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RESUMO

“UTILIZAQAO DE UMA SUBSTANCIA ACTIVA QUE SE LIGA A CD28 PARA A
PREPARAQEO DE UMA COMPOSIQAO FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO DE
B-CLL"”

A invencdo refere-se a utilizacdo de um anticorpo monoclonal
superagonista (mAb) que é especifico para um  receptor
naturalmente coestimulador, que €& expresso em células T, ou de
um composto mimético deste, para a preparacadao de uma composicao
farmacéutica para o tratamento de doencas gque acompanham a
capacidade diminuta de coestimulacao de células T, em particular

a B-CLL.



DESCRICAO

“UTILIZAQAO DE UMA SUBSTANCIA ACTIVA QUE SE LIGA A CD28 PARA A
PREPARAQAO DE UMA COMPOSIQAO FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO DE
B-CLL"”

Dominio da invencéao.

A invencgdo refere-se a utilizagdo de uma substdncia activa
para a preparagao de uma composicado farmacéutica para o
tratamento da leucemia linfocitica crénica do tipo de células B

(B-CLL) .

Antecedentes da invencdo e estado da técnica.

Para a compreensao da invencgdo, sao em primeiro lugar
importantes o0s seguintes antecedentes tecnoldgicos. A activacéo
de células T em repouso para a proliferacdo e diferenciacao
funcional regquer em primeiro lugar a ocupacao de duas estruturas
de superficie, assim designados receptores: 1. o receptor de
antigénio, que possui uma especificidade diferente de célula
para célula e € necessario para o reconhecimento de antigénios,
p. ex., produtos de cisao viral; bem como 2. a molécula de CD28,
expressa de modo idéntico em todas as células T em repouso, com
excepcao de um subgrupo das células T CD8 de humanos, gue se
liga naturalmente a ligandos sobre a superficie de outras
células do sistema imunitdrio. Estd-se a falar da coestimulacéo
da reacgdo imunitdria especifica para o antigénio através de

CD28. Em cultura de células, estes passos podem ser simulados



por ocupagao do receptor de antigénio, bem como da molécula de
CD28, com anticorpos monoclonais adequados (mAb). No sistema
cldassico da coestimulacdo, nem a ocupacdao do receptor de
antigénio, nem a da molécula de CD28 isoladamente conduz a
proliferacdao de células T, no entanto a ocupagac de ambos o0s
receptores é eficaz. Esta observacdo foi efectuada em células T

de humanos, ratinho e rato.

Em oposigdo a 1isso, também sao conhecidos mAb especificos
de CD28 qgue podem desencadear sozinhos a proliferacdao de células
T sem coestimulacdo. Uma activacadao superagonista de linfécitos T
em repouso deste tipo, isto €, independente da ocupacao do
receptor de antigénio, por mAb especificos de CD28 é conhecida
da referéncia da literatura Tacke et al., Eur. J. Immunol.,
1997, 27: 239 - 247. De acordo com isso foram descritos dois
tipos de anticorpos monoclonais especificos de CD28 com
diferentes propriedades funcionais: mAb coestimuladores, que
coestimulam a activacdo de células T em repouso apenas no caso
de ocupacdo simultédnea do receptor de antigénio; e mAb
superagonistas, que podem activar para a proliferacdo linfécitos
T de todas as classes sem ocupacgao do receptor de antigénio, in
vitro e em animal de laboratério. A partir das referéncias da
literatura DE 19722888, WO 03/048194 A e PCTI/DE03/00890 séao
igualmente conhecidos mAb especificos de CD28, que activam
eficientemente os 1linfécitos T tanto in vitro como também

in vivo, sem estimulacdao por TCR, actuando portanto de modo

“superagonista”. Estes mab, pelo menos aqueles que sao
orientados contra CD28 humano, sao também designados por
SuperMAB.

A  leucemia linfatica crédénica da série de células B

(leucemia 1linfocitica crénica do tipo de células B, B-CLL)



representa a leucemia mais frequente dos adultos, com uma
incidéncia de 3/100000 habitantes (Landis et al., 1999). A
doenca ¢é caracterizada por uma acumulacdo progressiva de
linfécitos B monoclonais malignos no sangue, nddulos linfaticos,
figado e medula o6ssea. Com a progressao da doenca chega-se a um
aumento do numero de linfdécitos no sangue, a uma ampliacao de
nédulos linféaticos, figado e bago, bem como a uma anemia e
trombocitopénia (Caligaris-Cappio, 2000; Rozman and Montserrat,

1995). A data, ndo & possivel uma terapia curativa da B-CLL.

Entre as principais complicag¢gdes na B-CLL contam-se
infecgdes pelas quails sao tornados responsaveis, entre outros,
os defeitos nas células T ou valores diminutos de células T
observados em varios doentes (Cantwell et al., 1997; Scrivener

et al., 2003).

Além disso, também no caso das préprias células tumorais
pode encontrar-se uma funcdo restringida. Assim, a propriedade
das células B B-CLL para agirem como células apresentadoras de
antigénios (APZ), e com isso serem reconhecidas por células T
especificas de tumores e eliminadas, esta massivamente
restringida. Isto baseia-se, entre outros, no facto de células B
B-CLL nao expressarem ou expressarem apenas de forma
insuficiente os ligandos naturais de CD28, CD80 (= B7.1) e CDS86
(= B7.2) na sua superficie celular. Com isso as células T
potencialmente especificas de tumores obtém apenas um Unico
sinal, através da interacgdo entre o receptor de células T e
MHC + antigénio tumoral e nado o segundo sinal coestimulador
necessario para a completa activacdo de uma célula T. Em resumo,
isto indica que o sistema imunitdrio de doentes de B-CLL nao

consegue obviamente eliminar as células T por si préprio.



Uma preparacgao para uma forma de terapia tem como objectivo
melhorar a funcdo de APZ das células B B-CLL e com isso reforcgar
a resposta imunitdria antitumoral do doente. Para o efeito,
diferentes grupos de +trabalho procuraram activar de forma
orientada células B B-CLL e com 1isso induzir a expressao de
ligandos coestimuladores. Neste caso, por meio de transferéncia
de genes, alcancgou-se a expressao do ligando CD40 estimulador de
células B (CD40L) nas células B B-CLL e com isso possibilitar a
interacgcao entre CD40L e a proteina CD40 presente em todas as
células B (inclusivamente nas células B B-CLL). O sinal
transmitido através de CD40 no interior das células conduziu a
expressao desejada dos ligandos coestimuladores CD80 e CD86
(Kato et al., 1998; Wendtner et al., 2002). As células
leucémicas assim modificadas puderam agora, de facto, funcionar
de forma mais eficaz do que APZ e foram agora também eliminadas
- em primeiro lugar in vitro - por células T autdlogas (Kato et
al., 1998). Também a transferéncia de genes in vivo de CD40L foi
mais eficaz: nos doentes, esta conduziu quer a um aumento do
numero de células T, como também a uma reducdo das células
leucémicas (Wierda et al., 2000). Esta preparacgao terapéutica
nado afecta no entanto os defeitos de células T previamente

referidos da doenca B-CLL.

Em seguida ¢é indicada a Dbibliografia da 1literatura
cientifica anteriormente referida.
Caligaris-Cappio, F., Rev Clin Exp Hematol 4, 5 - 21 (2000).
Cantwell, M. et al., Nat Med 3, 984 - 989 (1997).
Kato, K. et al., J Clin Invest 101, 1133 - 1141 (1998).
Landis, S. H. et al., CA Cancer J Clin 49, 8 - 31 (1999).
Rozman, C. et al., N Engl J Med 333, 1052 - 1057 (1995).
Scrivener, S. et al., Leuk Lymphoma 44, 383 - 389 (2003).
Wendtner, C. M. et al., Blood 100, 1655 - 1661 (2002).



Wierda, W. G. et al., Blood 96, 2917 - 2924 (2000).

Problema técnico da invencao.

A invencgao tem por base o) problema técnico de
disponibilizar uma composicdo farmacéutica, por meio da qual a
B-CLL seja tratdvel, em gque o sistema imunitdrio enfragquecido
pela doenca seja simultaneamente reforcado em geral, em

particular a imunidade celular mediada por células T.

Fundamentos da invencao e formas de realizacdo preferidas.

Para a resolucao deste problema técnico, a invencdo ensina

o objecto da reivindicagao 1.

A invengdo Dbaseia-se no conhecimento de que, com a
utilizacdo dos mAb de acordo com a invengao, pode ser produzido
por assim dizer, um efeito duplo. Por um lado, células T normais
que estdo reprimidas devido a doenga sdo activadas ou
expandidas. Com isso podem por vezes ser impedidas ou infecc¢des
perigosas para a vida, ou enfraquecidas no decurso da doenga.
Simultaneamente, o sistema imunitdrio do prdéprio organismo é
estimulado para eliminar as células B B-CLL gue normalmente néao
sao atacadas ou sao apenas fracamente atacadas por células T
especificas de tumores, o gue sucede por as células B B-CLL
serem activadas para a apresentacdo de um ligando coestimulador
gue normalmente nao € expresso por elas, facto pelo qual as
células T especificas do tumor do prdéprio organismo que dependem
de um sinal deste tipo poderem agora atacar de forma eficaz as

células B B-CLL.



Um mAb de acordo com a invencdo pode ser preparado, por
exemplo, por um mamifero nao humano ao ser imunizado com CD28 ou
com uma sequéncia parcial deste, por exemplo o anel C’ - D, em
que sao retiradas células do mamifero nao humano e séao
preparadas célula de hibridoma a partir das células, e em que as
células de hibridoma assim obtidas sao seleccionadas com a
condicao de estarem contidos mAb no seu sobrenadante de cultura
que se liguem de forma superagonista a CD28. Mas também sao
utilizdveis outros métodos usuais correspondentes de obtencido de
mAb, como, por exemplo, apresentacao de fagos ou Ig humano de
ratinhos transgénicos. Podem preparar—-se mAb adequados por se
seleccionarem linfdécitos B que se liguem de forma superagonista
a CD28 ou ao seu anel C’ - D, e por serem clonados 0S seus genes
expressos de 1imunoglobulina. O correspondente ¢é valido para

ICOS, CTLA-4 e PDI1.

Um mAb empregue de acordo com a invencgdo liga-se a CD28 ou
a uma sequéncia parcial deste. A sequéncia parcial de CD28 pode
conter, por exemplo, uma sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 1,
ou 2 - 7, ou 17, que se liga, pelo menos parcialmente, na regiéo
do anel C’ - D de C(CD28. Numa das sequéncias com Val na
extremidade 5’ pode estar associado um ou varios aminodcidos da
sequéncia 8, na ordem ai definida. O anel encontra-se na regiao
com a sequéncia GNYSQQLQVYSKTGF. No entanto, a ligacdo também
pode efectuar-se noutras sequéncias parciais da regiao do anel
C’ - D, para o que € adicionalmente feita referéncia a definicéo

da regidao do anel C’ - D.

O mAb ¢é obtenivel, por exemplo, a partir de células de
hibridoma, como depositadas sob os numeros DSM DSM ACC2531 (mAb:
9D7 ou 9D7G3H11) ou DSM ACC2530 (mAb: 5.1A ou 5.11A1C2H3). O mAb



contém, de um modo preferido, uma ou varias das sequéncias
SEQ ID N° 9, 11, 13 e/ou 15, ou uma ou varias sequéncias
SEQ ID N° 10, 12, 14 e/ou 16, ou uma ou varias sequéncias 18

e/ou 19, ou sequéncias homdlogas a estas.

Um mAb TGN1412 adicional com propriedades melhoradas,
adequado no ambito da invencdo, contém como regido varidvel da
cadeia pesada (VHC) a seqguéncia de aminodcidos da figura 9a, e
como regido varidvel da cadeia pesada a sequéncia de aminodacidos
da figura 9b. Os péptidos lider indicados nas figuras 9a e 9b
sdao irrelevantes para a funcdo do mAb e servem apenas para
facilitar a passagem dos anticorpos através da membrana celular.
As variantes indicadas nas figuras do terminal C nado conduzem a

qualguer alteracao da funcao dos anticorpos.

A invencao é adequada para um processo para O tratamento de
B-CLL em particular, em que ou ¢ administrada a um doente uma
composicgao farmacéutica contendo um anticorpo monoclonal
superagonista empregue de acordo com a invengado, galenicamente
preparada para uma forma de administracdo definida e aplicéavel,
por exemplo, injeccgdo i.v., ou & retirado um liquido corporal (=
suspensadao de células) a um doente, em particular sangue,
contendo linfécitos T e/ou células precursoras destes, o liquido
corporal, eventualmente apds um passo do processamento, é
misturado com um anticorpo monoclonal superagonista empregue de
acordo com a invencdo ou um composto mimético deste, e o liquido
corporal assim tratado é novamente administrado ao doente, por

exemplo injectado por via i.v.

Pode recomendar-se que, quando for retirado sangue a uma
pessoa doente de B-CLL antes da realizagdo do tratamento, serem

cultivadas in vitro as PBMC ai contidas, a cultura ser incubada



com mAb empregues de acordo com a invengdo e ser determinada a
activacdo de células T e/ou a eliminacdo ou reducdo de células B
B-CLL. Relativamente a possiveis métodos de determinacéao,
remete—-se para os exemplos de realizacdao, a titulo de exemplo,
naturalmente sendo também adequados outros métodos de
determinacdao usuais da técnica e os meios utilizados para o
efeito. Isto é realizdvel com um kit de teste para testar a
eficdcia terapéutica de um tratamento prospectivo de B-CLL com
uma composicao farmacéutica de acordo com a invencdo com OS
seguintes componentes: i) meios para o cultivo de PBMC in vitro,
ii) uma preparacgao contendo mAb de acordo com a invencado em dose
fisiologicamente eficaz, 1ii) meios para a determinacao dos
numeros de células T ou da activacdo e/ou meios para a

determinacdao dos numeros de células B B-CLL.

A dose diadria administrada para a indicacdo de B-CLL pode
encontrar—-se na gama de 0,1 até 50, de um modo preferido 1 até

10 mg/kg de peso corporal.

A invencédo refere-se finalmente a um processo de acordo com

a reivindicacéao 5.

Definicdes.

Como anticorpos monoclonais (mAb) sao designados anticorpos
que sao produzidos por linhas celulares hibridas (assim
designados hibridomas), que sao produzidas tipicamente por fuséao
de uma célula B de origem animal ou humana produtora de

anticorpos com uma célula tumoral de mieloma adequada.



A sequéncia de aminodcidos de CD28 humano é conhecida pelo

numero de acesso N° NM 006139.

O anel C’ - D de CD28 compreende os aminodcidos 43 até 70,
em particular 52 até 66, da sequéncia CD28 anterior (para a

numerac¢cao ver também Ostrov, D.A., et al.; Science (2000), 290:

816 - 819). Sob o termo do anel C’ - D deve, em seguida,
entender-se também quaisquer sequéncias parciais dai
resultantes. O termo da regidao do anel C’ - D compreende,
adicionalmente ou no lugar do anel C’ - D, regides do C(CD28

espacialmente adjacentes. Estas sdo de acordo com a numeracao
anteriormente indicada, em particular os aminodcidos 78 (Tyr)

até 87 (Thr).

Um anel ou um local de ligacdo ai disposto & livremente
acessivel quando nao existe qualquer impedimento estérico para
um parceiro de ligacdo definido, para o local de 1ligagao no

anel, através das sequéncias ou moléculas associadas no anel.

Com activacao e/ou expansdao de células T designa-se a
multiplicagdo da actividade metabdlica, aumento do volume
celular, sintese de moléculas imunologicamente importantes, como
o ligando CD40, e a entrada na divisdao celular (proliferacgao)
relativamente a um estimulo externo. Como resultado, apds a
activacdo ou expansao, estao presentes mais células T do gue

anteriormente.

A homologia designa uma identidade de sequéncias ao nivel
da proteina de pelo menos a 70%, de um modo preferido, pelo
menos, a 80%, de um modo o mais preferido, pelo menos, a 90%, em
gue uma proteina ou péptido homdélogo se liga a um parceiro de

ligacao definido com afinidade, pelo menos, igual. Desvios na



sequéncia podem ser delecdes, substituicdes, insercdes e

elongacdes.

O termo mAb compreende, a par de estruturas da construcgao
Fab/Fc usual, também estruturas que sdo exclusivamente compostas
pelo fragmento Fab. Também ¢é possivel utilizar simplesmente a
regido varidvel, em que o fragmento das cadeias pesadas esté
ligado de um modo adequado ao fragmento da cadeia leve, por
exemplo, também por meio de moléculas sintéticas em ponte. O
termo dos anticorpos compreende também anticorpos quiméricos (na
totalidade), bem como anticorpos humanizados por tecnologia

genética.

A estimulacdao superagonista da proliferacdo de células T
especificas de CD28 significa que ndo € necessaria qualquer
coestimulacao, 1sto €, qualquer ocorréncia de ligacado adicional
a par de uma ligacao de um mAb ou um composto mimético a CD28

para a estimulacgdao ou inibicao da proliferacao.

Em seguida a invencado é mais detalhadamente explicada com
base em exemplos gue representam simplesmente formas de

realizacao.

Exemplo 1: SuperMAB induz a expansao in vitro de células T

B-CLL

Numa primeira experiéncia foram isoladas células
mononucleares periféricas a partir do sangue (PBMC) de um doente
de B-CLL e foram cultivadas respectivamente 2x1075 células em
microplacas de 96 pogos a 37 °C, quer apenas em meio, ou na

presenca de SuperMAB (0,5 upg/mL em solucdo). Apds 4 dias foi
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determinado o numero total de células numa cémara de contagem
Neubauer. Além disso, as células foram incubadas com anticorpos
monoclonais marcados com fluorescéncia com especificidade para
CD19 (marcador de células B) e CD5 (expresso em células B B-CLL
e células T) e analisadas em FACS. A figura 1 mostra uma assim
designada andlise por transferéncia em gota. Cada gota
representa uma célula analisada e estd localizada conforme a
expressao de CD19 (eixo dos xx) e CD5 (eixo dos yy). Rl marca a
populacao das células T (CD19-CD5+), R2 a populacao das células
B B-CLL (CD19+CD5+). A figura 1 mostra que o SuperMAB estd em
condig¢des de induzir uma expressao massiva das células B B-CLL.
Enquanto nas preparagdes “ex vivo” e “meio” as células T apenas
representam 3% ou 8% da totalidade da populacgdo, esta porcgéao
aumentou para 47% nas células tratadas com SuperMAB. A andlise
do numero total de células mostrou que neste caso trata-se néao
apenas de um aumento relativo, mas também de um aumento absoluto
de células T. A partir de 6 x 1073 células T/pogo (ex vivo) ou
1,1 x 1074 células T/poco (meio), a adicdo de SuperMAB na
cultura conduziu a um aumento de 7,4 x 1074 células T/poco. Nas
culturas SuperMAB nao pdde ser apenas evitada uma proliferacao
de células tumorais, mas também pdde mesmo ser alcancgada uma

redugao destas células em cerca de 50%.

Em experiéncias adicionais foi agora pesquisado se a
expansdo das células T 1induzida por SuperMAB também esta
associada com alteracgdes qualitativas e se pode em ultimo caso

também reforgar a resposta imunitdria em doentes de B-CLL.
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Exemplo 2: SuperMAB induz a expressdao do ligando CD40
estimulador de células B sobre a superficie de

células T B-CLL

Ja pdbde ser mostrado em experiéncias anteriores que
SuperMAB estd em condig¢gdes de induzir a expressao do ligando
CD40 estimulador de células B. Interessou agora Se isto também é
possivel no caso de células T de doentes de B-CLL e se com isso
possam ser activadas células B B-CLL através de uma interaccao
CD40L-CD40 (ver acima). Como descrito acima, foram cultivadas
PBMC de um doente de B-CLL na presenc¢a ou na auséncia de
SuperMAB e, apds um dia, foram coradas com um anticorpo marcado
com fluorescéncia com especificidade para CD40L. A figura 2
mostra um assim designado histograma em que a expressao de CD40L
em células T (eixo dos xx: uma vez gque no caso das PMBC se trata
de uma cultura mista, as células T foram previamente limitadas
através de um assim designado “portao electrdénico”) é
representada face ao numero de células (eixo dos vyy). Em
comparagao a células que foram apenas cultivadas em meio, as
células T da cultura tratada com SuperMAB mostram uma expressao
claramente mais forte de CD40L. Com 1isso estdao fundamentalmente
criados os pressupostos de as células T gque agora expressam
CD40L interagirem com o CD40 em células B B-CLL e com 1isso
puderem induzir a expressao de ligandos coestimuladores nestas

células.

Exemplo 3: SuperMAB 1induz a expressdao do ligando B7.2

coestimulador em células B B-CLL

Foram cultivadas PBMC de um doente de B-CLL como descrito

acima e coradas com anticorpos monoclonais marcados com
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fluorescéncia com especificidade para B7.1 e B7.2. Os
histogramas na figura 3 mostram a expressao de ambas estas
proteinas em células B B-CLL: enguanto SupreMAB B7.1 apenas
induz moderadamente estas células (histograma a), ele pdbde
aumentar drasticamente a expressao de B7.2 (histograma b). Para
poder comprovar—-se que a 1inducao de B7.2 é a consequéncia da
expressao de CD40L mostrada na figura 2 em células T tratadas
com SuperMAB, numa preparacao adicional foi adicionado as
culturas um anticorpo bloqueador (10 ug/mL), com especificidade
para CD40L. Como consequéncia da sua capacidade de blogquear a
interaccdo entre CD40L e CD40, deverda com 1sso ser também
impedida a indugdo de B7.2 em células B B-CLL. A expressao
drasticamente reduzida de B7.2 nas células assim tratadas
(histograma d) mostra de facto que a inducdo de B7.2 em células
B B-CLL ¢ impedida através do bloqueio de CD40L. Com isso, este
resultado conduz a evidéncia indirecta de gque células T dque
expressam CD40L, activadas por SuperMAB, interagem com CD40
sobre a superficie de células B B-CLL e com isso podem induzir a

expressao de proteinas coestimuladoras.

Exemplo 4: SuperMAB melhora a funcao apresentadora de
antigénios de células B B-CLL (cultura mista de

linfécitos alogeneicos)

A pergunta crucial, se a expressao de ligandos
coestimuladores nas células B B-CLL também ocorre com uma funcao
apresentadora de antigénios melhorada apenas pode ser
esclarecida através de testes funcionais: no caso da cultura de
linfécitos mista, as células T de uma pessoa (= células
responder) sao cultivadas em conjunto com as assim designadas

células estimuladoras. No caso das células estimuladoras tratam-—
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se de células tratadas com mitomicina C de uma segunda pessoa
nao relacionada (dador alogeneico), que difira da primeira
pessoa no padrado de expressao dos genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). As células T reconhecem as proteinas
MHC estranhas em conjunto com ligandos coestimuladores sobre a
superficie das células estimuladoras e sao induzidas para a
proliferacao (devido ao tratamento de mitomicina C, as células
estimuladoras ja& ndo se podem dividir). Apds qguatro dias ¢é
medida a proliferacdo de células T através da incorporacao de
3H-timidina (ver figura 6). Para responder a pergunta, foram
isoladas PBMC de doentes de B-CLL e foram cultivadas em meio ou
com SuperMAB (ver acima). Apds quatro dias, as células B B-CLL
foram isoladas a partir destas culturas por meio de separacgao
magnética, incubadas com mitomicina C (60 ug/mL) durante 1 h a
37 °C, e serviram como células estimuladoras na subsequente
cultura de linfécitos seguinte: para o efeito foram cultivadas
durante cinco dias 1 x 1074 células estimuladoras com 4 x 1074
células T de um dador alogeneico (= células responder) e foi
medida a proliferacdo das células T através da incorporacao de
3H-timidina durante as ultimas 16 h (ver figura 6). A figura 4
mostra que células B B-CLL ndao previamente tratadas com SuperMAB
(preparacgdes meio/ex-vivo) apenas podem provocar uma
proliferacdao muito fraca das células indicadoras, que por adicgao
de SuperMAB (preparacao SuperMAB) pdde ser claramente aumentada,
isto é, no minimo num factor de 2. Pela adigcdo de anticorpos
monoclonais blogqueadores com especificidade para B7.1 e B7.2
(respectivamente 5 ug/mlL; preparacdo SuperMAB + anti CD80/86) a
proliferacao pdde ser guase diminuida para o nivel das células
previamente tratadas em meio. Resumindo, estes resultados
sugerem que SuperMAB melhora a funcao apresentadora de
antigénios das células B B-CLL por indugdo das proteinas

coestimuladoras B7.1 e B7.2.
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Exemplo 5: SuperMAB melhora a funcao apresentadora de
antigénios das células B B-CLL (cultura de

linfécitos mista autdloga)

O objectivo da imunoterapia em doentes de B-CLL é o de
activar de forma autdloga (isto &, pelo préprio corpo) células T
especificas do tumor pela melhoria da funcdo apresentadora de
antigénios das células B B-CLL, e com 1sso <coloca-las em
condicdes de eliminar células tumorais (isto é, células B B-
CLL). Com o auxilio da assim designada cultura de 1linfdécitos
mista autdloga, foli investigada a questdo de se SuperMAB possui
propriedades relativamente a este assunto. Para esse efeito
foram novamente isoladas PBMC de um doente de B-CLL e foram
cultivadas em meio ou na presencga de SuperMAB. A andlise por
FACS mostrou também nesta experiéncia uma inducdo de B7.1 e
sobretudo de B7.2 nas células B B-CLL tratadas com SuperMAB.
RApds trés dias foram isoladas as células B B-CLL destas culturas
por meio de separacao magnética, tratadas com mitomicina C e
depois foram empregues como células apresentadoras de antigénios
na subsequente cultura de 1linfdécitos mista autdloga: para
responder a seguinte questdo foram cultivadas 1 x 1074 células
estimuladoras com 1 x 1075 <células T autdlogas (= células
responder) na presenca da citocina interleucina 2 (ver figura

7).

As células B B-CLL da preparacao SuperMAB estdo em
condigdes de activar células T de forma autdloga e impulsionar a
proliferacao? Como sistema de teste serviu agui a incorporacgéao
de 3H-timidina. Resultado: em comparagdao com as preparacdes

meio/ex vivo, a proliferacdo das células T autdlogas pdde ser
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aumentada num factor de 4 através do tratamento prévio com

SuperMAB (figura 5a).

As células T assim activadas podem produzir a citocina
interferdao-gama? O interferdo gama ¢é produzido, entre outros,
pelas assim designadas células T efectoras. As células T
efectoras pertencem também os linfdécitos T citotdxicos, que
estdao em condigdes de eliminar células tumorais. A concentracao
de interferdao—-gama no sobrenadante de cultura de células foi
determinada por meio de ELISA. Resultado: enquanto nas
preparacdes meio/ex vivo nao fol produzido praticamente nenhum
interferdao—-gama, as células T responder da preparacgao SuperMAB
puderam ser claramente incitadas para a sintese desta citocina

(figura 5b).

As células T activadas estdo em condigdes de eliminar
células tumorais autdlogas? Para a clarificacdo desta questao,
3 x 104 células T responder foram isoladas, no dia 8, da
cultura de linfécitos mista (= células T efectoras em questao) e
foram cultivadas durante 3 horas com 1,5 x 1074 células B B-CLL
isoladas de fresco (= células alvo). Depois disso efectuou-se a
incubacdo com a proteina anexina V e um anticorpo monoclonal com
especificidade para CD19. Através da anexina V, a qual esté
acoplado um corante de fluorescéncia, podem ser analisadas
células apoptdticas (sdo células que estdo mortas devido a uma
morte celular programada) por citometria de fluxo. Uma indugéao
efectuada pelo tratamento com SuperMAB de células T efectoras
potentes, especificas do tumor, e uma morte reforcada de células
tumorais dai resultante, devera por conseguinte reflectir-se num
aumento da percentagem de células positivas para anexina V na
andlise de FACS. Resultado: também neste teste a preparacio

SuperMAB mostrou o melhor resultado: nas preparagdes meio/ex

16



vivo deilxaram-se corar com anexina V cerca de 12% das células
alvo (= CD19 + células tumorais), na preparacgao SuperMAB, pelo

contrdario, mais de 25% (figura 5c).

Evidentemente, pela wutilizacdo de SuperMAB ¢é ©possivel
activar células T autdlogas especificas do tumor e induzir uma
eliminacédo eficiente das células tumorais. Presumivelmente isto
serd devido a uma inducdo de proteinas coestimuladoras sobre a
superficie das células B B-CLL apresentadoras de antigénios. O
mecanismo possivel esta representado esquematicamente na

figura 8.

Exemplo 6: Preparacdao de um anticorpo monoclonal TGN1412 de

acordo com a invencéao

Em seguida ¢é descrita a preparacdao de um anticorpo
monoclonal TGN1412 de acordo com a 1invengao, dque ¢é composto
pelas sequéncias de aminodcidos indicadas nas figuras 9%9a e 9b

das cadeias leve e pesada.

As moléculas de ADN indicadas nas figuras 9c e 9d foram
sintetizadas de maneira usual da técnica. Os ADNc obtidos, que
codificam respectivamente para as cadeias leve e pesada do
anticorpo monoclonal como indicado, foram inseridos nos
plasmideos pPLNOH e pLNOK. Para o procedimento em detalhe, o0s
plasmideos e locais de corte, faz-se referéncia a referéncia da
literatura Norderhaug et al., Journal of Immunological Methods,

204: 77 - 87 (1997).

Foram transformadas células de E. coli com 08 respectivos

plasmideos. As células de E. coli transformadas foram
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multiplicadas e os respectivos plasmideos foram obtidos a partir

destas, em grande escala.

Com 0s respectivos plasmideos obtidos, contendo a
informacao de ADN para as cadeias leve e pesada completas, foram
cotransfectadas células cos7, transientemente, e foram
cotransfectadas c¢élulas CHO bem como NSO, de forma estdvel. A
cotransfecgao efectuou-se de maneira wusual com lipofectamina
(Invitrogen) ou Effectene (QIAGEN), de acordo com as respectivas

instrugdes do fabricante.

As células trasnfectadas obtidas foram cultivadas em meio
de cultura estandardizado em incubadoras de CO, (5% de COz) a
37 °C em frascos T e frascos rolantes. Células transfectadas de
forma estavel, que expressam o anticorpo intacto, foram
selecionadas por meio de seleccdo de G418 e higromicina B. Os
transformantes estéaveis foram depois subclonados e

subsequentemente cultivados.

Os sobrenadantes da cultura de células com anticorpos
segregados foram analisados por meio de ensaios de actividade,
ensaios de 1ligacdao (andlise FACS), SDS-PAGE e transferéncia

Western.

Para a purificacdo, os sobrenadantes da cultura de células
foram feitos passar através de uma coluna de proteina A ou
proteina G, para ligar especificamente os anticorpos desejados.
Os anticorpos ligados foram eluidos com tampaoc acidico (glicina
0,1 M, pH 3,0 - 3,4) e em seguida neutralizados com Tris 1M (pH
8,0). Os anticorpos assim purificados foram dialisados contra
tampdo PBS e, de acordo com a necessidade, foram eventualmente

concentrados por meio de filtracdo de membrana. Os anticorpos
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obtidos foram depois utilizados para ensaios de proliferacao,
ensaios de actividade, ensaios de ligacao (andlise FACS
relativamente a ligacdo a células CD28 positivas), ELISA, SDS-

PAGE e transferéncia Western.
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REIVINDICACOES

Utilizacdo de um anticorpo monoclonal superagonista (mAb),
que € especifico para CD28 expresso em células T, para a
preparacgao de uma composicao farmacéutica para o tratamento
de uma leucemia linfocitica crénica das células de tipo B

(B-CLL) .

(D~

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o mAb

[ON

preparavel, na medida em gue um mamifero n&o humano
imunizado com CD28 ou com uma sequéncia parcial deste, em
que sao retiradas células do mamifero nao humano e séao
preparadas células de hibridoma a partir das células, e em
que as células de hibridoma, assim obtidas, sao
selecionadas com a condicdao de no seu sobrenadante de
cultura estarem contidos mAb que se liguem de forma

superagonista a CD28.

Utilizacdo de acordo com uma das reivindicagdes 1 ou 2, em
que o mAb é obtenivel a partir de células de hibridoma,
como depositado sob os numeros DSM DSM ACC2531 (mAb: 9D7 ou
9D7G3H11) ou DSM ACC2530 (mAb: 5.11A ou 5.11A1C2H3), ou em
que o anticorpo na cadeia pesada contém uma sequéncia de
aminodcidos para a regido varidvel de acordo com a figura
9a  (VHC) e na cadeia leve contém uma sequéncia de
aminodcidos para a regido varidvel de acordo com a figura
9b (VLC), em que a cadeia pesada e leve contém
adicionalmente, opcionalmente, as respectivas sequéncias de
aminodcidos indicadas nas figuras 9a e 9b para a regiao
constante da cadeia pesada (CHC) e a regido constante da

cadeia leve (CLC) (nas variantes alternativas ail



indicadas), em que a cadeia pesada e a cadeia leve contém
adicionalmente, opcionalmente, as respectivas sequéncias de
aminodcidos indicadas nas figuras 9a e 9b para o péptido
lider, em que a cadeia pesada e a cadeia leve sao compostas
respectivamente, de um modo preferido, pelas sequéncias de
tamanho completo representadas nas figuras 9a e 9b (nas
variantes alternativas da extremidade C, como indicado nas

figuras 9a e 9Db).

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
composicao farmacéutica ¢é preparada galenicamente para a

injecgédo 1i.v.

Processo para a reducao de células B B-CLL e expansao de
células T num ligquido contendo células T normais,
células B, bem como células B B-CLL, que se encontre fora
de um corpo, em qgue, por interacgcdo das <células T
normalmente presentes no ligquido com um mAb superagonista
especifico para um receptor naturalmente coestimulador em
células T em repouso, nomeadamente CD28, sao activadas ou
expandidas as células T normais, em que, por interacc¢do das
células T B-CLL presentes no liquido com o mAb
superagonista especifico de CD28, sao activadas e
eventualmente expandidas para a expressao de um ligando
CD40, em que as células T B-CLL que comportam ligandos CD40
activados ou expandidos induzem a expressdo de CD86 e/ou
CD80 em células B B-CLL gue comportam CD40, em que
células T autdlogas especificas do tumor sao activadas ou
expandidas por coestimulacdo através das células B B-CLL

que comportam CD86 e/ou CD80, e em que as células T



activadas especificas do tumor eliminam as células B B-CLL.

Lisboa, 1 de Outubro de 2012
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 9a

Sequéncia AS da HC de TGN1412 inclusivamente o péptido lider

Lidern—._
/ y
MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQ

—~VHc

GLEWIGCIYPGNVNTNYNEKFKDRATLTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYFCTRSHYGLDW

NFDVWGQGTTVTVSgFE%KGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT

SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSC

PAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP(g&

{C
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP .

SQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS

RWOECGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGX

Possiveis variantes na extremidade C (sem prejuizo da fungdo)
(..) SLGK ou (..) SLGKK ou (..) SLG
Péptido lider

MGWSCIILFLVATATGVHS
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Figura 9b

Lider

MGWSCIILFLVATATGVHSBIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCHASQNIYVWLNWYQQKPGIGA—__.LZ?<f
J

PKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGRTYPYTFGGGTKVE

IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS S PVTKSFNRGEC = clc

Péptido lider

MGWSCIILFLVATATGVHS




Figura 9c

Sequéncia de ADN da HC de TGN141l2 inclusivamente intrdes,

péptido lider

1

61
121
18l
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
41l
301
961
1021
lo8l
1141
1201
1261
1321
1381l
1461l
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2241
2401
24861
2521

Pos.

ggtaceggge
ctacaggtaa
gacateccact
ggggctgagg
accttcacca
attggatgta
gcecaccetga
tetgacgaca
gatgtecrggg
ctttetgggg
aggtggegee
gaccatcgeg
caccgeggte
ccectggegee
aggactacte
tgcacacctt
cegtgeecte
gcaacaccaa
ctggaagcca
ggcagcaagg
ctecagggaga
ccctacccca
tatccgggag
tecagetcaga
gtccaaatat
cagctcaagg
grgctgacgce
tcttectgtt
cgtgegtggt
atggegtgga
acecagtgtgat
agtgcaaggt
aaggtgggac
gccctgggag
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggcetaa
atgcatgagg
tgagtgceag
ggcacgtace
Tgeecatggge
crgagrtgaca

21 atg:

cgacctcace
ggggctcaca
ttgectrtet
tgaagaagcc
gctactatat
tttatcetygyg
ccgtagacac
cggecgrgta
gecaagggac
caggccggge
agccaggtge
gatagacaag
acatggcacc
ctgctccagg
ccecegaaccyg
cccggectgtce
cagcagcttg
ggtggacaag
ggctcagccc
catgccccat
gggtcttctg
ggcecctgege
gaccctgece
caccttetet
ggtcecccecat
cgggacaggt
atccacctec
ccceccaaaa
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagcgtectc
cetccaacaaa
ccacggggtyg
tgaccgctgt
tgccececate
gecttetacee
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa
ggccggcaag
ccgtetacat
coctgtgaga
tgagggaggce

atgggatgga
gtagcaggcet
ctccacaggt
tggggccetca
acactgggtg
aaatgtcaat
gtccatcage
trtetgtaca
cacggtcacce
ctgactttgg
acacccaatyg
aaccgaggdg
acctctcettg
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacgaaga
agagtrggeg
tectgectgg
ctgtctecte
gatttttcea
atacaggggc
ctgacctaag
cctceccagat
geccatcatg
geccctagagt
atctctrcet
cccaaggaca
agccaggaag
gccaagacaa
accgtcctge
ggcctececegt
cgagggcecac
gccaaccetct
ccaggaggag
cagcgacatc
gccteccgtg
gagcaggtgg
ccactacaca
ceccccgetece
actteccagg
atgtgatggt
agagcggatce

codao lider

(lider com intrao!)

Pos.

Pos.

Pos.

160 cag:

2338 aaa:

2341 tga:

codao

STOP

VHR

11/12

getgtateat
tgaggtctgyg
gtgcattcce
gtgaaggtct
cgacaggccc
actaactata
acagcectaca
agatecaocact
gtctectcag
ctgggggcag
cccatgagee
cetctgegece
cagctrecac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta

cctacacctyg,

agaggccage
acgcaccccg
acccggagge
ccaggerccg
aggtgctgcy
cccaceccaa
ctgagtaact
cccaggtaag
agcctgcatc
cagcacctga
ctctcatgat
accecgaggt
agcegeggga
accaggactg
cctccatcga
atggacagag
gtccctacag
atgacraaga
gccgtggagt
ctggactccg
caggaggygga
cagaagagcc
ccgggetetre
cacccagcat
tctttccacyg
¢}

Pos.

Pos.

cetettettg
acatatatat
aggtgcagct
cetgcaaage
ctggacaaqq
atgagaagtt
tggagctgag
acggcctega
gtgagtcegta
ggaggggget
cagacactgg
crtgggeceag
caagggccca
cgeectggge
aggcgccctg
ctcectcage
caacgtagat
acagggaggg
gctgtgecage
ctctgaccac
ggcagceaca
ctcagacctg
aggccaaact
cccaatctte
ccaacccagg
cagggacagg
gttcctggog
ctceceggace
cecagttcaac
ggagcagttc
gctgaacgge
gaaaaccatce
gtcagctecay
ggcagccecyg
accaggtcag
gggagagoaa
acggctectt
atgtcttcte
tetecctgte
ggggregege
ggaaataaag
ggrcaggeey

157 tcc:

517 tca:

ultimo codédo IgG4 const.

gtagcaacag
gggtgacaat
ggtgeagrcer
ttetggatac
gcttgagtgg
caaggacagy
caggctgaga
ctggaactte
cgctagcaag
aaggtgacge
accctgeatg
ctetgtececa
tecgtettec
tgcctggtca
accagcggceg
agegtggtga
cacaagccca
agggtgtetyg
cccagcccag
cccactcatg
ggctggatgce
ccaagagcca
ctacactccc
tetetgeaga
cctegecctee
ceccagecgg
ggaccatcag
cctgaggtcea
tggtacgtgyg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
cccaccetet
agagccacag
cctgacctge
tgggcageey
crtrectetac
atgeteegtyg
tctgggtaaa
gaggatgcoctt
caceccaccac
agtctgaggce

ultimo

UTRs e

lider

ultimo coddao VHR
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Figura 9d

Sequéncia de ADN da LC de TGN141l2 inclusivamente intrdes, UTRs e
péptido lider

61
121
1e1
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1221
1381
1441
1501
1561
1621
1681

Pos.

ggtaceggge
ctacaggtaa

gacatccact
ccatccrecce
aacatttatg
atctataagg
gggacagatt
tgtcaacadgg
cgtgagtcgt
gtggcoatte
ctcagaatgg
gaagctagga
taattatctg
gcaaacaaca
cctcaggaac
aatctggeac
tacagtggaa
aggacagceaa
acgagaaaca
caaagagett
ccagecectgac
tattgcggtc
tgctaatgtt
ttcctecattt
actaaatatg
tttaceetat
cagteeecty
ctcatagtcc
tgagaatcaa

21 atg:

cgacctcacce
ggggctcaca
ttgectttet
tgtcrgcate
cctggttaaa
cttccaacct
tcactetecac
gtcaaactta
acgctagcaa
tttgcctaaa
ctgcaaagag
agaaactcaa
ggataagcat
cacccaaggg
tgtggctgoa
tgectetygre
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga
ccecteeccat
ctccagectca
ggaggagaat
aataattatt
tagkcatcot
catcctetge
ggccatggta
tttttaaggg
ccaaagcaaa

codao lider

(lider com intrao!)

Pos.

Pos.

160 gac:

codao VLR

atgggatgga
gtagcagget
ctececacaggt
tgtaggagac
ctggtatcag
gcacacaggg
catcagcagt
tocgtacacg
gcttgatatce
gcattgagtt
ctccaacaaa
aacatcaaga
gctgttttct
cagaactttg
ccatctgtot
gtgtgeetge
geectecaat
tacagcctca
gectgegaag
gagtgttaga
ccetttggect
tetttcacct
gaataaataa
atctgttgrt
aaggcgcata
aagacagtce
ggagagactt
tgacaggtct
ttcctgecage

Pos.

Pos.

gctgtatcat
tgaggtctgg
gtgcattceg
agagtcacca
cagaaaccag
gtcccatcaa
ctgcaaoctg
ttoggecggag
gaattctaaa
tactgcaagg
agaatttaga
ttttaaatac
gtctgtccct
ttacttaaac
tcatgttrece
tgaataacte
cgggtaactc
gcagcaccct
tcacccatca
gggagaagtg
ctgaccctte
cacceccectce
agtgaatctt
Ltaccaacta
agecatttata
tcecetcaaac
gcttecttgt
tacagtcata

ccgggggatc

157

478 aaa:

cctecttettg
acatatatat
acatccagat
tcacttgeca
ggaaagcccce
ggttcagtgg
aagattttge
ggaccaaggt
ctctgagggg
tcagaaaagc
aotttattaa
getteteggt
aacatgccct
accatcctgt
gcoatctgat
ctatcccaga
ccaggagagt
gacgctgage
gggectgage
cceeccaceetyg
tteccacaggy
ctcctcecttg
tgcacctgtg
ctcaatttet
aaaatcatcc
ccacaagect
ttteccceec
tatootttga
c

tcc:

gtagcaacag
gggtgacaat
gacceagtct
tgccagecaa
taagctcctg
cagtggatct
aacttactac
ggagatcaaa
gtcggatgac
atgcaaagec
ggaatagggg
ctcecttgeta
gtgattatce
ttgettettt
gagcagttga
gaggeceaaag
gtcacagagc
aaagcagact
tegeccgtea
cecccteagtt
gacctaccece
gctttaatta
gtttctctct
cttataaggg
ttcattctat
tctgtectea
tcagcaagcece
ttcaattccce

ultimo codao

ultimo codao VLR

lider

1164 tgt: ultimo codao kapa const.

Pos. 1167 tag: STOP

Sequéncia AS da LC de TGN141l2 inclusivamente o péptido lider
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