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Memdria descritiva referente i patene
te de invengZo de BEHRINGWERKE AKTIEN{
GESELLSCHAFT, alem#, industrial e coe
mercial, com sede em D=3550 Marburg,
Repfblica Federal Alemf, (inventoresj
Dr. Klaus Bosslet, Dr. Hans Ulrich
Schorlemmer e Dr. Hans Harald Sedlace
residentes na Repiblica Federal Alem&@
para "PROCESSO PARA A PREPARACAO DE
UM AGENTE TERAPAUTICO PARA TUMORES
COMPREENDENDO UM _ANTICORPO MONOCLOw

NAL OU UM SEU FRAGMENTO FC OU UM LIGAN=

]

)

:r-ﬁ_)ﬂ

Memdria descritiva

A presente invencfo refere~se & utiliza-

¢%o para a terapia de tumores de anticorpos monoclonais (MAK)

ou de outros ligantes que possuam as propriedades de se ligarem

a cdlulas do carcinoma do pincreas e bloquearem pelo menos uma
das fung8es celularesj pinocitose de ouro. coloidal, produgfio
de um anifo super dxido ou a libertacfio de enzimas, especiale

mente de proteases neutras e muito particularmente de colagena

se ou elastase, dos factores de crescimento, do factor de cresi

cimento epidérmico, do factor de crescimento derivado de plaw
quetas, do factor estimulante de coldnias, de eritropoetina,do
factor de crescimento de fibroblasto, do factor de angiogenese

de .tumores ou do factor de transformag8o de crescimentoo

0s processos apropriados para a preparac8e

destes anticorpos monoclonais estéo descritos na Especificagélo
EP~A O 160 897, na Espeicificagfo publicada Alem% 3 329 184 e
no pedido de Patente Alem& 3 531 301 (depositado em 2.9.1985).
Como ligantes entendemwse as moléculas que nfo sfo anticorpos

monoclonais mas que se ligam igualmente a células do carcinoma

do pfncreas e inibem as suas fung8es celulares, por exemplo de

terminadas hormonas.
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Surpreendenteitente, verificou~se que linhasg
de células do carcinoma do piAncreas humano segregam enzimas lie«
sosémicos, podem promover a pinocitose de ouro coloidal e a prg-
dug&o do anido superdxido, e que estas fungBes celulares podem
ser blogqueadas por uma 1igagﬁo de anticorpos monoclonais, espes
cialmente do 494/32, 495/36, 227/18 ou 227/19 &s celulas do cane
cinoma do p&ncreas. Os MAK 494/32 e 495/36 estfo descritos no
Pedide de Patente mencionado, enquanto que os restantes estfo
descritos na Especificag®o publicada mencionada. S8Ho ali caracs
terizados do seguinte modo: O 227/18 como AK 2 (quadro pdg-8)
e o 227/19 AK 16).

Uma consequéncia da reacgfo de adig8o dese
tes MAK de que resulta o bloqueamento daquelas fungdes celulae=
res, sfo regress8es de carcinomas do pincreas, de crescimento
progressivo, em pacientes. Estas fung8es celulares das células
do carcinoma do p&ncreas incluem a libertagfo, especialmente de
proteases neutras e muito particularmente de colagenase ou elasw
tase, de factores de crescimento, &o factor de crescimento epie
dérmico, do factor de crescimento derivado de plaquetas, do facw
tor estimulante de colénias, de eritropoetina, do factor de cres
cimento do fibroblasto, do factor de angiogénese de tumores ou

do factor de transformagfo de crescimento.

Os anticorpbs monoclonais (MAK), que possue

as propriedades de se ligarem a cédlulas do carcinoma do p&ncr.aF
e bloéuear fung8es fisioldgicas, preferivelmente a pinocitose
de ouro coloidal,a produgfo do anifo superdxido ou a libertagdo
de enzimas, especialmente de proteases neutras, muito particue
larmente de colagenase ou elastase, de factores do crescimento,
do factor de crescimento epidérmico, do factor de crescimento
derivado de plaquetas, do factor estimulante de colénias, de

eritropoetina, do factor de crescimento de fibroblasto, de face
tor de angiogenese do tumor ou o factor de transformag8o de cres-
cimento, s¥o por conseguinte apropriados para a terapia de tue
mores cujas células possuem estas fungBes celulares. S8o iguale

mente apropriados fragmentos destes MAK que se liguem, excepto
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o fragmento Fc, assim como outros ligantes, isto é, moléculas
com a propriedade de se ligarem a cédlulas do carcinoma do péne

creas e que bloqueiam as fung8es referidas.

As c8lulas de tumores com as correspondens
tes propriedades secretdricas s%o por exemplo, além das do cars
cinoma do p&ncreas, as do carcinoma da mama, carcinoma do ovie

rio e adenocarcinoma do pulmio.

0 objecto da invenglo é por conseguinte a
utilizagfo para a terapfa de tumores de um anticorpo monocloe
nal, ou de um seu fragmento n3io Fc, ou de um outro ligante, que
tenha as propriedades de bloquear as seguintes fung8es celulae
res de uma cdlula de timor: a pinocitose do oure:-. coloidal, a
produgfo do anifio superdxido ou alibertagfo de enzimas, espe=
cialmente de proteases neutras, muito particularmente de colaw-
genase ou elastase, de factores do crescimento, do factor de
crescimento epidérmico, do factor do crescimento derivado de
plaquetas, do factor de estimulag8o de coldnias, eritropoetina,
do factor de crescimento de fibroblasto, do factor de angiogée

nese de tumores ou do factor de crescimento de cdlulas do tumon

do p&ncreas.

Os tumores susceptfveis de terapia com esw

tes MAK ou outros ligantes sfo por exemplo o carcinoma do péne
creas, o carcinoma da mama, o carcinoma do ovdrio ou adenocare

cinomas do pulimfo, especialmente o carcinoma do pincreass

Para comprovagfo se os MAK ou ligantes se
ligam a células do carcinoma do pincreas pode utilizar-se uma
1inha de células do carcinoma do pincreas, por exemplo e pree
ferivelmente a linha PANCel (Int. Jo Cancer (1975) 15, 7hl;

ATCC CRL 1469).

Para a escolha dos MAK ou ligantes utilizd-
veis no sentido da invengﬁo determina=se a inibig¢%o da quimiow
juminesc8ncia de células de uma destas linhas de células pelo
MAK ou ligantes. A determinacfio da quimioluminescéncia das céw
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julas & um método de comprovar a produ¢fo do anido superdéxido

por uma célula e determinar a sua quantidade.

Com este objectivo a linha de células do
tumor & cultivada em meio essencial mfnimo “Dulbeccofs™ (*Dule
beccos's minimal esential medium") ("DMEM") que contém 100 ml/
/litro de sero de vikelo fetal e 1 mole/litro de glutamina
(DMEM@FKS=GLN) . Para isso as cdlulas s¥o tratadas no estado
confluente a 37°G durante 1 minuto com 2 g/litro de tripsina
e 0,2 g/litro de EDTA em soro de Puck ("Puck's saline") e dew
pois da lavagem sfo passadas na propor¢8o 1:20 em DMEM-FEKS«GLN,
As células reunidas sdo deixadas aderir’ em'DMEM durante 4 hoe
ras, com um fndice de células de 106 células num tubo de ensaic
de fundo redondo de poliestireno. Depois de uma lavagem por 3
vezes em DMEM adicionam=se 100/u1 de DMEM e a suspencdo das
c&lulas & colocada numa cimara de contagem de um Biolumaten
(LB 95 05 Berthold Co., Wildbad, Alemanha). Ao contefido do tue
bo adicionamw~se 50/u1 de Luminol (loo/ug/hl) e lOO/ul de um es«
tfmulo (Stimulus) (50/ug/m1 de zimosano ou 100/ug/hl de um imus
nocomplexo ou, para controle, 100/u1 de PBS) e mede=se a emisw
s%o de luz (computador Apple II com a impressora MXw82 FIT
Epson dot matrix printer). Para a determinag8o da inibig8o por
ua MAK adicionam-se 1oo/u1 de uma solugfo do MAK e incuba-se

durante 15 minutos (concentragfo final 10/ug/ml).

0s MAK Lok/32, 495/36, 227/18, 431/31 assim
como 08 outros descritos na DOS 3 329 184, 227/12 (AK 12) e
227/19 (AK 16), foram utilizados como exemplos neste ou nos: .sé-
guintes sistemas de ensaio, tendo-se medido a sua ligagdo is
correspondentes linhas de cdlulas de tumor no ensaio de imunoe

fiuorescéncia indirecta segundo Terasaki (Cancer detection and

prevetion (1983) 6, 881) .

0 quadro 1 a seguir mostra os resultados.




Quadre_ 1

MARK Ensaio de liga~ InibigZo de Quimioluminescéncia
¢8o (Terasaki) Bstfmulo
PBS Zimosano Imunocomplexo
(Controle)
227/12 negative 0 7 3
31/31 negativo o} 8 0
kok/32 positivo 6 59 37
227/18 positivo 21 54 66
227/19 positivo 17 L2 48

Deste quadro pode deduzire-se que os MAK
que n¥o se ligam 3 membrana das células de tumores nfo inibem

a quimioluminescéncia, enquanito que os que se ligam inibemo

Isto verificawse igualmente com outros MAK

que s%o apropriades como agentes terapeuticos antituméricos,

Para a comprova¢fo da capacidade de um MAK
inibir a pinocitose e a secreglo enzimdtica procedeu~se do se=

guinte modo?

3 x 106 cullas de tumor obtidas da forma acima desecrita e
cultivadas em placas de Petri de 3,5 cm sfo incubadas durante
24 horas ecom os estfmulos (zigosano ou um imunocomplexo ou PBS
(controle) e eventualmente em conjunto com 10 jug de MAK/ml) e
comprova-se a capacidade do MAK para inibigZ%o da libertag8o do
enzima das células de forma correspondente 4s indicacg8es das
fomtes da literatura (f{ywglucuronidase: J. Biol, Chem. (L946)
166, 757;(}-ga1actosidase: Biochems Jo (1959) 71, 318; lactatoe
desidrogenase:Métodos de anflise enzimdtica, Verlag Chemie,
Weinheim/Bergstrasse, Repiblica Federal Alemf, pag. 533 (L970) 4%
actividade pinecitéticatBiochem. Biophys. Res. Comm. (1973) 52,

627).
No quadro 2 mostra=-se igualmente que 0sS MAK
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que se ligam a células PANC-l também inibem a sua libertagdo

de enzimas, enquanto que outras ndo provocam est acgdoo

Quadro 2
Libertagfo de enzimas (% de inibig&o)

MAK PBS Zym IC
koL /32 . 21 b2 34
495/36 26 86 90
227/18 2 52 52
227/19 0 5l 51
431/31 h 7 3
227/12 5 Y 0

No quadro 3 representa=se a capacidade de
anticorpos monoclonais inibirem a actividade pinocitStica basal
de células do tumor do pincreas depois de ligacdo & membrana
das células do tumor, As que nfo se ligam nfo inibem a pinocie
tose de 198Au. Obt8m~se resultados idénticos aos da imunoglobus
1ina intacta também com o fragmento F(ab*)2 do MAK L49k4/32,

Quadro 3
MAK inibig8o da absorgfo de 19844 (%)
kol /32 k2
495/36 53
227/18 61
227/19 60
431/31 ‘ 5
227/12 A

Os MAK ou os seus fragmentos ndo Fc, ou
outros ligantes, que estejam em condi¢8es de inibirem todas ou

algumas das fung8es das c€lulas do carcinoma do pincreas acima
indicadas podem ser utilizadas para a terapia de tumores, €S«

pecialmente do carcinoma do pincreas.
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Os dados clinicos mostram, depois da aplie
cagfeo 1.v. do MAK 494/32 (5 x a intervalos de um dia até 210 mg
de dose total) que este MAK, depois de uma operag8o paleativa
ao carcinoma do pdncreas progressivo, causou em 4 de 6 casos
uma estbilizag8o da doenga (comprovada tomograficamente por
computador) e uma melhoria subjectiva do estado geral dos pa= .

clentes,

Un medicamento apropriado para a terapia
de tumores contém um MAK ou ligantes com as propriedades desew
critas ma forma de uma solugfio, em forma liofilizada ou secao.
Uma dose didria situa<se num intervalo de 20 a 500 mg por peso
corporal de 70 kg. O agente & aplicado por via parentdrica, de
prefer&ncia por infusfo. Uma quantidade eficaz & administrada
ao paciente num intervalo de tempo desde 1 minuto até 3 horas,
0 agente § ministrado a intervalos de tempo de 1 dia até va=

rios meses.

REIVINDICAGOES

- 1% o

Processo para a preparagZo de um agente ted
rapeutico para tumores caractefizado pelo facto de se incorpoe
rar numa gama que proporcione uma dose didria de 20 a 500 mg
por peso corporal de 70 kg um anticorpo monoclonal ou um seu
fragmento nfio Fc ou um ligante, que tembha pelo menos uma das

propriedades:

bloquear a pinocitose de ouro coloidal, a:produgﬁo do anide
superéxido ou a libertacfo de enzimas, especialmente de prote= |
ases neutras, muito particularmente de colagenase ou elastase, |
de facteres do crescimento, do factor de crescimento epidérmi -
co (Epidermal Growth Factor) do factor de crescimento derivado
de plaquetas (Platelet Derived Growth Factor), do factor de es«
timulagfo de coldnias (Colony Stimulating Factor), de eritroe
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poetina, do factor de crescimento de fibroblasto (Fibroblast
Growth Factor), do factor de angiogénese do tumo (Tumor Angioe
genesis Factor) ou do factor de transformag8o de crescimento
(Transforming Growth Factor) de células do tumor do p&ncreas.

Processo de acordo com a reivindicagfio 1
caracterizado pelo facto de se utilizar como anticorpoc mono=
elonal o anticorpe BW 494/32,

A requerente declara que o primeiro pedido
desta patente foi apresentado na Reptiblica Federal Alemd em
30 de Agosto de 1986, sob o n® P 36 29 640.6.

Lisboa, 27 de Agosto de 1987
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RESUMO

*PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UM AGENTE TERAPEUTICO PARA TUMOw

RES COMPREENDENDO UM ANTICORPO MONOCLONAL OU UM SEU FRAGMENTO
FC OU UM LIGANTE"

A inven¢fo refere-se a um processo para a
preparag8o de um agente terapeutico para tumores que compreens
de incorporar-se um anticorpo monoclonal ou um seu fragmento
n%o Fec ou um ligante, que tenha pelo menos uma das propriedades
bloquear a pinocitose de ouro coloidal, a produgfo do anifo sus
perdxido ou a libertacfo de enzimas, especialmente de prote~

ases neutras, muito particularmente de cloagenase eu elastase,

de factores do crescimento, do factor do crescimento epidérmie

co (Epidermal Growth Factor) do factor de crescimento derivado
de plaquetas (Platelet Derived Growth Factor), do factor de es-
timulagHo de coldnias (Colony Stimulating Factor), de eritros
poetina, do factor de crescimento de fibroliasto (Fibrolast

Growth Factor), do factor de angiogénese do tumor (Tumor Angion
genesis Factor) ou do factor de transformagfo de crescimento

(Transforming Growth Factor) de células do tumor de pincreas.
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