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DESCRICAO

“MICROPARTICULAS COM ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECIFICOS DE CD28”

Campo da Invengao

A invengado refere-se a microparticulas com uma estrutura de
suporte, bem como a anticorpos monoclonais (mAb) ligados a
estrutura de suporte, utilizacdes de tais anticorpos bem como um

processo para a preparacaco de tais microparticulas.

Base da invencdo e estado da técnica

Existem diferentes doencas de organismos de sangue quente,
humanos ou animais, em qgue o numero de células sanguineas de
diferentes tipos ¢ reduzido ou insuficientemente activo

relativamente ao estado saudavel.

Um primeiro grupo deste tipo de doencas ¢é um numero
patologicamente reduzido de células T, em especial o conjunto do
numero de células T CD4, como por exemplo no caso de SIDA ou
doencas associadas a leucemia na sequéncia de quimioterapia ou

terapia por radiacao.

Um segundo grupo de doencgas, no dqual o numero ou a
actividade de um determinado subgrupo de células T, gue nas
pessoas sauddvels mantém ajustada a tolerdncia imunoldgica, €
reduzido ou & perturbado na sua funcdo, compreende doencas

autoimunes—-inflamatdérias. Sao exemplos a artrite reumatdide,



doencas intestinais inflamatdérias, diabetes requerendo
tratamento por insulina, esclerose multipla bem como o sindroma

Guaillan-Barré.

Um terceiro grupo de doencas ¢é designado granulocitopenia

(por exemplo, neutropenia) ou monocitopenia e refere-se aos
granuldécitos. Como causas para esta doencga sugerem-se: 1)
granulocitopoiese reduzida ou monocitopoiese (perturbacao

aplédsica) devido a danos na medula &ssea, por exemplo, através
de agentes quimicos, Ccomo benzeno, medicamentos, como
citostaticos, imunossupressivos, AZT e/ou cloranfenicol (em
funcdo da dose, tdéxicos), ou como fenilbutazona, compostos de
ouro, raramente cloranfenicol (através de reaccdes

farmacocinéticas independentemente da dose), radiacdes ou

autoanticorpos contra células—-mae (em alguns casos de
imunoneutropenia), devido a infiltracéao da medula 6ssea
(leucemias, carcinomas, linfomas malignos) e/ou devido a
osteomieloesclerose, ii) perturbacdes de maturacao da
granulocitopoiese, por exemplo, através de perturbacgdes de

maturacdao congénitas da mielopoiese, sindroma de Kostmann
(paragem da maturagao da mielopoiese no estadio do
promieldcito), neutropenia ciclica, sindroma de mielosisplasia,
deficiéncia de vitamina Bl12 ou &acido fdélico com granulopoiese,
eritropoiese e/ou trombopoiese ineficaz. As terapias habituais
compreendem a administracdo de factores de crescimento da

granulocitopoiese (por exemplo, G-CSF e GM-CSF).

Um quarto grupo ¢é designado trombocitopenia. Como causas
sugerem-se: i) trombocitopoiese reduzida na medula éssea
(perturbacdo apldsica ou numero reduzido de megacaridcitos na
medula o6ssea) devido a danos na medula 6ssea, por exemplo,

através de agentes quimicos, como benzeno, medicamentos, como



citostaticos e/ou imunossupressivos, radiacdo ou infeccgdes, como
por exemplo, HIV, ou autoanticorpos contra megacaridcitos (em
alguns casos de imunotrombocitopenia), devido a infiltracao na
medula &éssea (leucemias, carcinomas, linfomas malignos) e/ou
devido a osteomieloesclerose, 1ii) perturbacdes de maturacao dos
megacaridcitos (megacaridécitos na medula Ossea normais ou
elevados) com trombopoiese, eritropoiese e/ou granulopoiese
ineficaz com megaloblastos, bastonetes gigantes entre outras,
devido a deficiéncia em wvitamina B12 ou 4cido fdlico. As
terapias habituais compreendem a omissdo de medicamentos
suspeitos, substituicdo de trombdécitos (em perturbacdes na
formacao da medula 6ssea: trombopoetina) bem Ccomo MGDF

(estimulacdo da proliferacdao e maturacao de megacaridcitos).

Um quinto grupo formam as anemias aplasicas ou
insuficiéncia da medula odéssea com aplasia/hipoplasia da medula
6ssea e pancitopenia (doenca das células-mée). Uma anemia
apldsica congénita €, por exemplo, a anemia de Fanconi. S&do mais
frequentes as anemias aplédsicas adquiridas, como anemia aplésica
idiopatica (causa desconhecida) e anemias apldsicas secundarias
através de medicamentos, agentes tdéxicos, radiacdao ionizante e
infecg¢des virais (ver acima). Acgbdes terapéuticas de apoio
compreendem a substituicdo de eritrdécitos/trombdcitos. Accgdes
terapéuticas causails compreendem a transplantacao da medula
bssea ou transplantacéo de células—-méae, terapias
imunossupressivas (por exemplo, ATG) e outras medidas
terapéuticas, como a administracado de citoguinas (GM-CSF, G-CSF,

MGDEF e/ou trombopoetina).

Finalmente, a acompanhar a leucemia aguda, ocorre
frequentemente, anemia, trombocitopenia e/ou granulocitopenia.

As terapias compreendem a substituicdao de eritrdécitos e



trombdécitos de acordo com a necessidade ou a excitacdo da
granulopoiese através de G-CSF e/ou GM-CSF, a quimioterapia e a
transplantacao da medula bssea e/ou transplantacgao de

células—-mae.

E comum as doencas acima do primeiro e segundo grupo que as
respectivas células sanguineas sdo tals gque possuem a sua
superficie CD28. E comum a grupo trés até seis que as células
sanguineas em causa sejam tais que nao possuem, em

contrapartida, a sua superficie qualgquer CD28.

Para melhor compreender a invencadao € importante, além
disso, o seguinte conhecimento base. A activacdo de células T em
repouso para a proliferacdo e diferenciacdo funcional necessita,
em primeiro lugar, da ocupacgdo de duas estruturas superficiais,
designadas receptores: 1. do receptor do antigénio gque apresenta
uma especificidade diferente de c¢élula para célula, e dque &
necessaria para o reconhecimento de antigénios, por exemplo,
produtos de fissdo viral; bem como da molécula de CD28 expressa
igualmente em todas as células T em repouso com a excepgao de um
subgrupo de células T CD28 de seres humanos, a gqual se liga
naturalmente a ligandos sobre a superficie de outras células do
sistema imunitdrio. Fala-se da co-estimulacdo da imunorreaccao
especifica para antigénios através de CD28. Na cultura de
células estes processos podem ser imitados através da ocupacgao
do receptor de antigénios bem como da molécula de CD28 com mAbs
adequados. No sistema cldassico da co-estimulacdo nem a ocupacgao
do receptor de antigénio nem o da molécula de CD28 isoladamente
conduzem a proliferacdo de células T, sendo porém efectiva a
ocupacao de ambos o0s receptores. Esta observacao foi verificada

em células T do ser humano, do ratinho e do rato.



Existem em contrapartida também mAbs especificos de CD28,
que isoladamente podem induzir a proliferacgdao de células T. Uma
tal activacgdo superagonista, isto ¢, independentemente da
ocupacao do receptor do antigénio de linfécitos T em repouso por
mAbs especificos de CD28, foi observada nos seguintes sistemas:
no documento da literatura Brinkmann et al., J. Immunology,
1996, 156: 4100-4106, foi mostrado que uma muito pequena porgao
(5%) dos linfécitos T humanos, podem ser atribuidos ao grupo dos
linfécitos T em repouso, por causa da falta do marcador de
superficie CD45 RO, sendo activado pelo mAb 9.3 especifico de
CD28, normalmente requerendo co-estimulacdao gquando adicionado o
factor de crescimento interleucina-2 (IL-2) sem ocupagao do
receptor do antigénio. No trabalho de Siefken et al., Cellular
Immunology, 1997, 176: 59-65, foi mostrado que mAb especifico de
CD28 preparado de forma convencional, isto &, por imunizacado de
ratinhos com células T humanas, pode activar numa cultura de
células, um subgrupo de células T humanas sem a ocupacao do
receptor de antigénio para a proliferacado, se (CD28 for ocupado
por esse mAb e as células ligadas a mAbs forem adicionalmente
reticuladas umas com as outras por outros anticorpos. E comum
aos anticorpos até agora conhecidos que apenas uma pequena

porcao das células T possa ser activada.

No trabalho de Tacke et al., Eur. J. Immunol., 1997,
27:239-247, foram descritos dois tipos de anticorpos monoclonais
especificos de CD28 com diferentes propriedades funcionais: mAbs
co-estimuladores que co-estimulam a activacdo de células T em
repouso com a ocupacdo simultdnea apenas do receptor do
antigénio; e mAbs superagonistas gque podem activar, sem ocupacgao
do antigénio receptor de linfdécitos T de todas as classes, 1In
vitro, e no teste animal para a proliferacdo. Ambos os mAbs até

agora conhecidos resultam de uma imunizacdo com células, sobre



0s quais é expresso CD28 no rato, e sdo passiveis de ser obtidos
através de diferentes seleccgdes direccionadas no sentido das
suas propriedades respectivas descritas. Finalmente, do
documento da literatura WO 98/54225, ¢é conhecido um outro mAb

superagonista especifico de Cd28, designadamente CMY-2.

De forma surpreendente porém, de acordo com o documento da
literatura DE-10050935 Al, células sanguineas nao possuindo CD28
podem também ser estimuladas com mAbs superagonistas especificos

de Cd28 em aplicacdo in vivo.

Os mAbs superagonistas até agora conhecidos cumprem todas
as exigéncias no que diz respeito ao seu efeito estimulador,
sendo porém desejavel ser necessario menos mAbs para um efeito
estimulador definido. Além disso, a estimulacdo de linfdécitos T
por mAbs superagonsitas especificos de Cd28 estda até agora
limitada a dois sistemas, cada um possuindo, respectivamente,
desvantagens: os linfécitos T isolados podem frequentemente ser
estimulados apenas em cultura de células por tais mAbs, se os
discos da cultura tiverem sido previamente revestidos com
anticorpos reagindo com os mAbs superagonistas utilizados e
secundariamente reticulados. Quando se utilizam preparacgdes nao
separadas de células sanguineas periféricas que contém também
linfécitos T bem como em aplicacgéao in vivo, os mAbs
superagonistas podem também ser utilizados como substéncia
soluvel; a razao para isto é presumivelmente que a reticulacéao
secunddria através dos designados receptores Fc ocorre sobre os
linfécitos ndao T qgue reagem com a porgcao constante de mAbs
superagonistas, a designada porgdo Fc. Esta dependéncia dos
receptores Fc € problemdtica, eventualmente, devido a porcéo
varidvel de células positivas receptoras Fc nas preparacgdes de

células sanguineas periféricas e por causa da variabilidade da



capacidade de 1ligacdo dos anticorpos provocada por diferentes
alelos receptores Fc. Além disso, € necessaria a repetida adicao
de receptores Fc exprimindo linfécitos ndo T para a repetida
estimulacdao in vitro de 1linfdécitos T por mAbs superagonistas
soluveis. Para utilizacdo em seres humanos, isto exige medidas

logisticas e seguranca adicionais.

E conhecida a multiplicacdo de células T em cultura
utilizando pequenas esferas as guais estdo ligados quer mAbs
co—estimuladores especificos de CD28 bem como mAbs especificos
de TCR (CD3). Aqui, em primeiro lugar, € desvantajoso gue sejam
necessarias duas substidncias diferentes. Isto exige um esforco
consideravel quando se prepara sob condigcdes GMP, que Sao
legalmente exigidas para preparacgdes previstas para terapia.
Além disso, ¢é desvantajoso gque cada uma destas substéncias
necessite de ser utilizada numa concentragdo relativamente
elevada, porque devido a imobilizagcdo comum, nem todas as
moléculas estdo disponiveis numa pequena esfera para a ligacéao
necessariamente simultdnea as células alvo, ndo sé por razdes

estéreas.

Problema técnico da invencéo

A invencao apresenta por isso como base o problema técnico,
de proporcionar meios, com o0s quais células sanguineas possam
ser estimuladas, em qgue a gquantidade de mAbs necessdria seja
menor que gquando se utiliza os mesmos mAbs em solugao, gue
tornam a estimulacdo independente da presenca ou da qualidade
das células nao T possuindo receptores Fc, e que podem possam
ser ©passiveis de ser preparadas de forma mais facil sob

condigdes GMP.



Base da invencado e exemplos de realizacdo preferidos

De maneira a solucionar este problema técnico, a invencéo
divulga microparticulas com uma estrutura de suporte em gue na
estrutura de suporte se encontram ligados exclusivamente
anticorpos monoclonais (mAbs) superagonistas especificos de CD28
ou um composto mimetizante destes. De forma surpreendente, &
necessaria uma menor quantidade de mAbs para um efeito
estimulador definido através de tais mAbs imobilizados, ou é
conseguido um efeito estimulador mais forte com a mesma
quantidade. Isto ¢é, além disso, conseguido sem que seja
necessario um sinal de TCR. A ligacdo de anticorpos especificos
de TCR ou outros componentes co-estimuladores a estrutura de
suporte nao € necessdaria, sendo desta maneira evitados também
problemas estéreos de uma co-estimulacdo através de substéncias
imobilizadas. Numa estimulacado in vitro de células T sao apenas
necessarios, numa cultura de células (a par do meio), dois
componentes, as células T e as microparticulas de acordo com a
invencgao. Prescinde-se da necessidade para células
“de alimentacao” ou o revestimento de superficies plésticas com

preparagdes de anticorpos, que reticulam os mAbs.

Neste contexto &€ de grande significado como outra wvantagem,
que para a preparacgcao das microparticulas de acordo com a
invencdo seja apenas necessario um uUnico anticorpo, o que

simplifica substancialmente a preparac¢ao sob condigdes GMP.

Em detalhe, a ligacdo dos mAbs a estrutura de suporte pode
ser conseguida das mais variadas formas. E possivel que os mAbs
sejam ligados directamente e por forcas electrostaticas, forcas
de van der Waals, interacgdes hidrofdébicas, de um modo preferido

contudo, de forma covalente, a superficie da estrutura de



suporte. 0s mAbs podem porém também ser ligados indirectamente a
superficie da estrutura de suporte através de um composto
espacador, de um modo preferido, covalentemente ligado a

superficie da estrutura de suporte.

Como composto espacador sugerem-se, em principio, todas as
moléculas orgdnicas que por um lado apresentem um grupo que seja
reactivo com grupos reactivos da superficie da estrutura de
suporte e por outro lado sejam capazes de se ligar a mAbs. Neste
caso, a ligacdo pode ter lugar por forcas electrostéaticas,
forcas de van der Waals, interaccgdes hidrofdbicas ou
covalentemente. O composto espacador pode ser seleccionado, em
especial, do grupo constituido por “polimeros organicos,
péptidos, proteinas, imunoglobulinas e combinagdes de tais
substancias”. O composto espacador deve ser fisiologicamente

aceitavel.

Em relacdo a estrutura de suporte, a sua composicdo nao é
critica, desde que possa ser estabelecida uma ligacdo dos mAbs
ou do composto espacador a superficie. Entende-se que 0s
materiais da estrutura de suporte, em cada caso, desde que estes
possam entrar em contacto com as células ou com uma solugao,
devem ser fisiologicamente aceitédveis. De forma conveniente, a
superficie da estrutura de suporte ¢é formada por um polimero
orgadnico que € seleccionado, de um modo preferido, do grupo
constituido por “poliestireno, poliuretano, poliéster,
polivinilpiridina, polivinilamina, polietilenimina, guitosano e
misturas de tais polimeros”. O polimero orgdnico pode apresentar
grupos reactivos, com o fim da ligagao covalente de mAbs ou de
compostos espagadores dque €&, de um modo preferido, éter

glicidilico. No caso do grupo de éter glicidilico, ocorre uma



ligacado covalente de uma proteina ou péptido através da reaccao

de grupos amina primarios da proteina ou péptido com este grupo.

Em funcdo do polimero utilizado pode ser conveniente que o
polimero orgdnico esteja activado a superficie através de
tratamento com um reagente de activacado, o qual de um modo

preferido é cloreto de p-toluenossulfonilo.

O diédmetro da estrutura de suporte encontra-se de forma
conveniente na gama de 0,1 pm até 100 pm, de um modo preferido
na gama de 1 pm até 20 pm, em especial na gama de 1 pum até

10 um. O tamanho de particula pode, por exemplo, ser determinada

por meio de difractometria laser (Mastersizer x, Malvern
Instruments, Herrsching) ou de espectroscopia de correlacéao
fotdnica (Zetasizer 4, Malvern Instruments, Herrsching). A

superficie da estrutura de suporte pode ser 1 até 10 vezes, de
um modo preferido, 1 até 4 vezes, a superficie geométrica,

assumida como uma superficie esférica lisa.

Estruturas de suporte adequadas sao, por exemplo, leitos
magnéticos, como sao utilizados para a separacdo de células por
meio de imans, por exemplo, Dynabeads da firma Dynal, ou também
particulas de Si0O,. Além disso, também ¢é possivel, utilizar
estruturas de suporte as quais sejam, de um modo preferido,
biologicamente degradaveis, facto pelo qual as microparticulas
podem ser administradas sem constrangimentos aos doentes.
Polimeros adequados para tails estruturas de suporte sao, por
exemplo, descritas nos documentos da literatura WO 01/05875,
Kissel et al., Advanced Drug Delivery Reviews 54: 99-134 (2002).
No primeiro caso trata-se essencialmente de polietilenimimas

(PET) e derivados destas. Os polimeros biologicamente
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degraddveis podem também ser poliésteres modificados na carga,

polivinilpiridinas ou polivinilaminas.

Além disso, a invencao ensina a utilizacéao das
microparticulas de acordo com a invencado para estimulacado das
células sanguineas, em especial dos linfécitos T, linfdécitos B,
granuldécitos, mondcitos e/ou trombdécitos. Aqui a estimulacéo
pode decorrer in vitro ou in vivo (a ultima, em especial, nos
casos de células negativas de CD28). No caso dos linfécitos T
sdo estimulados, pelo menos, varios subgrupos. Assim, é também
compreendida a utilizacgdo para a preparacadao de uma composicao
farmacéutica para o tratamento de doengas com um numero reduzido
de células sanguineas, em especial numeros reduzidos de
linfécitos T, de doencas imunopatoldgicas (exemplos, ver abaixo)
ou para potenciar a reaccdo imunoldgica em vacinagdes, em que é
retirada uma amostra de sangue a um doente, em gque opcionalmente
da amostra de sangue sao isoladas as células sanguineas, em que
as células sanguineas sao cultivadas in vitro sob adicdo de uma
dose fisiologicamente efectiva de microparticulas, e em que as
células sanguineas assim obtidas sao preparadas opcionalmente,
galenicamente para injeccdo ou infusdo. Também estd igualmente
compreendida a utilizacdo das microparticulas de acordo com a
invengdao para a preparagao de uma composic¢cdo farmacéutica para o
tratamento com numeros reduzidos de células sanguineas, de
doencas imunopatoldgicas (por exemplo, artrite reumatdide,
doencgas intestinais inflamatérias, diabetes requerendo insulina,
esclerose multipla ou sindroma Guillain-Barré) ou para potenciar
a reacgao imunoldégica em vacinagdes, em que as microparticulas
sdao preparadas galenicamente para injecgdo ou infusdo. A
preparacao galénica para injecgdo pode ser para injecgao i.m.,

i.p. ou i.v..
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A  invencao refere-se finalmente a um processo para a
preparagdao de microparticulas de acordo com a invencdo com O0S
seguintes passos de processo: a) preparam-se microparticulas com
uma superficie formada a partir de um ou varios polimeros
organicos diferentes, b) a superficie & opcionalmente activada,
c) as microparticulas assim obtidas sao incubadas com uma
solucao contendo mAbs superagonistas especificos de CD28, em que
0s mAbs se ligam, de um modo preferido, de forma covalente a
superficie, ou <¢’) as microparticulas assim obtidas sdao em
primeiro lugar incubadas com uma solugdo contendo um composto
espacador, em que o composto espacador, se liga, de um modo
preferido, de forma covalente a superficie, ocorrendo
opcionalmente de forma subsequente um passo do processo de
lavagem, e subsequentemente as microparticulas com o composto
espacador ligado sao incubadas com uma solugdao contendo mAbs
superagonistas especificos de CD28, em que os mAbs se ligam de
forma covalente ou nao covalente ao composto espacador, e e) as
microparticulas contendo mAbs superagonistas especificos de CD28
assim obtidas sao separadas da solugao e opcionalmente

submetidas a um passo do processo de lavagem.

A invencao refere-se finalmente também a processos para a
profilaxia e/ou tratamento das doencas descritas, em que a um
doente sadao administradas as microparticulas de acordo com a
invencao, preparadas de forma adequadamente galénica, ou em que
de um modo preferido, células autdlogas sao estimuladas in vitro
por meio das microparticulas de acordo com a invencgao e depois
da estimulacdao, sem ou com as microparticulas, implanta-se o

preparado de forma adequadamente galénica.
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Explicagdes relativamente as microparticulas sédo validas
contextualmente também para as utilizacdes e processos de acordo

com a invencao.

Definic¢des

A sequéncia de aminodcidos do CD28 humano € conhecida do

acesso N° NM_006139.

mAbs superagonistas especificos de CD28 sado obtidos, por
exemplo, de células de hibridoma que estdao depositadas sob os
numeros de depdsito DSM ACC2530 e DSM ACC2531. mAbs humanizados
correspondendo a DSM ACC2530 apresentam sequéncias de cadeia

leve bem como de cadeia pesada de acordo com a SEQ.ID 1 e 2.

Com estimulacdo ou activacgcao de células sanguineas, em
especial linfécitos T, multiplica-se a actividade metabdlica,
aumenta-se o volume celular, sintetizam-se imunologicamente
moléculas importantes e entra-se na diviséao celular

(proliferacgao) em funcdo de um estimulo exterior.

Varios subgrupos das células T significa, pelo menos, o0s
subgrupos de células T CD4 e CD8. As células T CD4 incluem, a
par das células T negativas para CD25 “normais”, também as
células CD4'CD25", as quais sdo também conhecidas como células T
reguladoras. De acordo com verificagdes em modelos animais, o
estado actual da técnica assume que as uUltimas desempenham um
papel em numerosas doengas autoimunes e inflamatdrias, como por
exemplo, a esclerose multipla, sindroma de Guillian-Barré,
polineuropatia de desmielinacg¢do, etc. Um marcador util para

células T reguladoras é a forte expressao de CTLA-4 (CD152), que
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é exprimida por células T nado reguladoras apenas apds activacéao

e entdao também apenas em pequena extensao.

A designacao de mAb compreende, a par de estruturas do tipo
convencional Fab/Fc, também estruturas que consistem
exclusivamente no fragmento Fab. Também €& possivel wutilizar
somente a regido variavel, em que o fragmento das cadeias
pesadas é ligado de tal maneira com o fragmento da cadeia leve
de forma adequada, também  por meio, por exemplo, de
moléculas—-ponte sintéticas, de maneira que as regides de ligacéao
das cadeias formem a posicdo de ligacao do anticorpo. A
designacao dos anticorpos compreende também anticorpos

quiméricos bem como humanizados (completos).

A designacadao de mAb compreende, além disso, péptidos ou
proteinas andlogos dos prdéprios mAbs. Um andlogo de péptido ou
proteina é um péptido ou proteina, cuja sequéncia de aminodcidos
de cada péptido ou proteina difere do qual é andlogo, contudo
liga um parceiro de ligacgdo definido do préprio mAb com, pelo
menos, a mesma afinidade. Variacgdes na sequéncia podem ser
deleccgbes, substituicdes, insercdes e elongagdes. Um andlogo de
péptido ou proteina apresenta, em geral, uma estrutura parcial
tercidria muito semelhante ao péptido ou proteina e/ou exposicao
no ambito de uma proteina de (superficie celular) e por outro
lado necessita, de resto, de ter ou de gerar na regido andloga a
ligacao imediata apenas o local de ligacao a péptido ou proteina

para o parceiro de ligacado definido ou para formar estas.
Um composto mimetizante de um mAb é uma estrutura gquimica

natural ou sintética que =se comporta num ensaio de ligacao

definido como um mAb mimetizado pelo composto mimetizante.

14



Modulacao superagonista da proliferacao de células
sanguineas, em especial de células T, significa gue nenhuma
co-estimulacdo ndo € necessaria, isto é, que ndo € necessario
mais nenhum acontecimento de ligacdo a par de uma ligacéao
(inicial) de um mAb ou de um composto mimetizante a CD28 para a

estimulacdo ou inibicdo da proliferacao.

A designacao do tratamento compreende também a designacao

da profilaxia.

De seguida a invencado € explicada em mais detalhe com base

somente em formas de realizacdo representadas nos exemplos.

Exemplo 1: acoplamento directo de mAb a leitos magnéticos.

Sdo utilizados leitos magnéticos activos a superficie da
firma Dynal (Dynabeads). A superficie dos leitos é hidrofdbica e
possui grupos de éter glicidilico. Ocorre uma ligacgdo covalente
de anticorpos através da reaccdao de grupos amina primdrios dos
anticorpos com o0os grupos de éter glicidilico. 0Os leitos
apresentam, pequenas esferas superparamagnéticas, de forma
uniforme, com um nucleo de yFe,03 e Fez04, 0 qual é revestido com
um envelope de poliestireno. O didmetro médio & de 4,5 pum. A
densidade é de aproximadamente 1,5 g/cm’. A superficie apresenta
1 até 4 m’/g de leitos. A superficie geométrica apresenta
6x10 *m?/10’ Dynabeads (aproximadamente 0,9 H@/g). As propriedades
magnéticas sdo irrelevantes no admbito da invencado; auxiliam no

entanto no manuseamento no ambito da preparacao.

E retirado o numero desejado de leitos da suspensido obtida

apds mistura exaustiva da suspensao (vortex, 5 minutos). O
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recipiente com os leitos ¢é colocado num apoio magnético
(30-60 segundos), de maneira que os leitos sejam sedimentados. O
sobrenadante € retirado e o tampdao de acoplamento é adicionado,
no qual deve ocorrer a ligacao dos anticorpos aos leitos (0,1 M
de H;BO,, PH 8,5, ajustado com NaOH) . Os leitos sao
exaustivamente ressuspensos (vortex, pelo menos 2 minutos) e sao
lavados desta maneira. Este passo de lavagem é efectuado ao todo

trés vezes.

Para o acoplamento do anticorpo, os leitos no tampao de
acoplamento fresco sao ressuspensos cuidadosamente, (vortex, 30-
60 segundos), em conjunto com o anticorpo Ssuperagonista
especifico de CD28 (huIgG-5.11, mAb completamente humanizado do
isotipo IgG 4, derivado por tecnologia genética de um mAb de DSM
ACC2530). A concentracdo dos leitos é de 4x10%/mL. Para cada
10’ leitos sdo utilizados 5 pg de mAb purificados. O recipiente
de incubacdo com a mistura é fixa a um rotator, evitando a baixa
rotacdao do recipiente de incubacgcdo a sedimentacdo dos leitos e
assim uma separacgdao da mistura reaccional. A incubacdo decorre

20-24 horas entre 4 °C e 37 °C, por exemplo, 20°C.

Depois da incubacao, os leitos sao sedimentados com auxilio
do apoio magnético, o sobrenadante é removido e armazena-se para
uma medicao do teor de proteina. Os leitos sao ressuspensos em
tampao de lavagem (PBS sem ca’t e Mg”} 0,1% de BSA). A suspensao
¢ lavada no rotator a rotacdo lenta durante 5 minutos a 4 °C.
Este passo de lavagem é repetido ao todo trés vezes com,
respectivamente, tampdo de lavagem fresco. Apds terminado o
passo de lavagem, os leitos sdo ressuspensos em tampao de
lavagem e estdo passiveilis de serem utilizados. O armazenamento

decorre a 4 °C.
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Uma medicdo do teor de proteina do sobrenadante do
acoplamento resulta numa porcao de aproximadamente 50% da
quantidade utilizada, de maneira que no maximo 50% da quantidade
utilizada pode ser assumida como acoplada. Dagqui calcula-se um
numero minimo de leitos de 4x106/pg de mAb acoplado, ou 2,5 ug

mAb/10’" de leitos.

Exemplo 2 acoplamento indirecto de mAb a leitos

magnéticos.

Procede-se em principio de forma andloga ao exemplo 1,
apenas que sao utilizados Dynabeads Ig anti-ratinho. Aqui
trata-se de leitos em cuja superficie se encontra acoplada
covalentemente a imunoglogulina de ovelha anti-ratinho. Como
tampdao de acoplamento wutiliza-se solugdao salina fisioldgica
tamponada com fosfato (PBS). Como mAb foram utilizados mAbs
superagonistas especificos de CD28 de ratinho anti-humanos, gque
sao passiveis de ser obtidos de DSM ACC 2530. A sua
especificidade corresponde completamente aquela dos mAbs
utilizados no exemplo 1, Jj& que existe concordéncia nas zonas de
ligagdo do antigénio. O mAb utilizado liga-se a imunoglobulina

de forma nado covalente de acordo com a figura 1.

Exemplo 3: estimulacdo in vitro num sistema PBMC.

Por pocgo de uma placa de 96 pogos, cultivaram-se
2x10° de PBMC (células mononucleares periféricas de sangue, isto
¢, linfécitos T, 1linfdécitos B e mondcitos) em 0,2 mL de RPMI
1640 de meio de cultura com 10% de soro autdlogo. Do dia 2 ao

dia 3 foi efectuado um pulso de 16 horas com 1 pCi °“H-timidina,
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em que a timidina incorporada no ADN foi medida como
determinacao da proliferacdao. 0Os resultados da figura 2 comparam
a capacidade do mAb hN4 5.11A1 superagonista humanizado de
estimular PMBC humanos nao separados (ou seja uma mistura de
linfécitos T e receptor Fc possuindo linfécitos nao T) na forma
soluvel relativamente a forma acoplada a leito. Aqui, na abcissa
¢ mostrada a quantidade respectiva de anticorpo de facto
introduzida no sistema (numa forma soluvel ou ligada a leitos).
LA ordenada mostra a radiocactividade incorporada como uma medida
para a proliferacao. Esta experiéncia representativa indica
claramente que, em primeiro lugar, o anticorpo acoplado a leitos
induz, num caso o6ptimo, a uma proliferacdo de longe mais forte
que aquela apenas adicionada da forma soluvel, e gque em segundo
lugar, a actividade especifica do anticorpo no contexto da
indugdao da proliferagao ¢é aproximadamente 10 vezes superior
quando ligado a leitos que quando adicionado ao anticorpo

isolado.

Exemplo 4: estimulacao in vitro de linfdécitos T isolados.

Sob condigdes, de resto iguais, de cultivo e medicgao, como
no exemplo 3, foram utilizados por poco 2x10° de linfécitos T
purificados (obtidos por meio de filtracdo em 14 de nylon). Na
figura 3 & representada uma comparacao da utilizacado de
microparticulas do exemplo 1 com uma que utiliza as
microparticulas do exemplo 1, porém nao com as microparticulas
acopladas a mAb. Adicionalmente & comparado o efeito estimulador

com mAbs soluveis adicionados na presencga e auséncia de um

anticorpo secunddrio (Ih anti-humano de burro) acoplado a
superficie plastica. Reconhece-se gque microparticulas nao
conjugadas nao induzem nenhuma proliferacgao, enquanto
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microparticulas possuindo mAb mostram uma actividade muito
forte. Esta €& muitas vezes mais elevada que a actividade que é
conseguida por mAbs soluveis na presenga ou auséncia do
anticorpo secunddrio imobilizado. E esperada a estimulacdo muito
pequena comparada a PMBC nao separados (figura 2) através de
anticorpos soluveis adicionados, uma vez que faltam células com
receptores para a parte Fc do anticorpo (FcR). A presenca do
reagente secundario imobilizado conduz a uma ligeiro aumento da
reactividade de anticorpos soluveis adicionados. 0Os leitos
assumem a funcao receptora Fc de células positivas porém de uma

maneira muito mails vezes eficilente.

Exemplo 5: subgrupos estimuldveis de células T

Linfdécitos T purificados foram cultivados de forma
correspondente ao exemplo 4, em que microparticulas foram
utilizadas de acordo com o exemplo 2. Depois de 3 dias de
cultura, as células foram estudadas no FACS relativamente a
expressao do marcador de proliferacdo nuclear Ki67 depois de
coloracado intracelular. Aqui foram analisadas selectivamente
células T CD4 ou CD8 através de “gating” electrénico apds
coloracdo simultdnea com um anticorpo especifico de CD4 ou CDS.
As Jjanelas estabelecidas estdo representadas nas figuras 4a
(células CD4") e 4b (células <CD8"). PE ¢é& a substancia
fluorescente ficoeritrina. Nos histogramas das figuras 4c até 4f
apenas foram colocadas as células da secgao respectivamente
limitada pelas caixas (figuras 4c e 4e: células CD4'; figuras 4d
e 4f: células CD8'). Nos histogramas decorreu um controlo de
coloracdao com um anticorpo irrelevante (curva aberta) bem como a
coloracdo com Ki67. FITC significa a substédncia fluorescente

isotiocianato de fluoresceina. Uma consideracdao de comparacao

19



das figuras 4c e 4d por um lado, bem como das figuras 4e e 4f
por outro lado, mostra que sem estimulacdo, os histogramas de
controlo e com Ki67 nao diferem nada wum do outro. Em
contrapartida, <com a estimulacdo com as microparticulas de
acordo com a invencao, praticamente todas as células T CD4 e a
maioria das células T CD8 sdo positivas para Ki67 e
consequentemente proliferam. Os histogramas das figuras 4d e 4f
sdo mais planos que aqueles das figuras 4c e 4e, porque existem

menos células T CD4 que CDS8.

Exemplo 6: estimulacao de células T reguladoras.

Foram purificadas células T CD4 humanas através de
filtracdo de 1lda de nylon e deplecdao imunomagnética de todas as
outras populacgdes de PMBC. Depois foram separadas as células
T CD4 obtidas em fracgdes CD25 positivas e CD25 negativas por
meio de seleccdao celular magnética (sistema MACS, Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Alemanha) . Na figura S5a é
representado a forma do histograma da expressao de CD25 de ambas
as populacgdes purificadas de células T CD4. A expressao de CD25
é visivel através do desvio para a direita da curva de
distribuicdo a cheio da fluorescéncia (CyChrome-acoplado a mAb
especifico de CD25) relativamente a curva vazia para as células

CD25 negativas.

As células T CD4 obtidas como acima foram estimuladas 3
dias de acordo com o exemplo 2 com microparticulas. Depois foi
analisada, através de coloragdo intracelular, a expressao de
Ki67 (proliferacéo) e CTLA-4 (forte expressdo é indicativa para
células T reguladoras). As figuras 5b e 5d mostram os resultados

para as células T CD25 negativas, em que as curvas abertas foram
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obtidas de novo com um mAb irrelevante para fins de controlo. A
figura 5b confirma que as células CD25 proliferam. Apenas uma
pequena parte das células CD25 exprimem CTLA-4, como € visivel
da figura 5d. A figura 5c mostra que também as células CD25°
proliferam. A figura 5e confirma que a maioria das células CD25"
exprimem fortemente CTLA-4. No resultado é mostrado gue nao sbé

as células T CD25, mas também em especial as células T CD25° sédo

estimuldveis com as microparticulas de acordo com a invencéo.

Lisboa, 16 de Dezembro de 2009
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REIVINDICACOES

Microparticulas com uma estrutura de suporte, em gque na
estrutura de suporte se encontram ligados exclusivamente
anticorpos monoclonais (mAb) superagonistas especificos de

CD28 ou um composto mimetizante destes.

Microparticulas de acordo com a reivindicacd&o 1, em gque o0s
mAbs estdao ligados directamente e, de um modo preferido, de

forma covalente a superficie da estrutura de suporte.

Microparticulas de acordo com a reivindicacdo 1, em que o0s
mAbs estdo ligados indirectamente a superficie da estrutura
de suporte através de um composto espacador ligado, de um
modo preferido, de covalentemente a superficie da estrutura

de suporte.

Microparticulas de acordo com a reivindicagao 3, em o
composto espacador é seleccionado do grupo constituido por
“polimeros orgadnicos, péptidos, proteinas, e combinacgdes de

tals substéancias”.

Microparticulas de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 4,
em que a superficie da estrutura de suporte é formada por
um polimero organico, o gqual de um modo preferido, &
seleccionado do grupo constituido por “poliestireno,
poliuretano, poliéster, polivinilpiridina, polivinilamina,

polietilenimina, quitosano e misturas de tais polimeros”.



10.

11.

Microparticulas de acordo com a reivindicacdo 5, em que o
polimero orgédnico apresenta grupos reactivos, o qual &, por

exemplo, éter glicidilico.

Microparticulas de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6, em
que o polimero orgdnico é activado superficialmente através
de tratamento com um reagente de activacdo, o qual é de um

modo preferido, cloreto de p-toluenossulfonilo.

Microparticulas de acordo com uma das reivindicacgdes 1 a 7,
em que o didmetro da estrutura de suporte se encontra na
gama de 0,1 pm até 100 um, de um modo preferido na gama de

1 ym até 20 pm, em especial na gama de 1 pm até 10 pm.

Microparticulas de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 8,
em que a superficie da estrutura de suporte (medida por
meio do método BET) é 1 a 10 vezes, de um modo preferido,
1 a 4 vezes a superficie geométrica, assumida como uma

superficie esférica lisa.

Utilizacdo de microparticulas de acordo com uma das
reivindicacdes 1 a 9, para a preparacgcao de agentes para a
estimulacao de células sanguineas, em especial, de
linfécitos T, 1linfdécitos B, granuldcitos, mondcitos e/ou

trombdécitos.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 10, para a
preparacao de uma composicdo farmacéutica para o tratamento
de doencas com numeros reduzidos de células sanguineas, em
especial, numeros reduzidos de linfdécitos T, ou de doencgas
imunopatoldgicas ou para a potenciacéo da reacgao

imunoldégica em vacinagdes, em que a um doente é retirada



12.

13.

uma amostra de sangue, em que opcionalmente da amostra de
sangue sao isoladas as células sanguineas, em gue as
células sanguineas sao cultivadas in vitro sob adicdao de
uma dose fisiologicamente efectiva de microparticulas, e em
que as células sanguineas assim obtidas sao preparadas de

forma opcional, galenicamente, para injeccdao ou infuséo.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 10, para a
preparacao de uma composigao farmacéutica para o tratamento
de doencas com numeros reduzidos de células sanguineas ou
de doencas imunopatoldgicas ou para a potenciacdo da
reacgao imunoldgica em vacinacdes, em que as
microparticulas sao preparadas galenicamente, de um modo

preferido, para injecc¢do ou infusao.

Processo para a preparacao de microparticulas de acordo com
uma das reivindicacgdes 1 a 9, com o0s seguintes passos de

processo:

a) preparam-se microparticulas com uma superficie formada
a partir de um ou varios polimeros orgadnicos diferentes,
b) a superficie é opcionalmente actiwvada,

c) as microparticulas assim obtidas sdo incubadas com uma
solucao contendo mAbs superagonistas especificos de CD28,
em que 08 mAbs se 1ligam, de um modo preferido, de
covalententemente a superficie, ou

c’) as microparticulas assim obtidas sdao, em primeiro
lugar, incubadas com uma solucdo contendo um composto
espacador, em que o composto espacgador, se liga, de um
modo preferido, de covalentemente a superficie, ocorrendo
opcionalmente de forma subsequente um passo do processo

de lavagem, e subsequentemente as microparticulas com o©



composto espacador ligado sao incubadas com uma solucgao
contendo mAbs superagonistas especificos de CD28, em qgue
0os mAbs se ligam de covalentemente ou nao covalentemente
ao composto espacgador, e

e) as microparticulas contendo mAbs superagonistas
especificos de (CD28 assim obtidas sdo separadas da
solugao e opcionalmente submetidas a um passo do processo

de lavagem.

Lisboa, 16 de Dezembro de 2009
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RESUMO

“MICROPARTICULAS COM ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECIFICOS DE CD28”

A invencao refere-se a microparticulas com uma estrutura de
suporte bem como anticorpos monoclonais (rAb) superagonistas
especificos de CD28 1ligados a estrutura de suporte ou um

composto mimetizante destes.
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