provocou a morte de nenhuma célula.

Estudou-se também o efeito citotéxico dos
conjugados da presente invengdo utilizando um ensaic de

captagao de 3H-timidina. Em conformidade com este
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ensaio, incubou-se uma suspensao de 106 células tumo-
rais H3347 em 0,1 ml de IMDM com 10% de soro fetal de
vitela durante 1 hora a temperatura de 4°c na presencga
de 5 ug/ml de conjugado. Lavaram-se as células duas
vezes com um meio contendo 10% de soro fetal de vitela,
suspenderam—-se novamente (em 1 ml) e plaquearam-se emn
placas de microtitulagdo com 96 cavidades (10000 célu-
las/cavidade). Adicionou-se depois o farmaco ou o pro-
farmaco em IMDM e iniciou-se a incubagado a temperatura
de 37°C durante 6 horas. Lavaram-se as célulés duas
vezes e a incubacdo prosseguiu durante mais 12 horas,
sequindo-se um periodo de marcagac de 6 horas com
3H-timidina (1,0 uCi/cavidade). Congelaram-se as placas
a temperatura de -20°C para separar as células que se
recolheram seguidamente sobre discos de fibra de vidro.
Procedeu—-se & contagem dos filtros em um contador por
cintilacdo Beckman 3801.

‘Utilizando este ensaio, mediu-se a inibigdo da
incorporagéao de 3H-timidina no ADN das células tumorais
e, consequentemente, o efeito citotdxico do etoposido
ou do profdrmaco, EP, sobre as células na auséncia ou
na presenga dos conjugados L6-AP ou 1F5-AP. Como se

mostra na Figura 9, o etoposido (CI = 1 upM) foi 100

50
vezes mais toéxico do que o composto EP (35% de inibigdo
a 100 uM). O pré-tratamento das células com 1F5-AP

antes da exposigcdo ao EP ndo reforgou a citotoxicidade.
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Contudo, observou-se um aumento dramdtico da actividade
citotéxica quando as células foram expostas primeiro ao
L6-AP e depois ao EP. Assim, nos dois ensaios utiliza-
dos para determinar a citotoxicidade in vitro, o efeito
citotdxico da associacdo conjugado/profdrmaco de acordo
com a presente invengdo foi comparével ao do etoposido
individualmente, e este efeito foi especifico do
antigene, conforme indicado pelo facto de a citoto-
xicidade do EP ndo ter sido reforgada de um modo idén-
tico mediante tratamento das células H3347 com Os
conjugados de controlo, 96.5-AP e 1F5-AP, respectiva-
mente.

Localizacdo Dos Conjugados Em Xenotransplantes

Tumorais Em Murganhos

Seguidamente empreenderam-se estudos de locali-
zacdo in vivo para descobrir com que rapidez e com que
intensidade os conjugados da presente invengao se
acumulavam em um tumor. Esta informagdo demonstrou ser
1itil na determinacdo de um intervalo de tempo adequado
entre a administracdo do conjugado anticorpo-enzima e o
profdrmaco nos estudos de terapia tumoral.

Em primeiro 1lugar, injectaram-se subcutanea-
mente (s.c.) 107 células tumorais H3347 nos flancos
posteriores esquerdo e direito de fémeas de murganho
Balb/C nu/nu (4-6 semanas dé idade) (provenientes de

Life Sciences, St. Petersburg, Florida). Obtiveram-se
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as células tumorais a partir de culturas in vitro que
haviam sido suspensas mediante tratamento durante 2
minutos com tripsina (0,5 g/1) e EDTA (0,2 g/1). Lava-
ram-se as células duas vezes com IMDM e incubaram-se
durante 1 hora a temperatura de 37°C em IMDM com 10% de
soro fetal de vitela. Lavaram-se as células, suspende-
ram-se em PBS, e conservaram-se a temperatura de 4OC
antes da injeccao. Tanto os estudos de localizagao como
de terapia descritos na presente memdéria descritiva se
iniciaram quando os tumores atingiram uma dimensao
média de 225 mm3.

Nos estudos de localizagao realizadqs, proce-
deu-se a marcagao do anticofpo L6 e do conjugado L6-AP

com 1251 e do anticorpo 1F5 e do conjugado 1F5-AP com

1311, utilizando o método do iodogéneo [veja-se P.J.

Fraker et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 80, pp.

849-857 (1978)]. Dois dias antes das experiéncias de
localizagdo, aplicou-se aos animais uma solugdo de iodo
de Lugol a 0,5% (v/v). Cada murganho foi injectado por
via i.p. com 100 ug (tomando por base cada um dos
anticorpos monoclonais) de uma qualquer das solugdes
seguintes: L6-AP (5 uCi) e 1F5-AP (2,5 uCi) em 0,2 ml
de PBS a pH 7,2 ou uma associagdo de L6 (5 uCi) e 1F5
(2,5 puCi) em 0,2 ml de PBS. A intervalos periddicos,
anestesiaram-se os murganhos, sangraram-se através do

plexo orbital e sacrificaram-se. Pesaram-se os tecidos

)\~
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e procedeu-se depois a contagem em um contador de raios
gama. Determinou-se a localizagao mediante comparagao
da localizacgdo do 125I—L6 com a do l3lI—1F5, isto é,
mediante determinacdo das taxas de captacdo especifica

(1251) e nao especifica 131

I) das contagens nos
diversos tecidos. No Quadro 1 seguinte encontram-se

resumidos os resultados da captacdo hepatica e tumoral.

Quadro 1

DOSE PERCENTUAL INJECTADA POR GRANA DE PESO TECIDUAL DE PROTEINAS ADNINISTRADAS

L L6-AP

tumor figado tugor figado

2 horas 1,6 (8,0) | 4,9 (2,0) 1,5(7,5 | 52(0,7)
24 horas 1,6 (12,0) | 2,3 (1,4) 1,0 (10,00 | 1,3 (1,3)
48 horas 6,0 (8,0) |2,5(1,3) 0,51(50 | 0,8(1,0)

0s nimeros entre parénteses representanm os quocientes L6/1F5 ou L6-AP/1F5-AP.

Tal como o quadro indica, o anticorpo L6 nao
conjugado localizou-se eficazmente no tumor no inter-
valo de 24 horas e ali se manteve durante pelo menos 48
horas. Durante este periodo, a proporgao entre L6 e 1F5
no tumor variou entre 8 e 12, ao passo gue & pProporgao
no figado foi bastante baixa (1,3-1,4). O nivel maximo
da captagdo especifica no tumor relativamente ao conju-
gado L6-AP ocorreu em aproximadamente 24 horas, altura
em gque a proporgdo entre L6-AP e 1F5-AP era 10,0. Estes
resultados indicam que o conjugado L6-AP se localizou

no interior do tumor bastante melhor do que o 1F5-AP,
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mas nac tdo bem como o anticorpo L6 nao modificado.
Seguidamente, determinou-se a quantidade de
actividade natural da fosfatase no tumor e o grau para
o qual esta actividade podia ser aumentada conduzindo a
AP até ao tumor utilizando os conjugados da presente
invencdo. Excisaram-se tumores de murganhos que tinham
sido tratados durante 24 horas com 100 ug (com base no
anticorpo L6) do conjugado L6-AP e mediu-se a activi-
dade total da fosfatase, utilizando o fosfato de
p-nitrofenilo como substrato tal como se descreve
seguidamente: lavou-se o tumor excisado e agitou-se
depois suavemente a temperatura de 23°C com fosfato de
p-nitrofenilo (1 mg/ml) em Tris (100 mM) pH 9,5
contendo NaCl (100 mM) e MgC12(5 mM). Controlou-se a
evolucdo da reacgdo medindo a quantidade de p-nitrofe-
nilo libertada a 410 nm e corrigiram-se os resultados
em funcdo da massa tumoral. Descobriu-se que os tumores
de murganhos que tinham sido tratados com o conjugado
L6-AP ostentavam um nivel de actividade da fosfatase da
ordem de dez vezes superior ao observado nos tumores de
murganhos ndo tratados (ver a Figura 10A).
Empreendeu-se uma andlise histoldgica mais
pormenorizada da actividade da fosfatase do tumor em
secgdes transversais de tumores obtidos a partir de
murganhos ndo tratados ou previamente tratados 24 horas

antes com 300 ug (com base no anticorpo) ou de L6-AP ou
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de 1F5-AP. Avaliou-se a actividade da fosfatase por
imuno-histologia, utilizando um substrato de <fosfatase
que depositou um precipitado negro no local da activi-
dade enzimdtica conforme se descreve seguidamente:
congelaram-se rapidamente os tumores excisados a
temperatura de -28°c e obtiveram-se secgdes transver-
sais e sequenciais dos mesmos com uma espessura de 8 um
utilizando o micrétomo de Reichert-Jung. Mediu-se a
actividade da fosfatase com um conjunto de substrato de
AP proveniente de Vector Laboratories (Burlingame, CA)
e compararam-se os resultados com secgdes coradas com
hematoxilina e eosina (H. e E., ver a Figura 10B).

Tal como a Figura 10B demonstra, detectou-se

fraca actividade enzimdtica em tumores de murganhos nao

tratados ou tratados com o conjugado 1F5-AP. Contudo,
nos murganhos tratados com o conjugado L6-AP, a
actividade da fosfatase foi bastante elevada e foi
possivel observé-la distribuida pelo tumor. A avaliagao
microscépica revelou que a maior parte das células
tumorais nos murganhos tratados com o conjugado L6-AP
exibiam uma coloracdo altamente positiva relativamente
a actividade da fosfatase.

Efeito Anti-Tumor In Vivo De Uma Associacdo Conjugado/

/Préférmaco Fosfato De Ftoposido Da Presente Invengao

Em murganhos nus que possuiam tumores subcuta-

. 3 .
neos com o volume aproximado de 225 mm~ reallzaram-se
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experiéncias terapéuticas. Dezoito a 24 horas antes do
tratamento com EP, administraram-se por via i.p. os
conjugados, L6-AP e 1F5-AP. Comparou-se O crescimento
tumoral ao observado em murganhos nao tratados e en
murganhos tratados com as doses maximas toleradas de
etoposido ou de apenas o0 composto EP.

Mais especialmente, tratou-se um grupo de 8
murganhos nus com tumores H3347 bilaterais com ou o
etoposido (0,2 ml contendo 1,2 mg de etoposido em DMSO:
H20 a 2:3) ou apenas o composto EP (0,2 ml contendo 2
mg de EP em dgua) ou com L6-AP (0,1 ml contendo 300 ug
de anticorpo em PBS) ou com 1F5-AP (0,1 ml contendo 300
pg de anticorpo em PBS) seguindo-se o tratamento com o
composto EP. Cada experiéncia continha um grupo de
murganhos de controlo que nao foram tratados.
Avaliaram-se os volumes dos tumores em diversos dias

apés a implantagdo do tumor, utilizando a fdérmula:

[ (largura na perpendicular)2/2] X o maior comprimento
Os resultados destas experiéncias estéao
expostos na Figura 11. O etoposido exibiu um efeito
muito pequeno sobre o crescimento tumoral na dose
utilizada e as doses mais elevadas nao foram bem
toleradas. O profdrmaco, EP, foi menos tdxico para os
animais, e a dose mais elevada que consequentemente foi

possivel administrar originou um efeito antitumor
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superior aquele gque fol observado com o proprio
etoposido. Observou-se um grau idéntico de actividade
antitumor em murganhos tratados com o conjugado de
controlo, 1F5-AP, antes do tratamento com o composto
EP. Todavia, quando se trataram os murganhos com o©O
conjugado L6-AP e depois com o composto EP observou-se
um efeito anti-tumor muito mais pronunciado. 0
conjugado L6-AP individualmente ndo exibiu qualquer
efeito sobre o crescimento tumoral (dados nao
apresentados).

O Quadro 2 seguinte mostra um sumdrio das
respostas de cada tumor individualmente & terapia.
Entre os 16 tumores de 8 murganhos tratados com L6—AP e
EP, 6 deles sofreram uma regressao completa e outros 2
ficaram menores do que no inicio do tratamento. Nao se
observaram quaisquer respostas completas ou parciais em

nenhum dos outros protocolos de tratamento.

A
— }t\.
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Quadro 2

EFEITOS DE DIVERSOS TRATAMENTOS SOBRE O CRESCIMENTO TUMORAL

Agente RESPOSTA®

progressao estavel parcial cozpleta

Nenhum 1 0
Ztoposido 1

EP
1F5-AP4EP
LoAP+EP

10

5

L WO Oh B ON
o O O o o
[= A== i R Y

Us dados representan as respostas de 16 tuncres em cada grupo 23 dias apds a
implantacdo do tumor,

* Resposta: progressio - desenvolvimento tumoral continuo; estdvel -
- auséncia de crescimento adicional do tuser; parcial - diminuigdo
de volume; completa - reqressic que conduz & auséncia de tumor

O presente exemplo demonstra claramente a apli-
cabilidade do método de acordo com a presente invencéo
de libertagdo de um fdrmaco antitumor citotdxico em
células tumorais utilizando um conjugado anticorpo-en-
zima especifico do tumor e um profarmaco capaz de ser
convertido pela enzima passando de uma forma relativa-
mente ndo citotdxica para uma forma citotdéxica potente.
EXEMPIOC 2

Este exemplo demonstra a utilizacdo dos imuno-
conjugados e dos métodos da presente invencao para
converter um profdrmaco fosfato de mitomicina relativa-
mente ndo citotdéxico no fédrmaco mitomicina activo,
conduzindo a uma citotoxicidade in vitro sobre as
células tumorais. Além do mais, tal como se demonstrou

no Exemplo 1 anterior, o exemplo seguinte demonstra a
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aplicabilidade dos imunoconjugados, profarmacos e
métodos da presente invengdo para a libertagdao de um
fdrmaco antitumor citotdéxico em células tumorais in

vivo.

Este exemplo utiliza os imunoconjugados L6-AP e
1F5-AP preparados conforme descrito no Exemplo 1 ante-
rior. Em conformidade com esta variante da presente
invencao, fez-se reagir cada um desses conjugados anti-
corpo-enzima com um profdrmaco novo fosfato de mitomi-
cina. Mais especialmente, o profdrmaco utilizado foi o
sal dissdédico de um N7-alquil(Cl—C8)—fosfato de mitomi-
cina C. 0 agente antitumor 1libertado em consequéncia
desta reacgdo foi um derivado alcodlico de mitomicina.
A associagcdo conjugado L6-AP/profarmaco fosfato de
mitomicina de acordo com a presente invengao teve como

consequéncia uma citotoxicidade em relagao as ceélulas

tumorais in vitro e um efeito antitumor acentuado in

vivo em murganhos.

Preparacdo De Um Novo Profdarmaco Fosfato

De Mitomicina

O novo profdrmaco fosfato de mitomicina, o
7-(2’-aminoetil-fosfato) de mitomicina (designado na
presente meméria descritiva por "MOP") é o derivado
2-amino-etil-fosfato de mitomicina C ("MMC"Y) e
preparou-se do modo seguinte:

Adicionou-se uma solugdo de 56 mg (0,4 mmole)

.
\’\E“'-
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de di-hidrogeno-fosfato de 2-amimoetilo em 0,35 ml de
dgua e 0,3 ml (2 mmoles) de trietilamina a 140 mg (0,4
mmole) de mitomicina A (composto identificado na
presente memdria descritiva por "MMA") em 6 ml de
metanol e deixou-se a reacgdo prosseguir a temperatura
ambiente durante a noite. Adicionaram-se depois 1,4 ml
de uma solugao aquosa saturada de carbonato de
hidrogénio e sédio e partilhou-se a solugao entre agua
e cloreto de metileno. Concentrou-se a fase aquosa até
A secura e adicionaram-se diversas porgdes de metanol
que se evaporaram. Retomou-se o residuo com metanol,
filtrou-se e colocou-se em uma coluna de silica CC-18
(fase inversa) com 2 x 10 cm. Eluiu-se o produto com
dgua e evaporou-se todo o material volatil. Adicionou-
-se metanol e evaporou-se conforme descrito antes e
secou-se o residuo durante 24 horas sob alto vazio em
um exsicador com pentéxido de fésforo. Obtiveram-se 190
mg (rendimento 97%) do derivado fosfato de mitomicina,
MOP, com aspecto de um pdé azul fino.

360 MHz RMN-TH (D,0) & 1,94 (s, 3H, CH;),
2,9-3,1 (m, 4H), 3,20 (s, OCH,), 3,28 (s, 1H), 3,36 (s,
1H), 3,5-3,65 (m, 4H), 4,1-4,25 (m, 2H), 4,50-4,57 (44,
1H, 10-H).

Deste modo, preparou-se o MOP por deslocamento
do grupo 7-metoxi do composto MMA com &cido 2-amino-

etil-fosfdérico (ver a Figura 12). Converteu-se o
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produto no sal dissddico hidrossoluvel mediante
tratamento com carbonato de hidrogénio e sddio.
Preparou-se o derivado alcodlico de mitomicina
conhecido e correspondente, o 7-{(2-hidroxi-etil)~-
—amino]-9a-metoximitosano (designado na presente
memdria descritiva por "MOH") fazendo reagir 100 mg
(0,286 mmole) de MMA com 26 mg (0,429 mmole) de etanol-
amina em conformidade com o método de B.S. Iyengar et
al., "Mitomycin C and Forfiromycin Analogues With

Substituted Ethylamines At Position 7", J. Med. Chemn.,

26, pp. 16-20 (1983). Obtiveram-se 58 mg (rendimento
54%) do produto com o aspecto de um pé azul fino.

Reactividade E Estabilidade Do Profdrmaco

Fosfato De Mitomicina

Analisou-se depois a reactividade do profarmaco
MOP com AP. A uma solugdo de MOP (1 mM) em tampdo Tris
(100 mM) pH 7,2 e a temperatura ambiente adicionou-se
ou AP proveniente do instestino de vitela ou AP prove-
niente da placenta humana (concentragao final 1 ug/ml).
Controlou-se a evolucdo da reacgdo por HPLC utilizando
uma coluna C-18 (4,6 x 150 mm) e as condigdes seguin-
tes: deteccdo a 280 nm; 30-95% de metanol em tampao de
acetato (100 mM; pH 5,2) durante 8 minutos, re-equili-
brio apés 15 minutos; débito de 0,8 ml/minuto. Nestas
condigdées, o MMC eluiu aos 7,0 minutos, o MOH aos 8,5

minutos e o MOP aos 4,0 minutos. Conforme se demonstra
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na Figura 13, o grupo fosfato do profdrmaco MOP foi
rapidamente cindido com a enzima AP. A HPLC serviu para
confirmar que se formou o alcool correspondente, o MOH.
Nas condigbdes reaccionais utilizadas o tempo de
semi-vida da hidrdlise do MOP fol aproximadamente 10
minutos e a reacgcdo ficou completa decorridos 40
minutos. |
Determinou-se a estabilidade do MOP e do EP no
soro humano por HPLC medindo a velocidade de desapa-
recimento dos profdrmacos e a velocidade de formacao do
MOH e do etoposido. Assim, por exemplo, adicionou-se
uma solugdo de MOP (1 mM em 100 mM de Tris, pH 7,2) a
soro humano recente de tal modo que a concentragao
final do fdrmaco foi 0,1 mM. Diluiram-se aliquotas de
0,25 ml com 0,25 ml de metanol e com EDTA (50 pul a 100
mM) para precipitar as proteinas séricas e para
interromper a reacgdo. Centrifugaram-se as amostras e

analisaram-se por HPLC tal como se descreveu imedia-

- tamente antes. Observou-se que a hidrélise de 50% do

composto EP teve lugar decorrida uma hora, mas que
apenas 25% do composto MOP se hidrolisou decorridas 4
horas. £ possivel conseguir rapidamente a hidrélise
total adicionando a enzima AP ao soro.

Ligacdo De Conijugados Anticorpo-Fosfatase Alcalina

A Células Tumorais H2981

Seguidamente mediu-se a capacidade dos conju-
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gados anticorpo-enzima L6-AP e 1F5-AP de acordo com a
presente invengdo se ligarem a células tumorais H2981.
A linha celular H2981 foi definida a partir de um
adenocarcinoma humano primdrio do pulmdo [veja-se I.
Hellstrom et al., "Monoclonal Mouse Antibodies Raised
Against Human Lung Carcinomas", Cancer Res., 46 (N2 8),
pp. 3917-23 (1986)]. Sabe-se que o anticorpo L6 se liga
fortemente a células H2981 (saturagao a 10 pug/ml)
enquanto o 1F5 exibe uma ligagao muito fraca a essas
células.

O ensaio de 1ligagdao realizou-se conforme des-
crito no Exemplo 1. A andlise por FACS indicou que o
anticorpo L6 e o conjugado L6-AP se ligavam fortemente
as células, enQuanto o anticorpo 1F5 e o conjugado
1F5-AP (ver a Figura 14) revelavam uma ligagdo muito
mais fraca.

Citotoxicidade In Vitro da Associacdo Conijugado/

/Profdrmaco da Presente Invencdao Em Células Tumorais

H2981

Demonstrou-se in vitro o efeito citotdéxico das
associagdes conjugado/profdrmaco de acordo com a pre-
sente invencdo via o ensaio de captagdo de 3H—timidina
descrito no Exemplo 1; utilizando neste caso células
tumorais H2981 para avaliar a citotoxicidade in vitro e
células CEM como controlo. Obteve-se a linha celular

ALL de células T, designada por CEM, na ATCC e nao se

~
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liga aos anticorpos monoclonais L6 ou 1F5. Analisa-
ram~-se os efeitos citotdxicos dos profarmacos, EP e
MOP, em células tumorais na auséncia ou na presenga dos
imunoconjugados L6-AP ou 1F5-AP. Os efeitos citotdxicos
destas associagdes foram também comparados ao efeito
citotéxico de cada um dos fdrmacos originais indivi-
dualmente.

Resumidamente, incubou-se uma suspensdo de 106
células H2981 ou CEM em 0,1 ml de IMDM contendo 10% de
soro fetal de vitela durante 1 hora a temperatura de
4°c na presenga de 10 ug/ml de conjugado. Lavaram-se as
células duas vezes com o0 meio contendo 10% de soro
fetal de vitela, suspenderam-se novamente em 1 ml de
uma solugdo de soro fisioldégico tamponada com fosfato,
pH 7,2 (PBS) e plaquearam-se em placas de microtitu-
lagcdo com 96 cavidades (10000 células/cavidade).
Adicionou-se depois o profdrmaco em PBS e iniciou-se a
incubagdo a temperatura de 37°C durante 1 hora (para o
MOP) ou 5 horas (para o EP). Lavaram—-se depois as
células 2 vezes e manteve-se a incubagdao durante um
total de 24 horas (incluindo a marcagao de 6 horas com
3H-timidina, 1,0 uCi/cavidade). Congelaram-se as placas
a temperatura de -70% para separar as células e apds
descongelagao procedeu-se a recolha das mesmas sobre
discos de fibra de vidro. Utilizando um contador de

cintilagd@o Beckman 3801 contaram-se os filtros e
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compararam-se os efeitos citotdxicos das associagdes
conjugado/profdrmaco com a citotoxicidade observada
apds tratamento das células com apenas o profarmaco ou
o fadrmaco original. Os resultados obtidos estéao
indicados nas Figuras 15-17.

Conforme se mostra na Figura 15, o etoposido
(CI50 de 2 uM) foi significativamente mais todéxico para
as células H2981 do que o EP (20% do assassinio a 30
uM). O pré-tratamento das células com 1F5-AP antes da
exposicdo ao profdrmaco originou um aumento muito
ligeiro da citotoxicidade. Contudo, observou-se um
acréscimo dramdtico da actividade citotdxica quando as
células foram expostas primeiro ao L6-AP e depois ao
EP. O efeito citotdxico foi comparavel ao do etoposido
por si sé.

Utilizando derivados de mitomicina observou-se
um resultado semelhante. Conforme se indica na Figura
16, os compostos MMC e MOH foram igualmente citotdxicos
em relagdao as células H2981 e apresentaram valores de
C150 de aproximadamente 1 uM. O profdrmaco fosfato,
MOP, foi muito menos citotéxico (5% de células assassi-
nadas a 10 uM), provavelmente devido a sua incapacidade
para penetrar na célula. Contudo, a actividade do MOP
foi compardvel a do MOH e MMC quando as células tumo-
rais foram pré-expostas ao conjugado L6-AP de acordo

com a presente invengdo. Este aumento é especifico do
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antigene, uma vez que o conjugado que nao se liga, o
1F5-AP, ndo afectou significativamente a actividade
citotdéxica do profdrmaco. Nem o conjugado L6-AP nem O
conjugado 1F5-AP aumentaram dramaticamente o efeito
citotdxico do MOP contra células CEM, o que é consis-
tente com o facto de esses conjugados nao se ligarem a
esta linha celular (ver a Figura 17). Assim, estes
resultados indicam que o grupo fosfato de cada um dos
profdrmacos ensaiados 1inactiva o fdrmaco e que apos
hidrélise do grupo fosfato por um conjugado anticorpo-
-enzima 1ligado a superficie das células tumorais,
qualquer dos profdrmacos, EP e MOP, produz farmacos
citotdxicos activos.

Efeito Anti-Tumor In Vivo Da Associagcdo Conjugado/

/[Profdrmaco Da Mitomicina Da Presente Invengéao

Antes de se investigar a actividade anti-tumor
in vivo do composto MOP em associagdo com o conjugado
L6-AP da presente invengdo, determinaram-se as toxici-
dades relativas do profdrmaco e do seu derivado activo
libertado, o composto MOH, em murganhos Balb C nu/nu.
Quando se administraram os fdrmacos (i.p.) em duas
doses iguais espagadas por 4 dias, obtiveram-se valores
de DL50 de 45 e 90 mg de farmaco/kg de massa corporal
para os compostos MOH e MOP, respectivamente. Obser-
vou-se também gque utilizando doses mais pequenas

durante um intervalo de tempo mais longo se poderia
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administrar consideravelmente mais composto. Quantida-
des totais de até 40 mg/kg de composto MOH e 100 mg/kg
de composto MOP foram bem toleradas quando administra-
das em 4 doses iguais durante um periodo de 25 dias.
Estes estudos indicaram gque foi tolerada significati-
vamente mais gquantidade de profdrmaco de mitomicina
devido a sua reduzida toxicidade.

Realizaram-se depois estudos terapéuticos
utilizando fémeas de murganho Balb C nu/nu (6 murganhos
por cada grupo de tratamento) (4-6 semanas de idade)
provenientes de Life Sciences (St. Petersburg, Fla.)
nas quais tinha sido implantado (s.c., flanco posterior
direito) um tumor H2981 obtido in vivo. Estas experién-
cias realizaram-se quando os tumores atingiram aproxi-
madamente o volume de 100 mm3. Por via intraperitoneal
administrou-se cada um dos conjugados L6-AP e 1F5-AP
(0,1 ml contendo 250 ug de anticorpo em PBS) 18 a 24
horas antes do tratamento com o composto MOP (0,2 ml
contendo 0,6 mg de composto MOP em dgua). Comparou-se O
crescimento tumoral com o observado em murganhos nao
tratados e em murganhos tratados apenas com as doses
miaximas toleradas do composto MOP (0,2 ml contendo 0,6
ng do composto MOP em &gua) ou do composto MOH (0,2 ml
contendo 0,2 mg do composto MOH em &agua).

Como se mostra na Figura 18, tanto o MOH como o

MOP exibiram in vivo actividades antitumor signifi-
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cativas. O tempo necessario para atingir um volume
tumoral médio de 750 mm° foi de 45 dias em murganhos
tratados com o MOH, 63 dias em murganhos tratados com o
profdarmaco MOP e 27 dias no grupo de controlo. Conforme
relatado antes, o profdarmaco MOP foi menos téxico para
os animais e consegentemente a dose mais elevada que
foi possivel administrar originou um efeito antitumor
superior ao observado com o derivado MOH. Embora o
conjugado nao ligante, 1F5-AP, aumentasse um pouco a
actividade do MOP, observou-se um efeito muito mais
acentuado no grupo tratado com L6-AP antes do trata-
mento cbm MOP. Tal como a figura indica, ao 70¢ dia, os
tumores que tinham sido pré-tratados com o conjugado
L6-AP (seguindo-se o tratamento com MOP) apresentavam
aproximadamente um tergo da dimensdo dos tumores pré-
-tratados com o conjugado 1F5-AP. Além do mais, confor-
me indica o Quadro 3 a segquir, por volta do 632 dias
pés—-implantagdo, 3 dos 6 tumores dos murganhos trata-
dos com L6-AP + MOP sofreram uma regressao completa e
0s 3 tumores restantes ndo aumentaram de tamanho desde
o inicio do tratamento. Pelo contrdrio, o tamanho de 3
dos 5 tumores do grupo tratado com 1F5-AP + MOP efecti-
vamente progrediu, 2 dos 5 tumores permaneceram est&-
veis, ndo se tendo verificado regressdes parciais ou

totais.
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Quadro 3

RESPOSTA DE TUMORES (A0 63 DIA) 20 TRATANENTO COM CONJUGACOS ANTICCRPO-AP
E DERIVADOS DE MITOMICINA

RESPOSTAS DE TUMORES

TLD0
progressdo estavel reqressao reqressao
parcial completa

Centrolo 6/6
NoH 8/8
0P Y 1/5
1F5-aP +
¥op 3/5 /5
L6-AP +
Mop 3/6 1/6

Estas experiéncias demonstram claramente a
especificidade e o efeito antitumor aumentado in wvivo
da associagdo enzima/MOP de acordo com a presente
invengdo, conduzida até ao alvo.

EXEMPLO 3

Este exemplo demonstra a aplicabilidade dos
imunoconjugados, profdrmacos e métodos de acordo com a
presente invencdo para a libertagdo de uma série de
farmacos diferentes em células tumorais. Utilizando o
conjugado anticorpo-fosfatase alcalina, L6-AP, em
associagdo com os profarmacos, EP e MOP, aumentou-se a
actividade antitumor in vivo. Assim, a presente
invengdo proporciona a utilizagcdo de uma unica enzima
conduzida pelo anticorpo até ao alvo com um painel de
profdrmacos em uma dJuimioterapia associada contra

tumores.

~
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Os profarmacos, EP e MOP, prepararam-se
conforme descrito nos Exemplos 1 e 2, respectivamente.
A preparagaoc dos imunoconjugados L6-AP e 1F5-AP
encontra-se descrita no Exemplo 1. Os estudos in_ vivo
com murganhos nus realizaram-se conforme descrito nos
Exemplos 1 e 2 anteriores. Assim, os murganhos nus nos
quais tinha sido implantado um tumor H2981 foram
pré-~expostos ao conjugado L6-AP ou 1F5-AP 18-24 horas
antes do tratamento com uma associacdo de MOP/EP (0,2
ml contendo 1 mg de EP e 0,3 mg de MOP em a&agua).
Comparou-se o crescimento tumoral ao observado em
murganhos nao tratados e em murganhos tratados apenas
com a associagao MOP/EP.

Conforme se mostra na Figura 19, as actividades
antitumor da associagdo MOP/EP por si sé e da associa-
¢do MOP/EP mais o tratamento com 1F5-AP foram aproxima-
damente iguais. E, como 1indica o Quadro 4 seguinte,
todos os tumores destes dois grupos bem como os tumores
dos murganhos de controlo ndo tratados aumentaram de
volume. Todavia, 0 pré-tratamento dos murganhos
afectados por tumores com o conjugado L6-AP seguido
pelo tratamento com a associaqéo MOP/EP, teve como
consequéncia uma resposta antitumor acentuada. Tal como
a figura 19 indica, ao 70¢ dia, os tumores que tinham
sido pré-tfatados com L6-AP (seguindo-se o tratamento

com a assoclacdao MOP/EP) apresentavam aproximadamente
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um terco da dimensdo dos tumores pré-tratados com o
conjugado 1F5-AP. Além do mais, o Quadro 4 mostra que
no 63° dia pés—implantagéo, um dos 6 tumores do grupo
dos murganhos pré-tratados com L6-AP tinha sofrido uma
regressao completa, 3 dos 6 tumores tinham cessado de
crescer e apenas 2 dos 6 tumores tinham aumentado de

volume.

Quadro ¢

RESPOSTA DE TUMORES (A0 63¢ DIA) A0 TRATAMENTO COM CCNJUGADOS ANTICORPO-AP
E ASSOCTACGES DE NITONICINA/ETOPOSIDO

RESPOSTAS DOS TUMORES

Grupo
Drogressao estdvel Tegressao reqressio
parcial cozpleta

Controlo
NOH/EP 5/
1F5-2P +
Xop/EP 6/%
L6-AP +
MOB/EP 28 38 1/6

Assim, estes estudos in vivo indicam a aplica-
bilidade dos conjugados, profdrmacos e métodos de
acordo com a presente invengdo para uma terapia
associada contra tumores.

Alternativamente, os conjugados da presente
invencgao tais como o L6-AP podem utilizar-se com outras
associagdes de profdrmacos, tais como o EP, o 14-fos-
fato de adriamicina e o monofosfato de 5-fluorouridina

para libertar uma série de agentes citotdéxicos diferen-



_83_

tes nas células tumorais.

Mais uma vez, a preparagao do conjugado anti-
corpo-enzima, L6-AP e do profdarmaco, 4’-fosfato de
etoposido, realiza-se conforme descrito no Exemplo 1.
Prepara-se O la-fosfato de adriamicina conforme
descrito na patente de invengado norte-americana ne
4 185 111 concedida em 22 de Janeiro de 1980 a J. B.
Ducep. Prepara-se o mnonofosfato de S5-fluorouridina
conforme descrito por M. J. Robins et al., Can. J.
Chem., 53, pp. 1302-1306 (1975).

A reacgao do L6-AP com os trés profdrmacos
referidos antes realizou-se do seguinte modo: adicio—
nou-se ou apenas a enzima AP ou o conjugado L6-AP
(concentracao final de AP 5 ug/ml) a solucodoes de
4’-fosfato de etoposido ou 1l4-fosfato de adriamicina
(0,1 mM) em tampdo Tris (100 mM) contendo MgCl2 (1 mM)
e ZnCl2 (0,1 mM) a pH 7,0. Para o profdarmaco 5-fluoro-
uridina, as condigdes reaccionais exigem uma solugao de
5-fluorouridina (3 uM) em tampao de fosfato (100 mM) a
pPH 8,0. A reacgao do L6-AP com ou o fosfato de etopo-
sido ou o profdrmaco 5-fluorouridina controla-se con-
forme descrito no Exemplo 1. A reacgdo do L6-AP com
la-fosfato de adriamicina controla-se por HPLC utili-
zando uma coluna C-18 IBM (3 u, 4,5x100 mm) e como
eluente metanol a 65% em agua contendo 3% de acetato de

aménio (0,5 ml/min, controlado a 495 mm).
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A reacgao do conjugado anticorpo-AP com cada um
dos profdrmacos origina a eliminacdo por hidrdlise dos
radicais fosfato para 1libertar os fédrmacos livres
[veja-se, por exemplo, R.B. McComb et al., Alkaline
Phosphatase, Plenum Press (New York 1979)].

A citotoxicidade para as células tumorais de
cada um dos trés profarmacos na presenga do conjugado
L6-AP da presente invencgao pode demonstrar-se
utilizando o ensaio de 1inibigdo das colénias como
descrito no Exemplo 1 anterior. Apds a remogao do
radical fosfato de cada um dos profarmacos efectuada
pelo conjugado, libertam-se o etoposido, a adriamicina
e a 5-fluorouridina. Tem-se demonstrado que cada um
destes fdrmacos é um agente antitumor potente [veja-se,
por exemplo, P. J. O’Dwyer et al., "Etoposide: Current

Status Of An Active Anticancer Drug", New England

Journal Of Medicine, 312, pp. 692-700 (1985); M.J.

Embleton et al., "Antibody Targeting Of Anti-Cancer

Agents", em Monoclonal Antibodies For Cancer Detection

And Therapy, R. W. Baldwin e V.S. Byers (ed.s), pp.
321-22 (Academic Press 1985); patente de invengéao

norte-americana n¢. 4 185 111, supra; S.T. Crooke e

S.D. Reich (ed.s), Anthracyclines: Current Status And

New Developments, Academic Press (New York 1980); e C.

Heidelberger et al., "Fluorinated Pyrimidines And Their



_85_

Nucleosides" em Adv. Enzvmol. Relat. Areas Mol. Biol.,

54, pp. 57-119 (1983)].

Consequentemente os profdrmacos de etoposido,
adriamicina e 5-fluorouridina podem utilizar-se
conjunta ou sequencialmente para a libertagdo dos
agentes antitumor conhecidos correspondentes no local
do tumor pelos conjugados anticorpo-fosfatase alcalina
da presente invengdo. Demonstrou-se, por exemplo, gque
os agentes antitumor administrados em associagao uns
com os outros podem actuar por sinergia [veja-se, por

exemplo, S. Monfardini et al., Manual Of Cancer

Chemotherapy, UICC Technical Report Series, 56 (1981)].

Este aspecto da invengdo proporciona consequentemente
um método para uma gquimioterapia associada contra
tumores.
Exemplo 4

O exemplo seguinte demonstra a utilizagao de
ainda outros imunoconjugados e profdrmacos da presente
invencdo para a conversdo de um profdrmaco relativamen-
te ndo citotdxico em um agente antitumor activo que
exibe citotoxicidade in vitro contra células tumorais.
De acordo com este exemplo, utiliza-se um imunoconju-
gado Lé6-penicilina V-amidase (identificada na presente
meméria descritiva por "PVA'") para converter um
derivado N-fenoxiacetilico da adriamicina em um agente

antitumor conhecido, a adriamicina.
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Preparacao De Conjugados Anticorpo-Penicilina V-

—-Amidase Da Presente Invencdo

Neste exemplo, preparou-se um imunoconjugado
L6-PVA e um conjugado 1lF5-PVA. Os anticorpos L6 e 1F5 e
a sua proveniéncia jd se descreveram antes. A enzima
amidase utilizada foi uma penicilina V-amidase isolada

a partir de uma cultura fungica de Fusarium _oxysporum

de acordo com os métodos descritos por D.A. Lowe et
al., "Enzimatic Hidrolysis of Penicilin v to

6-Aminopenicillanic Acid By Fusarium Oxysporum",

Biotechonology Letters, 8 (3), pp. 151-56 (1986). As

estirpes de Fusarium oxysporum a partir das quais ¢é

possivel isolar esta enzima encontram-se depositadas na
ATCC. Assim, a enzina PVA é uma enzima de obtencgéao
facil que converte a penicilina-V em dacido penicila-
nico. Mais especificamente, a PVA hidrolisa a ligacgao
fenoxiacetil-amida da penicilina-V para produzir o
dcido penicildnico. Consequentemente, a enzima, que
reage com fenoxiacetamidas, pode utilizar-se eventual-
mente para cindir profdrmacos de agentes citotdxicos
conhecidos que tenham sido derivados do dcido fenoxi-
acético ou p-hidroxifenoxiacético.

Os conjugados anticorpo-PVA desta variante da
presente invengdo prepararam-se essencialmente do mesmo
modo que os conjugados com AP do Exemplo 1. Os anticor-

pos, L6 e 1F5, reagiram com o iminotiolano tal como
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descrito e determinou-se que o numero de grupos sulfi-
drilo introduzidos em cada um dos anticorpos estava
compreendido entre 1-2.

Dissolveu-se depois a enzima PVA a 9 mg/ml em
PBS e tratou-se com SMCC (Pierce Chemical Co., 100 mM
em DMF) de tal modo gque a concentragdo final foi de 5
mM. O tratamento com SMCC introduziu grupos maleimido
na enzima. Decorridos 30 minutos a temperatura de 3OOC,
purificou-se a enzima modificada por filtracdo em gel
sobre G-25 PD-10 Sephadex (Pharmacia, Upsalla, Suécia)
e eluiu-se com PBS. Adicionou-se depois a enzima PVA
modificada a uma solugdo de cada um dos anticorpos
 tiolados na proporgao molar de 3:1. Saturou-se cada uma
das misturas reaccionais com azoto e deixou-se em
repouso a temperatura ambiente durante 3 horas e
incubou-se depois a temperatura de 4°c durante mais 18
horas. Nesta altura, adicionou-se a cada uma das
solugdes 2-aminoetanotiol (concentragdo final 1 mM)
para blogquear duaisquer outros grupos maleimidas que
ndo tivessem reagido.

Seguidamente fez-se passar cada uma das mistu-
ras reaccionais através de uma coluna de filtragdo em
gel (G-25), utilizando como eluente Tris 20 mM, pH 7,2
com NaCl 50 mM. Purificaram-se as misturas resultantes
em colunas DEAE Sephadex (2,5x10 cm). Controlaram-se as

fracgcdes a 280 nm. O anticorpo de cada uma das misturas
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gue ndo reagiu ndo se ligou a coluna e eluiram-se O
conjugado e a enzima PVA que ndo reagiu com Tris 20 mM,
pPH 7,2 com NaCl 0,5 M. Concentraram-se depois as
fracgdes que continham a enzima PVA e o conjugado
utilizando um filtro de ultrafiltracdo Amicon YM-30 e
purificaram-se em uma coluna de Sephacryl S-300 (2,5x95
cm) utilizando PBS como eluente. Controlaram-se as
fraccdes a 280 nm e reuniram-se as gue continham o
conjugado puro, tal como determinado por SDS-PAGE (gel
em gradiente 4-12%).

Preparacdo De Um Novo Profdarmaco de Adriamicina

Fez-se reagir depois cada um dos conjugados
anticorpo-PVA preparados antes com um novo profdrmaco
de adriamicina. Mais especialmente, utilizou-se o
profdrmaco N-(p-hidroxifenoxiacetil)-adriamicina (desi-
gnado na presente meméria descritiva por "APO"), em que
a adriamicina é acilada na posigcdo amino-agucar com O
dcido p-hidroxifenoxiacético conforme representado na
Figura 20.

Este profdarmaco de adriamicina foi sintetizado
do seguinte modo:

A 10 ml de tetra-hidrofurano adicionaram-se 84
mg (0,5 mmole) de &cido p-hidroxifenoxiacético, 57 mg
(0,5 mmole) de N-hidroxi-succinimida e 100 mg (0,49
mmole) de diciclo-hexil—carbodiimida. Agitou-se esta

mistura durante 2 horas e filtrou-se depois a solugédo e
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adicionou-se o filtrado a 200 mg (0,35 mmole) de
cloridrato de adriamicina. Adicionou-se 0,1 ml de
trietilamina a mistura reaccional e a agitacao
prosseguiu durante 4 horas. Filtrou-se depois a mistura
reaccional através de la de vidro e evaporou-se sob
alto vazio até a obtengdo de um residuo. Purificou-se a
mistura resultante em uma coluna de gel de silica 60
(2,5 x 20 cm) e eluiu-se com diclorometano: metanol
(95:5). Purificaram-se novamente as fracgdes reunidas
utilizando uma coluna do mesmo tipo para se obterem 70
mg (0,1 mmole, rendimento 30%) de N-p-hidroxifenoxi-

acetil)—adriamicina pura.

EM FAB m/e 694,2125 (M+H) T, Calculado

1
C,gH,NO,,, 694,2136, 360 MHz RMN'H (CDCl,) § 1,06 (d,
3H, CH3 do ag¢ucar), 1,5-2,2 (m, 6H, H do agucar), 3,0
(g, 2H) 4,0 (s, 3H, OCH,), 4,35 (s, 2H, COCH,0),

4,8-5,0 (m, 3H), 5,2 e 5,4 (s, 1H), 6,6-6,8 (dd, 4H,
ArH do fenoxi), 7,4-7,9 (m, 3H, 2,3,4-H), 9,0 (s, 1H,
Ar‘oOH), 11,61 e 12,39 (s,1H, ArOH).

Deve ter-se em atengdao que se podem sintetizar
outros derivados fenoxiacetilamida de adriamicina
utilizando essencialmente a mesma técnica descrita
antes. Por exemplo, pode sintetizar-se a N-(fenoxi-
acetil)~adriamicina tal como descrito nesta secgdo em

que o 4dcido p-hidroxifenoxiacético ¢é substituido por

0,5 mmole (76 mg) de dcido fenoxiacético. De um modo

Sy
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idéntico, podem sintetizar-se o N-(p-hidroxifeno-
xiacetil)-melfalano ou profdrmacos de daunomicina ou o
N-(fenoxiacetil)-melfalano ou profdarmacos de
daunomicina utilizando este protocolo de sintese em que
se utilizam 100 mg de mefalano ou 200 mg de daunomicina
(0,35 mmole).

Reaccao De Um Conjugado Anticorpo-Penicilina V-Amidase

Com Um Profarmaco de Adriamicina

A capacidade do conjugado anticorpo-PVA,
L6-PVA, para converter o novo profarmaco, APO, em
adriamicina avaliou-se do seguinte modo: a uma solugao
de APO (0,1 mM em PBS adicionaram-se ou a) apenas PVA
(concentracao final: 50 ug/ml), b) 100 ug/ml do conju-
gado L6-PVA (concentracdo final de PVA: 25 ug/ml) ou c)
10 ug/ml de L6-PVA (concentragdo final de PVA: 2,5
ug/ml). Controlou-se cada uma das reacgdes por HPLC
utilizando uma coluna C-18 Phenominex (3 um; 4,5 x 100
mm) e uma eluigcdo em gradiente de 20-60% de tetra-hi-
drofurano em dgua contendo 0,1% de H3P04 (1,0 ml/minu-
to, controlada a 495 nm). Nestas condigdes, a
adriamicina eluiu ao fim de 8,9 minutos e o APO ao fim
de 12,2 minutos. Os resultados estdao indicados na
Figura 21.

Tal como a figura demonstra, o grupo amida do
composto APO foi realmente hidrolisado pela PVA

conforme indicado pela formagao de adriamicina. Nas
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condicdes utilizadas, a semi-vida da hidrdlise do APO
pela PVA foi de aproximadamente 20 minutos. Além disso,
observou-se que nos 40 minutos que se seguem ao inicio
da reaccdo, quer a enzima individualmente gquer o
conjugado anticorpo-PVA foram capazes de realizar a
hidrélise de pelo menos 80% de APO em adriamicina. O
conjugado a 10 pg/ml (2,5 pug/ml de PVA) foi capaz de
alcancar este nivel de hidrdlise em 120 minutos.
Finalmente, é evidente a partir destes estudos que o
conjugado anticorpo-PVA da presente invengaoc nao exibiu
qualquer perda aparente de actividade enzimdtica devido
a ligacdao da enzima ao anticorpo como € evidenciado
pelo facto de o conjugado e a enzima livre exibirem
capacidades semelhantes para hidrolisar o composto APO
em adriamicina.

Estabilidade Sérica Do Novo Profdrmaco De Adriamicina

Da Presente Invencgao

Determinou-se a estabilidade do composto APO no
soro humano por HPLC e medindo a velocidade de desapa-
recimento do composto APO e a velocidade de formagao da
adriamicina. Assim, adicionou-se uma solugado de APO (10
mM em dimetilformamida) a soro humano recente de tal
modo que a concentragdo final foi de 0,1 mM. Diluiram-
-se aliquotas (50 ul) com metanol (50 ul) para precipi-
tar as proteinas séricas. Centrifugaram-se depois estas

amostras e analisaram-se por HPLC tal como descrito
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imediatamente antes. Em duas horas nac ocorreu qualgquer
hidrdlise do APO em adriamicina.

Ligacdo Dos Conjugados Anticorpo-PVA

A Células Tumorais H2981

Determinou-se a capacidade dos conjugados
L6~-PVA e 1F5-PVA da presente invengdo para se ligarem a
células tumorais H2981 conforme descrito nos Exemplos 1
e 2. Os resultados do ensaio de ligagdo estdo represen-
tados na Figura 22.

Uma andlise FACS indicou que tanto o anticorpo
L6 como o conjugado L6-PVA se ligam fortemente as
células tumorais ao passo dque o conjugado 1F5-PVA nao
exibe qualquer capacidade significativa de 1ligagao.
Este estudo de ligagdo indica em primeiro lugar que a
ligacdo a enzima nao afectou substancialmente a capaci-
dade de ligacdo do componente anticorpo dos imunocon-
jugados da presente invengdo. Em segundo lugar, este
ensaio demonstra novamente a especificidade de 1ligagao
dos conjugados; o conjugado L6-PVA liga-se as células
tumorais H2981 Lé-positivas e o conjugado 1F5-PVA,
devido a falta de especificidade dos anticorpos 1F5
para as células tumorais, demonstra essencialmente

auséncia de ligacgao.
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Citotoxicidade In Vitro Da Associacdo Conjugado

Anticorpo-PVA/Profdarmaco De Adriamicina Da

Presente Invencdo Em Células Tumorais H2981

Mediu-se o efeito citotdxico in vitro da asso-
ciacdo anticorpo-PVA/profarmaco de adriamicina de
acordo com a presente invengdo relativamente a células
tumorais H2981 utilizando o ensaio de captagao de
3H—timidina descrito nos Exemplos 1 e 2 anteriores.
Resumidamente, plaquearam-se as células tumorais H2981
para placas de microtitulagdo com 96 cavidades em IMDM
(10000 células/cavidade) e permitiu-se a sua ligagao
durante 18 horas a temperatura de 37°c. Aadicionaram-se
entdo os conjugados anticorpo-PVA, Lé6-PVA ou 1F5-PVA em
uma concentracdo de 10 ug/ml de anticorpo e incubaram-
-se as placas durante 30 minutos a temperatura de 4%c.
Lavaram-se depois as cavidades 4 vezes com IMDM e adi-
cionou-se o APO em éoncentragées varidveis em meio
IMDM. Decorridas 2 horas, lavaram-se novamente as
cavidades, adicionou-se IMDM e conservaram-se as ceélu-
las durante 18 horas a temperatura de 37°C. Nesta
altura, adicionou-se 3H—timidina (1 uCi por cavidade),
e, decorridas 6 horas, congelaram-se as placas a —70°C
para separar as células. Apds a descongelagao, recolhe-
ram-se as células em filtros de fibra de wvidro.
Mediu-se a incorporacgac de 3H-timidina em uﬁ. contador

de cintilacdo Beckman 3801 e comparou-se a das células
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tratadas com APO com a das tratadas apenas com adriami-
cina (ADM).

Utilizando este ensaio, mediu-se a inibigdo da
incorporagao de 3H-timidina no ADN das células tumorais
e assim, o efeito citotdéxico do profarmaco, APO, sobre
as células na presenga ou na auséncia de pré-tratamento
das mesmas com os conjugados L6-PVA ou 1F5-PVA. Compa-
raram-se os efeitos citotdxicos destas associacdes com
a citotoxicidade observada no tratamento das células
apenas com o fdrmaco original, a adriamicina. Como se
mostra na Figura 23, em células tumorais nao tratadas
com nenhum conjugado, a adriamicina com uma CIg, de 38
uM, fol significativamente mais toéxica do que o

composto APO com uma C15 de 2 uM. Isto era previsivel

0
tomando comc base relatdrios anteriores demonstrando
que as amidas de adriamicina sao menos tdéxicas do que a

adriamicina [veja-se, por exemplo, Y. Levin e B.A.

Sela, FEBS Letters, 98, p. 119 (1979) e R. Baurain et

al., J. Med. Chem., 23, p. 1171 (1980)]. O pré-trata-

mento das células com o conjugado L6-PVA aumentou 20
vezes a citotoxicidade do composto APO até um nivel
compardvel ao observado com apenas adriamicina. O
pré-tratamento das células com 1F5-PVA ndo afectou de
forma alguma a toxicidade do composto APO. Estes
resultados indicam que o conjugado L6-PVA & capaz de

hidrolisar o profdrmaco relativamente nao citotdxico,

p—
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APO, para assassinar as células tumorais numa dimenséo
compardvel & que se observa utilizando apenas adriami-
cina e que esta citotoxicidade é especifica do antigene
conforme indica o facto do conjugado 1F5-PVA, gue nao
se liga significativamente a esta linha especial de

células tumorais, ndo exibir tal citotoxicidade.

Ligacdo Dos Conijugados Anticorpo-PVA As Células

Do Linfoma De Daudi

Avaliou-se também a capacidade dos conjugados
L6-PVA e 1F5-PVA da presente invengdo se ligarem a
conhecida linha de células de Daudi. Esta 1linha de
células é uma linha celular do linfoma de Burkitt,
depositada na ATCC (ATCC # CCL 213), dgue expressa O
antigene CD-20 .ao gqual se 1liga o anticorpo 1F5. O
ensaio de 1ligacdo realizou-se conforme descrito no
Exemplo 1, com a excepgdo de se terem utilizado células
de Daudi, encontrando-se os resultados indicados na
Figura 24.

Neste caso, o anticorpo monoclonal 1F5 e o
conjugado 1F5-PVA ligaram-se ambos fortemente as
células do linfoma. Assim, este estudo indica novamente
que a capacidade de ligagdo dos conjugados nao foi
significativamente afectada pela técnica de conjugagdo.

Além do mais, conforme a Figura indica, o
anticorpo L6 e o conjugado L6-PVA ndo exibiram ligagao

aprecidvel as células de Daudi. Este facto era previsi-
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vel porque as células tumorais de Daudi ndao possuem O
antigene com o qual reage o anticorpo L6. Assim este
estudo considerado em associagdo com os estudos de
ligacdo prévia descritos na presente memdria descri-
tiva, demonstra claramente a especificidade de 1ligagéo
dos conjugados da presente invengdo, 1isto &, os
conjugados que contém o anticorpo L6 ligam-se
especificamente a células tumorais Lé-positivas e os
conjugados gque contém o anticorpo 1F5 ligam-se
especificamente a células tumorais CD-20-positivas.

Citotoxicidade In Vitro Da Associacdo Conjugado

Anticorpo-PVA/Profdrmaco Da Adriamicina Da

Presente Invencdo Nas Células De Daudi

Analisou-se depois o efeito citotdxico in vitro

dos conjugados L6-PVA ou 1F5-PVA em associagdo com o
profdrmaco APO sobre células de Daudi.

O ensaio da 3H—timidina realizou-se essencial-
mente conforme descrito nos exemplos anteriores com
modificagdes ligeiras devido ao facto das células de
Daudi nao serem aderentes. Assim, plaguearam-se aproxi-
madamente 250000 células de Daudi em meio IMDM em cada
uma das cavidades de uma placa de microtitulagdo com 96
cavidades e adicionou-se o conjugado anticorpo-enzima.
Incubou-se a mistura reaccional & temperatura de 4°c

durante 30 minutos. Eliminou-se o conjugado anticorpo-

-enzima ndo ligado por centrifugagao a 500 x g durante

)
A

(*fl/?
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5 minutos e remogcdo do sobrenadante. Suspenderam-se
novamente as células em meio IMDM e repetiu-se a
técnica de lavagem 3 vezes até a eliminacdo de todo o
conjugado ndo ligado. Acicionou-se depois o profarmaco
APO em meio IMDM durante 2 horas e lavou-se uma vez
conforme descrito antes. A parte restante do ensaio foi
realizada conforme descrito nos exemplos anteriores.

Utilizando este ensaio, mediu-se a inibicdo da
incorporacao de 3H—timidina no ADN das células de Daudi
e assim, o efeito citotdxico do profdrmaco APO sobre as
células com ou sem tratamento prévio das mesmas com O
conjugado L6-PVA ou 1F5-PVA. Compararam-se os efeitos
citotéxicos dessas associacdes Aa toxicidade observada
no tratamento das células apenas com adriamicina.
Conforme se mostra na Figura 25, nas células de Daudi
nao tratadas com qualquer conjugado, a adriamicina foi
significativamente mais téxica do que o profdrmaco APO.
O pré-tratamento das células com o conjugado 1F5-PVA
aumentou significativamente a citotoxicidade do
profdarmaco APO até um nivel compardvel ao gque se
observa com a adriamicina utilizada individualmente, ao
passo que o pré-tratamento com o conjugado L6-PVA nao
originou qualquer aumento.

Deve ter-se em atengao que os resultados obti-
dos nestes estudos de ligagdo e de citotoxicidade estéao

em oposigdo com os obtidos com estes conjugados nos




_.98_

estudos descritos anteriormente neste exemplo utilizan-
do células tumorais H2981 onde a associacao do L6-PVA
com o APO mostrou efeitos citotdxicos aumentados facto
gue nao sucedeu com a associagdo 1F5-PVA com o APO.
Este facto que era aguardado devido as especificidades
diferentes dos anticorpos L6 e 1F5 dos conjugados
demonstra claramente a especificidade dos efeitos
citotdxicos obtidos com as associagdes conjugado/pro-
farmaco da presente invencao.

Além do mais, este estudo indica a utilidade da
associagdo do conjugado 1lF5-PVA com o composto APO para

a obtencao de efeitos citotdxicos em células tumorais

in vitro. Assim, os estudos de citotoxicidade in___vitro

deste exemplo demonstram a aplicabilidade da presente
invengao a qualquer conjugado que contenha um anticorpo
capaz de reagir com um antigene associado a um tumor
para o tratamento de tumores com os quais o anticorpo
reage.
EXEMPIO 5

Este exemplo refere-se a utilizagdo dos imuno-
conjugados e dos métodos da presente invencdo na con-
versao do profdrmaco, a 5-fluorocitosina, (designado na
presente meméria descritiva por "5-FC"), no férmaco
antitumor, o 5-fluorouracilo, (designado na presente
memdria descritiva por "5-FU"), através da citosina-

-desaminase (CD) ligada ao anticorpo (ver a Figura 26).

Ve,
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A associacdo conjugado anticorpo-CD/profdrmaco 5-FC
desta variante demonstrou um significativo efeito
citotdxico sobre células tumorais in vitro.

Preparacdo Dos Conjugados Anticorpo-Citosina-

-Desaminase Da Presente Invencdo

Prepararam-se os imunoconjugados L6-CD e 1F5-CD
utilizando os anticorpos monoclonais L6 e 1F5 referen-
ciados nos exemplos anteriores e uma enzima citosina-
desaminase. Embora as enzimas CD tenham sido detectadas
e isoladas a partir de uma multiplicidade de microrga-
nismos [veja-se, por exemplo, West et al., Biochem.

Biophys. Acta., 719, pp. 251-58 (1982)], purificou-se a

CD especial utilizada neste exemplo a partir de
levedura de padeiro comprimida, por um processo
idéntico ao descrito por P.L. Ipata et al., "Baker’s
Yeast Cytosine Deaminase. Some Enzymatic Properties And
Allosteric Inhibition By Nucleosides And Nucleotides",

Biochemistry, 10, pp. 4270-76 (1971).

Resumidamente, submeteram-se a plasmdélise 2,0
kg de ceélulas de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
com acetato de etilo e precipitaram-se duas vezes com
sulfato de amdénio (50-73%) para se obter uma preparacgio
enzimdtica bruta. Submeteu-se a didlise o granulado
("pellet") de sulfato de amdénio contra tampdo Tris-Cl
10 mM, pH 8,0, aplicado a uma coluna de permuta

anidénica Q-Sepharose (Pharmacia) e eluiu-se com um
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gradiente de KC1l (0-0,3 M).

Para determinar a actividade da CD analisaram-
-se fraccgdes utilizando como substrato citosina 3 mM
(ou 5-FC) em PBS a temperatura de 27°C em conformidade
com a técnica de T. Nishiyama et al., "Antineoplastic
Effects In Rats Of 5-Fluorocytosine In Combination With

Cytosine Deaminase Capsules", Cancer Research, 45, pp.

1753-61 (1985). Assim, de acordo com esta técnica,
adicionou-se uma pequena quantidade da preparagao
enzimdtica ao substrato, citosina (ou 5-FC), e
controlou-se a evolugao da reacgao por espectofoto-
metria no UV para a-formagdo de uracilo (ou 5-FU) emn
aliquotas nas quais se interrompeu a feacqéo com HC1l
0,1 N. Utilizaram-se taxas de 250/280 (para a citosina)
e de 255/290 (para o composto 5-FC) para medir a
quantidade formada de uracilo ou de 5-FU. Esta técnica
para determinar a actividade da CD foi utilizada em
cada uma das fases de purificagao dessa enzima bem como
durante a purificagdo dos conjugados que a contém de
acordo com a presente invengdo e descritos antes.
Assim, reuniram-se as fracgdes activas do
gradiente de KCl, concentraram-se e purificaram-se em
uma coluna G-75 Sephadex. Nesta fase, um ensaio
SDS-PAGE (14%, n&oc redutor) indicou que a fracgdo que
continha a actividade da enzima CD era constituida por

uma proteina principal com 18 kd de peso molecular e

.
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por quantidades menores de proteinas de 20 e 30 kd. A
actividade da CD desta fracgdo foi 10 U/mg de proteina
(utilizando citosina como substrato). Outras prepara-
cdes produziram material com uma actividade tdo elevada
como 17 U/mg de proteina. Todos os ensaios de proteinas
foram realizados utilizando o reagente de ensaio de
proteinas BCA fornecido por Pierce (Rockford, IL).

Conjugou-se depois a CD purificada com os
anticorpos monoclonais L6 ou 1F5 essencialmente do
mesmo modo que o descrito para os conjugados AP do
Exemplo 1. Purificaram-se os conjugados brutos (nao
tratados com iodoacetamida) por filtragcdo de gel em
Sepharose S-200 utilizando PBS como eluente. Controla-
ram-se as fraccdes a 280 nm e determinou-se a activi-
dade da CD de cada uma das fracgdes conforme descrito
imediatamente antes. Reuniram-se as fracgoes gue
continham conjugados com niveis apropriados de taxas
CD-anticorpo e analisaram-se por SDS-PAGE em um gel nao
redutor de gradiente 4-12% para produzir preparagdes
purificadas dos conjugados L6-CD e 1F5-CD.

Reaccdo Dos Conjugados Anticorpo-Citosina-Desaminase

Com O Profdrmaco, 5-Fluorocitosina

A capacidade dos conjugados L6-CD e 1F5-CD da
presente invengdo para converterem o profdrmaco, 5-FC,
em 5-FU ou para converterem a citosina como substrato

em uracilo mediu-se do modo seguinte: a uma solugao de
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3 mM de a) citosina ou b) 5-FC em PBS adicionou-se a
temperatura de 27°C ou ¢D livre (concentracgao final: 5
pg/ml), o conjugado L6-CD (concentracgao final da CDh: 5
pg/ml) ou o conjugado 1F5-CD (concentracdao final da CD:
5 ug/ml) e avaliou-se a quantidade de produto formado
ao longo do tempo por espectrofotometria conforme
descrito no exemplo anterior. Os resultados estao
apresentados na Figura 27.

Tal como a figura indica, o composto 5-FU foi
produzido a partir do profarmaco, 5-FC, pela enzima CD
livre e pelos conjugados anticorpo-CD de acordo com a
presente invengdo. A figura mostra também que nao houve
gqualquer perda significativa da actividade da enzima CD
devido a 1ligacdo da enzima ao anticorpo de qualquer
conjugado conforme é evidenciado pelo facto de esses
conjugados exibirem actividades iguais as observadas
com apenas a enzima CD. A acvtividade especifica da
enzima livre e dos conjugados foi aproximadamente 4
U/mg de enzima.

Para comparagdao, analisou-se a reactividade dos
conjugados utilizando citosina como substrato, em vez
de 5-FC.Tal como a figura indica, com citosina como
substrato, os conjugados exibiram também actividades da
CD praticamente iguais as observadas com apenas enzima
CD livre. A actividade especifica dos conjugados - 10

U/mg de enzima ligada - indica também que a actividade
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enzimdtica inicial da CD foi preservada no conjugado.

Este nivel de actividade manteve-se durante vérias

semanas quando se armazenaram os conjugados em PBS a
o

temperatura de 4°C.

Ligacdo Dos Conjugados Anticorpo-CD

As Células Tumorais H2981

Avaliou-se a capacidade dos conjugados L6-CD e
1F5-CD da presente invengdo para se ligarem as ceélulas
tumorais H2981 conforme descrito nos Exemplos 1 e 2. Os
resultados do ensaio de ligagdo estdo descritos na
figura 28.

A andlise por FACS indicou que tanto o L6 como
o L6-CD se ligam fortemente as células tumorais enquan-
to o conjugado 1F5-CD nao exibe qualquer ligagao as
células. Tal como sucedia nos estudos de ligagao
anteriores descritos na presente memdéria descritiva,
este ensaio indica a preservagdao da actividade de
ligacdo destes conjugados apesar da conjugagao do
anticorpo & enzima, bem como da especificidade de
ligacdo dos conjugados.

Citotoxicidade In Vitro Da Associagdo Conjugado

Anticorpo-CD/Profdrmaco 5-FC Da Presente Invencéo

Sobre Células Tumorais H2981
Avaliou-se a citotoxicidade in vitro da asso-
ciacdo conjugado anticorpo-CD/proféarmaco 5-FC da pre-

sente invencgdo sobre células tumorais H2981 utilizando
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um ensaio de captagdo de 3H—leucina semelhante ao
ensaio de captagdo de 3_timidina descrito nos Exemplos
1l e 2.

De acordo com este ensaio, plagqueou-se uma
suspensdo de 104 células H2981 em 0,1 ml de meio IMDM
com 10% (vol/vol) de soro fetal de vitela em placas de
microtitulagdo com 96 cavidades e aguardou-se que
ocorresse a aderéncia durante a noite a temperatura de
37°%. Lavaram-se depois as placas e adicionou-se o
conjugado L6-CD ou 1F5-CD - (10 ug de proteina total/ml
contendo 10 U/mg de actividade da enzima CD 1ligada,
utilizando citosina como substrato) em 0,1 ml de meio

IMDM. Decorridos 30 minutos a temperatura de 4°

C,
lavaram-se as placas 4 vezes e adicionou-se as
cavidades 0,15 ml de meio RPMI isento de leucina e
contendo concentragdes varidveis dos fdrmacos, 5-FC ou
5-FU. Incubaram-se as células durante 18 horas a
temperatura de 37% depois do que se marcaram durante 6
horas com 3H—leucina (1 uCi/cavidade) em 0,05 ml de
meio RPMI isento de leucina. Trataram-se depois as
placas conforme descrito nos Exemplos 1 e 2 no ensaio
de captacédo da 3H-timidina.

Utilizando este ensaio, mediu-se a inibigdo da
3H—leucina no interior da proteina das células tumorais

e assim, o efeito citotdéxico do profdarmaco, 5-FC, sobre

as células com ou sem pré-tratamento das mesmas com os
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conjugados L6-CD ou 1F5-CD. Compararam-se os efeitos
citotdéxicos dessas associagbes com a citotoxicidade
observada no tratamento das células apenas com O
farmaco original, 5-FU. Conforme se mostra na Figura
29, sobre as células tumorais nao tratadas com qualquer
conjugado, o 5-FC exibiu wuma actividade citotdxica
muito pequena enquanto o 5-FU inibiu o crescimento
celular com uma C150 de 20 uM. Todavia, o pré-trata-
mento das células com o conjugado L6-CD aumentou a
citotoxicidade do 5-FC até um nivel igqual ao que se
observa quando se utiliza apenas o composto 5-FU. Este
resultado é consistente com o facto de o L6-CD 1ligado
ao antigene ser capaz de converter o profdrmaco nao
téxico, 5-FC, no composto 5-FU. O conjugado nao
ligante, 1F5-CD, nao exibiu aumento, indicando a
natureza especifica do antigene desta citotoxicidade
aumentada.

Ainda que se tenha apresentado na presente
memdéria descritiva uma série de variantes desta
invencdo, é evidente qua a construgdo bdsica pode ser
alterada para se obterem outras variantes que utilizem
os métodos, imunoconjugados e profdrmacos da mesma
invencao. Consequentemente, compreender-se-d4 due as
reivindicagdes anexas a presente memdéria descritiva
definirdo o dmbito da invencgédo mais do que as variantes
especificas que foram apresentadas na mesma memérig\

descritiva a titulo exemplificativo.

Lisboa, 11 de Maio de 1995 O Agente Oficicl da Propriedade Industrial



REIVINDICACOES

1. Processo para a preparagao de compostos de
formulas gerais
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na qual

R, representa um dtomo de hidrogénio e R,

representa um grupo hidroxi ou OCH,; ou

R, representa um grupo hidroxi e R

representa um grupo OCH
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379

R, representa um atomo de hidrogénio ou um

grupo hidroxi,

caracterizado pelo facto de se fazer reagir um composto

de férmula geral

na gqual

R, e R, tém os significados definidos antes,
com acido p-hidroxifenoxiacético ou &cido
fenoxiacético, ou derivados activados destes
dcidos, de preferéncia activados com
N-hidroxisuccinimida ou di-ciclo-hexil-

-carbodiimida para se obter um composto de



férmula geral (I); ou

b) com dcido fenilacético ou dcido hidroxi-
fenilacétido ou derivados activados destes
dacidos, de preferéncia activados com
N-hidroxi-succinimida ou di-ciclo-hexil-car-
bodiimida, para se obter um compostoide

férmula geral (II).

2. Processo de acordo com a reivindicacgdo 1,
para a preparagao da N-(p-hidroxifenoxiacetil)-adriami-
cina ou da N-(fenoxiacetil)-adriamicina, caracterizado
pelo facto de se utilizarem compostos iniciais corres-

pondentemente substituidos.

3. Processo para a preparagdo de composigodes
farmacéuticas, apropriadas para o tratamento de tumores
escolhidos entre carcinomas, melanomas, linfomas,
6sseos e sarcomas de tecidos moles e outros tumores
caracterizado pelo facto de se associar pelo menos um
profdrmaco preparado pelo processo de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, que é fracamente citotéxico para
as células tumorais em comparagdo com O fdrmaco
original correspondente, com pelo menos um conjugado
anticorpo-enzima constituido por um anticorpo capaz de
reagir com um antigénio a superficie de  células

tumorais e ligado a uma enzima capaz de converter o

e

g



citado profdrmaco no fdarmaco original mais citotdxico.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pelo facto de se escolher o anticorpo no
grupo constituido por anticorpos policlonais, monoclo-

nais ou quiméricos.

5. Processo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pelo facto de se escolher o anticorpo no
grupo constituido pelos anticorpos monoclonais L6, 96.5

e 1F5.

6. Processo de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo facto de se escolher a enzima entre

penicilina-amidases.
7. Processo de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo facto de se utilizar como enzima a

penicilina V-amidase ou a penicilina G-amidase.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 3,

caracterizado pelo facto de se escolher o profarmaco

entre a N-(p-hidroxifenoxiacetil)—-adriamicina, a
N-(fenoxiacetil)-adriamicina, a N-(p-hidroxifenilace-

til)-adriamicina ou a N-(fenilacetil)-adriamicina.



9. Processo de acordo com a reivindicacgao 3,
caracterizado pelo facto de se utilizar como conjugado

o L6—-PVA ou o 1F5-PVA.

10. Processo de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizado pelo facto de se utilizar como conjugado
anticorpo-enzima o L6-PVA e de se escolher o profdrmaco
entre a N-(p-hidroxifenoxiacetil)-adriamicina e a

N-(fenoxiacetil)-adriamicina.

11. Processo de acordo com uma dqualquer das
reivindicagdes 3 a 10, caracterizado pelo facto de se
utilizar mais do que um profdarmaco, cada um dos gquais é
fracamente citotdxico para as células tumorais em

comparagao com o fdrmaco original correspondente.

12. Processo de acordo com a reivindicacao 11,
caracterizado pelo facto de se escolherem os profarma-
cos entre derivados N-fenoxiacetil de adriamicina e

derivados N-fenilacetil de adriamicina.

13. Processo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pelo facto de se utilizar mais do que um
conjugado anticorpo-enzima em que o anticorpo de cada
um dos conjugados é capaz de reagir com um antigénio

igual ou diferente localizado na superficie das células

—~F



tumorais citadas, e a enzima de cada conjugado é igual
ou diferente e ¢é capaz de converter pelo menos um
profdrmaco, que é fracamente citotdxico para as células
tumorais em comparac¢do com o fdrmaco original corres-

pondente, no fdrmaco original mais citotdxico.

14. Processo para a preparagdo de composigdes
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se associa-
rem dois componentes separados uteis no tratamento de
tumores um dos guais € pelo menos um profarmaco prepa-
rado de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2 utilizado  em
uma quantidade eficaz sob o ponto de vista farmacéu-

tico.

15. Processo para a preparagdo de associagdes
constituidas por dois componentes separados, caracteri-
zado pelo facto de se associar um componente consti-
tuido por pelo menos um conjugado anticorpo-enzima com
um outro componente constituido por pelo menos um
profdarmaco que €& fracamente citotéxico para ceélulas
tumorais em comparagao com O farmaco original
correspondente, tal como definido em uma qualquer das

reivindicagdes 1 a 13.




16. Processo de acordo com a reivindicagao 15,
caracterizado pelo facto de se utilizar como conjugado

anticorpo-enzima o Lé6-PVA.

17. Processo de acordo com a reivindicagao 15,
caracterizado pelo facto de se escolher o profdarmaco no
grupo constituido por derivados N-fenoxiacetilicos de
adriamicina e derivados N-fenilacetilicos de

adriamicina.

18. Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicagdées 1 a 13, caracterizado pelo facto de se
utilizar como conjugado anticorpo-enzima uma proteina
de fusdo comportando pelo menos a regiao de ligagao ao
antigénio de um anticorpo capaz de reagir com um
antigénio associado ao tumor e ligado a pelo menos uma
porcdo activa sob o ponto de vista funcional de uma
enzima capaz de converter pelo menos um profdrmaco
fracamente citotéxico no farmaco original mais

citotdxico.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 15,
caracterizado pelo facto de se utilizar pelo menos um
profdrmaco preparado pelo processo de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2 em uma forma de dosagem apfopria—

da.
Lisboa, 11 de Maio de 1995 O Agente Oficiai da Propriedade Industrial
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VAR

RESUMO

"Processo para a preparacao de profarmacos
antraciclinicos e de composicdes e de
associacdes farmacéuticas que os contém

ligados a conjugados anticorpo-enzima"

A presente invengdo descreve profarmacos antra-
ciclinicos que possibilitam a libertagdo de farmacos
citotéxicos em células tumorais mediante a administra-
cdo de um conjugado anticorpo-enzima especifico do
tumor e que se liga as células tumorais, e a adminis-
tracdo adicional do profdarmaco que € convertido no
local do tumor, na presenga da enzima ligada ao anti-
corpo, em um fdrmaco citotdxico activo. A presente
invengao descreve também um método para a preparagao
destes profdrmacos gque consiste em fazer reagir,
nomeadamente, o grupo amina do fdrmaco original tal
como a adriamicina e outras antraciclinas com O dJrupo
carboxilo do &cido fenoxiacético, do dcido fenilacético
ou de outros &cidos relacionados. De acordo com uma
variante da presente invengdo, tem-se utilizado um
conjugado anticorpo-enzima contendo a enzima penicilina
V-amidase ("PVA") em associagdo com um proférmaco novo,

a N-(p-hidroxifenoxiacetil)-adriamicina para assassinar



células tumorais. Os produtos de acordo com a
invencdo asseguram o assassinio de células tum
sdo assim dteis no tratamento de cancros e de

tumores.

Lisboa, 11 de Maio de 1995

O Agente Oficial da Propriscade Industrial

presente
orais e

outros
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REF.: ON-0(026B

REIVINDICACOES

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE PROFARMACOS
ANTRACICLINICOS E DE COMPOSICOES E DE
ASSOCIAGOES FARMACEUTICAS QUE OS CONTEM
LIGADOS A CONJUGADOS ANTICORPO-ENZIMA"

l.- =rcczssz cara a preparacao de compostos de

E :-".'-\_/o\ - 1~ R
- ?
na qual
2. rsgrssenta um dtomo de nidrogénio e
X3 =rsTrzszanta um grupo hidroxi ou
CCHz, 22
Ry rzrzsenta um grupo hidroxi e R3

rerressnIa um grupo OCH3; e
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R1 & R3 tém os significados definidos

a) cem &ciZz z-hidroxifenoxiacético ou aci
do ferncxiacético, ou derivados activa-
dos destz:z acidos, de preferéncia acti-
vadces i N-hidroxisuccinimida ou di-

U CCTTIsts de formula geral (I); ou

1]

b) com 2222 Zenilacético ou &cide hidro-
Xifenilzz2izico ou derivados activados

cdestes icidos, de preferéncia activados

com  N-rlZroxi-succinimida ou di-ciclo-
-nexi>-czrocodiimida, para se obter um
TCmZCsTi e formulia geral (I1)

2.- Procsss: Zes acordo com a reivindicacéo 1,
para a preparacéo dz X-‘p-hidroxifenoxiacetil)-adriamicina
ou da N-f!fencxiacstil -adriamicina, caracterizado pelo
facto de se “Zilizarem compostos iniciais

corresopondentemente suzstituidos.

3.- Proccessc para a preparacaoc de composigdes
farmacéuticas, aprcprizdas para o tratamento de tumores
escclnidos entre carcincmas, melanomas, linfomas, O&sseos e

sarcomas de tTecidos mclss e cutros tumores, caracterizado



pelo facto de se associar pelo menos um profarmacc
preparado pelo procssso de acordo com a reivindicacdo 1 ou

2, que & fracamente citotéxico para as calulas tumorais em

=]

comparacéo com o farmacc original correspondente, com pelo
menos um conjugado anticorpo-enzima constituido por um
anticorpo capaz de reagir com um antigénio a superficie de
células tumorais e ligado a uma enzima capaz de converter o

citado profarmaco no férmaco original mais citotdxico.

4.- Processo de acordo com & re:vindicacao 3,

caracterizadeo pelo feacto de se escolher o anticorpo no

[97]

grupo constituido por anticorpos policlonais, monoclonais

ou gquiméricos.

Caracterizado pelo facto de se escolher o anticorpc no
grupo constitulcdo pelos anticorpos monoclonais L6, 96.5 e

F5.

s

6.- Processo de acordo com a reivindicacdo 3,

Caracterizado peplo factc de se escolher a enzima entre

penicilina-amidases.

7.- Processo de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo facto de se utilizar como enzima a

penicilina V-amidase ou a penicilina G-amidase.
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& acordo com a reivindicacao 3,

Caracterizado pelo factz de se escolher o profarmaco entre

a N—(D—hidroxifenoxiace:il)—adriamicina, a N-{(fenoxiace-

til)-adriamicira, = N-{c-nidroxifenilacetil)-adriamicina ou

@ N-{fenilacetil)-adriz=icina.

9.- Process:z de acordo com a reivindicacio 3,

caracterizado pelo fzzi: de se utilizar como conjugado o

10.- Prccess: 22 acorde com a reivindicacdo 3,
caracterizadc pelc Zz2:1: de se utilizar como conjugado
anticorpo-enzima ¢ LZ-37L e de se escolher o profarmaco

entre a N-(p-hidroxiZzncxiacetil)~-adriamicina e a N-feno-

11.- Process: de acordo com uma qualquer das
reivindicacéas 3 a2 1, caracterizado pelo facto de se
utilizar mais do qus =% profarmaco, cada um dos quais &
fracamente citotéxics cara as células tumorais em

comparacdo com o firmacc criginal correspondente.

12.- Processs de acordo com a reivindicacao 11,

O
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0 de se escolherem os profarmacos



entre derivadecs N-fenoxiacetil de adriamicina e derivados

N-fenilacetil de adriamicina.

13.- Processo de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo factp de se utilizar mais do que um
conjugado anticorpo-enzima em que o anticorpo de cada um
dos conjugados é capaz de reagir com um antigénio igual ou
diferente localizado na superficie das células tumorais
Cltadas, = a enzima de cada conjugado é igual ou diferente

e & capaz de converter pelo menos um profarmaco, que

H
(D

fracamente citotoxico para as

(9]

elulas tumorai em

4]

comparacao com o farmaco original correspondente, no

férmaco original mais citotdxico.

14.- Processo

o)

ara a pre

'g

aracéo de comcosicées
farmacéuticas, caracterizado pelo facto de se associarem
dois componentes separados uteis no tratamento de tumores

um dos quais é pelo menos um proférmaco preparado de acordo

com a reivindicacdo 1 ou 2 utilizado em uma quantidade

=

eficaz sob o ponto de vista farmacéutico.

15.- Processo para a DPreparacao de associacdes
constituidas por cois componentes separados, caracterizado
pelo facto de se associar um componente constituido por

pelo menos um conjugado anticorpo-enzima com um outro



s

/
/

componente constituido tor pelo menos um profarmaco que é
fracamente citotéxico zara células tumorais em comparacao
com o farmaco original csorrespondente, tal como definido em

uma qualquer das reivindicacées 1 a 13.

16.- Process: Ze acordo com a reivindicacdo 15,
Caracterizado pelc Zz:zz:z de se utilizar como conjugado

anticorpo-enzima o LZ-Z77%,

4

17.- Prccess: 2z acorde com a reivindicacdo 15,
caracterizado pelo Zz:z:: de se escolher o profarmaco no
grupo constituido <c:ir derivados N-fenoxiacetilicos de

adriamicina e derivzics Y-fenilacetilicos de adriamicina.

18.- Procsss: de acordo com uma qualquef das
reivindicacées 1 = I, caracterizado pelo <facto de se
utilizar como ceonjuzzzz anticorpo-enzima uma proteina de
fusdo comportande =zsl: menos a regido de ligacdo ao
antigénio de um anticsrzo capaz de reagir com um antigénio

ilgzado a pelo menos uma porcido activa

b

associado ac tumor
sob o ponto de vis:zz funcional de uma enzima capaz de
converter pelo mencs um profarmaco fracamente citotdxico no

farmaco original mzis zitotéxico.



|co

19.- Processo de acordo com a reivindicagio 15,

caracterizado pelo facto de se utilizar pelo menos um

proféarmaco oreparado pelo processo de acordo com a

reivindicacio 1 ou 2 em uma forma de dosagem apropriada.

Lisboa, 11 de Maic de 1995

=

Is.

O Agente Oficial da Prepriedads Indusirial

/ﬂm B>

ANTONIO L. DE SAMPAID
A.Q.P. 1L
Rua de Migee! Lupi, 18, rc
1200 LISBOA



PATENTE DE INVENCAO

— Pedido de patente divisionaria do pedido da patente de
!- invengao N 88.187, para "PROCESSO PARA A PREPARACAO DE PROFARMA-
COS ANTRACICLINICOS E DE COMPOSIGCOES E DE ASSOCIAGCOES FARMACEUTI-
CAS QUE 0OS CONTEM LIGADOS A CONJUGADOS ANTICORPO-ENZIMA", nos ter

mos do Art. G 2) da Convencao da Uniao de Paris de 1883, salva-

guardando o beneficio da prioridade.

Lisboa, 11 de Maio de 1995

fs.
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