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Descrig3io referente a patente de
inveng3io de BEHRINGWERKE AKTIEN-
GESELLSCHAFT, alemd3, industrial e
comercial, com sede em D-3550 Mar
burg, Alemanha Ocidental, (inven-
tores: Prof., Dr. Herbert Wiegand,
Silke Rosslet, Dr, Klaus Rosslet
e Dr. Hans Harald Sedlacek, resi-
dentes na Alemanha Ocidental),
para "PROCESSO PARA A PREPARACAO
DE NEOGLICOPROTEINAS E DE AGENTES
DE DIAGNGSTICO QUE AS CONTEM",

Descricgéo

A presente inveng3o refere-se a sintese e uti-
lizagZo de neoglicoproteinas. A monosialolactose e a disialo-
lactose s3o s3o isoladas de colostro de vaca e s3o acopladas a
albumina de soro humano (HSA) como proteina veiculo, por meio
de um reagente de acoplamento. Estas neoglicoproteinas s%o apro
priadas como vacinas e ainda também como ligantes para a loca-
lizag%o e a terapia de tecidos de tumores capazes de exprimir

a lectina.

Os ganglidsidos, isto é, os glicoesfingolipi-
dos contendo 4cido sialinico, s%o lipidos da membrana do plas-
ma que consistem numa parte hidréfoba de cerémica, e numa parte
hidréfila de carbohidrato. Com a parte ceramida, que é compos-
ta por esfingosina e um dcido gordo de cadeia longa, est8io li-
gados glicoesfingolipidos na membrana de plasma exterior de tal
modo qQue as cadeias de oligossacarideo se projectam para o es-

pago extracelular. Devido ao facto de formarem sobre a superfi-
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cie das células padrBes de diferenciagfo das células e especi-
ficos das espécies, admite-se que lhes caiba uma fung3o biold-

gica importante na histdria das células,

Os glicoesfingolipidos s%o tipicos de todas as
células de mamiferos, mas na maioria dos casos estfo presentes
apenas em pequena quantidade., No entanto concentram-se nas mem
branas de plasma dos neurdnios especialmente glicoesfingolipi—
dos contendo Acido sialfinico, isto é, ganglidsidos. Os ganglid-
sidos também s%o expressos fortemente sobre as superficies de
células de tumores de origem neurocectodérmica (tais como mela-
nomas, astrocitomas, neuroblastomas, etc.). Neste caso trata-
~-se em parte de gangliésidos que so est3o presentes em quanti-
dades relativamente pequenas sobre células normais de mamife-
ros, mas também no cérebro e sobre as fibras nervosas. Por esta
razdo os gangliésidos referidos GM2, GM3, GD2 e GD3, torna-
ram-se interessantes como antigenes associados a tumores, Tam-
bém se investiga, por parte de diversos grupos de trabalho, a
possibilidade de uma imunoterapia de tumor no caso de tumores
de origem neuroectodérmica, com estes gangliésidos como antige-
nes visados. Até agora investigam-se com algum éxito duas pis-

tas diferentes:

12 utilizag3o de anticorpos monoclonais que se dirigem contra

os correspondentes gangliosidos e
22 imunizag3o activa com os correspondentes ganglidsidos,

As investigag¢Bes mostraram que os anticorpos
n%o podem ser provocados contra o gangliésido GM2 purificado
em pacientes com melanoma. Somente a utilizag3io de adjuvantes,
como o bacilo Calmette-Guerin (BCG) ou Salmonella minnesota,
assim como um tratamento prévio dos pacientes com ciclofosfa-
mida, induzem anticorpos IgM contra o gangliésido GM2 (Living—
ston et al (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 2911-1915). Tam-
bém uma vacina de células inteiras, constituida por linhas de
células de melanoma ou de astrocitoma, humana ou murinicas,
que possuiam um elevado teor de ganglicosidos GM2, foram injec-
tadas em pacientes com melanoma e conduziram a uma indugfo de
anticorpos anti-GM2 do isotipo IgM (Linvingston et al, obra ci-

tada acima).
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Os estudos realizados até ao presente em paci-
entes com melanoma mostraram que um t{itulo elevado de anticor-
pos contra o ganglidsido GM2 estd correlacionado com um tempo

de sobrevivéncia prolongado.,

Os problemas centrais na construgfio de uma va-
cina de ganglidsido purificado, bem como o seu dificil isola-
mento, Sabe-se ainda que a fracgdo aglicar dos gangliosidossGM3
e GD3, a monosialolactose ou dissialolactose, s3o facilmente
obtidas a partir do colostro de vaca, Descobrimos que a monosia
lolactose ou a disialolactose, acopladas a HSA por meio de um
reagente de acoplamento, reagem com anticorpos monoclonaiss que
foram produzidos contra os ganglidsidos GM3 ou GD3 respectiva-
mente. Pelo contrario, as neoglicoproteinas acima citadas estfo
em condig¢3es de produzir anticorpos que reagem cCom 0S ganglié-
sidos GM3 ou GD3 e s3%o pois apropriadas como vacinas para a imu
noterapia especifica de tumores. Além disso também sZo apropria
das por exemplo como ligantes para a localizag3io e a terapia de

tecidos de tumores que exprimem a lectina.

Por consequéncia a presente inveng#o refere-se

as
’

a) neglicoproteinas, compostas pela fracg3o agucar de glico-
esfingoliopidos, de preferéncia monosialolactose ou disi-
alolactose, com proteinas veiculos, entre as quais também
enzimas, de preferéncia albumina de soro humano,

b) ao processo para a sua preparacg3o, partindo-se de preferéE

’
cia de colostro de vaca como fonte de agucar,
c) bem como a sua utilizag®o como vacinas ou como agentes au-

xiliares de diagnose, por exemplo para a comprovago de

ganglidsidos em ensaios radioimunes competitivos no quadro
-~

do diagndstico de tumores, bem como, como agentes terapeu-

ticos ou agentes de diagndéstico em tumores que exprimem
lectina,
A invengZo é ainda elucidade pelos exemplos e

pelas reivindicages.

Exemplos

1e Obteng%o de monosialolactose e de disialolactose a partir




do colostro de vaca

O colostro de vaca foi tratado de acordo com o
método de v. Nicolai com pequenas modificag@es (v. Dissertation
Universitat Bonn, 1971).

O colostro de vada (10 litros) foi liberto da
gordura por centrifugag3o e precipitou-se a proteina com 50 %
de acetona a frio. Depois de nova centrifugagdo o sobrenadante

foi evaporado em evaporador rotativo até um décimo do volume

original,

A fracgdo bruta foi submetida a remogdo dos
sais através de uma coluna com Sephadex G-15 e as fracg3es po-
sitivas a aglcar e negativas a cloretos foram purificadas e
concentradas. A separac3o dos agucar individuais foi realizada
por meio de permutores de iles através de uma coluna de DEAE-
-Sephadex A-25 em tamp%o O,1 M tris/HCl, pH 7,5, com um gradi-
ente de cloreto de sddio. As correspondentes fracg3es de agu-
cares foram purificadas, concentradas e eliminadas os sais,

através de uma coluna de Sephadex G-15.

A pesquiza de aglicares nas fracgles indivi-
duais das diversas fases do tratamento em coluna foi realiza-
da com os testes de Ehrlich e Anthron, ou por separagfo por
cromatografia de camada delgada em placas de silica-gel com a
mistura eluente piridina/acetato de etilo/acido acético/dgua

(6:3:1:3) e pulverizag3o das placas com resorcina.

29 acoplamento da monosialolactose e da disialolactose sobre
albumina de soro humano (HSA) por meio do reagente de a-

coplamento SPDO

Para o acoplamento de agﬁcares e proteinas hid em principio va-
rias possibilidades. Assim, por exemplo, Os agﬁcares podem ser
acoplados directamente aos grupos epsilon-aminolisilo livres
de proteina, sem a utilizag3o, mas também através da utiliza-
¢80 de reagentes de acoplamento homobifuncionais ou heterobi-

funcionais.

A seguir s%o descritas as reacgBes de acopla-

mento com utilizacgZio de 3-(2-piridiltio)-propionato de N-suc-
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cinimidilo (SPDP) como reagente de acoplamento., Os passos da
reacgfo correspondem genericamente ao método ji divulgado (J.
Carlsson et al (1978), Biochem. J. 173, 723-737).

a) redugdo~-animagdo da monosialolactose ou disialolactose

De acordo com o método de Wiegandt, a monosia-
lolactose foram submetidas a redug8io-aminag#o, em solugfo meta-
nolica de xetato de amdénio, com adigdo de cianoborohidreto de
sddio, no atomo C, da glucose (H. Wiegandt. W. Ziegler (1974)
Hoppe-Seyler's Z, Physiol, Chem. 355, 11-18),.

O derivado de agticar reduzido-aminado foi puri

ficado através de uma coluna de Biogel P2,

Definem-se em seguida Rl e R2 do seguinte modoj

R, = Galf1 Gal P1—079— R, = H
2,3 2,3
NeuAc X NeuAc X
2,8
Neuic
Abreviaturas: Gal: galactose
NeuAc: dcido N-acetilneuraminico
CH2OH CH20H
OH H
0] //’
R < > R N Y H,N-R,,
1
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Ciano-borohidreto de sddio

CH,OH
H
R CH,-NH-R,
b) Reacg3o do aglcar reduzido-aminado com SPDP

A formag3o do derivado foi realizada em tam-
p3o de fosfato de sddio 0,1 M + cloreto de sodio 0,1 M, pH 7,5,
com um excesso 3 a 5 vezes molar de SPDP, O tempo de reacgio a

temperatura ambiente foi de 2 a 12 horas,

CHZOH
O
o _ :
R CH2-NH2 S-S-CHZ-CHZ-C-O=N
) \_/ \
N 7
0
HO-N
CH20H
0
H 0 —
Rl CHZ—NH-H-CHZ-CHz-S-S \ /




-SPDP foi separado da N-

O derivado agﬁcar-NH2
-hidroxissuccinimida e do SPDP reagido através de uma coluna de
Biogel P2, No caso de se formarem impurezas de SPDP do derivado
realizou-se um passo adicional de purificagfo através de uma co
luna de silica-gel que foi eluida com uma mistura de dissolven-

tes de polaridade crescente,

c) Reacg3o de HSA com SPDP

A formag¥3o de derivado de proteina foi reali-
zada nas mesmas condigBes que a formag3o de derivado de agucar,
em tamp3o de fosfato de sdédio 0,1 M, pH 7,5, com um excesso 3 a

5 vezes molar de SPDP referido aos grupos epsilon-aminolisilo

livres,

0

: ; T i
Proteina-NH2 + \\ ———S-S-CH2-CH2-C-O-N
\ 5

0]

HO-~

0

Proteina—N-C-CHz—CHz-S \ //
H
A separacfio do derivado proteina-SPDP é reali-
zada através de uma coluna de Sephadex G-25 que foi eluida com
o tamp3o para as reacgdes subsequentes (tampao de fosfato de
sédio 0,1 M, pH 6, EDTA 5 mM).
d) Redugf%o do derivado HSA-SPDP

Mediante a adig¢%o de 25 mM de ditiotreitol re-
duziram-se as pontes de dissulfureto do derivado HSA-SPDP, in-
troduzidas de novo pela formag%o do derivado, em tamp¥3io fosfato

de sédio 0,1 molar, pH 6, 5 mM EDTA, com dissociag8o de 2-tio-
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piridona. Nestas condig8es da reacg¢fio n3o sfio reduzidas as pon-
tes de dissulfureto nactivas da proteina. A reacgZo é realiza-

da a temperatura ambiente e o tempo de reacg3o € de 1 a 2 horas.

I

Proteina——N-C-CHZ-CHZ-S-S //
H
Ditiotreitol
o ¥
o = N
Protelna-z—C-CHz—Cﬂz-SH + HS \ / = \N /
H

I

A separagfo do derivado reduzido de HSA-SPDP e
realizada através de uma coluna de Sephadex G-25 com tamp%o de
fosfato de sddio 0,1 molar, pH 6, 5 mM EDTA como tamp3o de elui
cdo,

e) Acoplamento do derivado de aglicar e de proteina

0 derivado reduzido HSA-SPDP foi submetido
imediatamente a reacgfio com o derivado agﬁcar-NHz—SPDP: o deri-
vado agﬁcar-NHz—SPDP foi utilizado num excesso de 2 a 5 vezes
molar, referido aos grupos epsilon-aminolisilo da proteina, e

o tempo de reacgfo foi de 24 a 48 horas a temperatura ambiente.




CH.,OH
OH O' _ TI

R CH,,-N-C-CH,-CH, ~-S=S ina=N-C- -
2 > 2 \\ / + Proteina-N-C CH2 CHzéﬂ
H H

HS // \\ :E:T== S o
\\‘——,' N = N /’

H

CHZOH

0
OH “ ﬂ

CHz-g-C-CHZ—CHZ-S-S-CHZ—CHZ-C-E-Proteina

O produto de acoplamento ou a neoglicoprotei-
na foi separada dos restantes produtos de reacg3o por cromato-

grafia de coluna através de Sephadex G-25.

No processo descrito acoplam-se agucares redu-
zido -—-aminados através de SPDP aos grupos epsilon-aminolisilo
livres da proteina. Como alternativa podem também ser reduzidas
as pontes de dissulfureto da proteina e acoplar-se o agﬁcar re-
duzido-aminado através de SPDP aos grupos sulfidridlo, agora

livres, do radical cisteina,

3e Métodos de comprovagBio para identificagfio dos produtos in-

termedidrios

Utilizaram-se os seguintes métodos de comprovagio, conforme a-

propriado, para identificag3o dos produtos intermedidrios:

A) Para monosialolactose ou disialolactose e os corresponden

tes derivados

a) Comportamento de eluig3io modificado em cromatografia

de camada delgada depois da redug3o-aminagfo, e for-

]
\O
i




Para

a)

b)

mac3o de derivados de SPDP sobre placas de silica-

-gel G-60 nos eluentes:

piridina/acetato de etilo/dcido acético/dgua
(6:3:1:3)

cloroférmio/metanol/cloreto de calcio, solugHo aquo-
sa 0,2 % (60:35:8) e aptid%o a colorag3o das bandas

com vapor de iodo, ninhidrina e resorcina,

QuantificagZo da obtengdd de derivados de SPDP por
determinag¢do ligeiramente modificada do dcido neura-
minico com 1,2-diamino-4,5-dimetoxibenzeno, (S. Hara
et al, (1986) J. Chromatography 377, 111-119) e por
dissociag®Bo de 2-tiopiridona com ditiotreitol, A
quantidade de 2-tiopiridona libertada, que correspon-
de 3 quantidade de aglicar convertido em derivado de
SPDP, pode ser determinada por medig3o do aumento da
exting¢3o no comprimento de onda de lambda = 343 nm
num fotdmetro, e a concentrag3o é entfo calculada
com auxi{lio da lei de Lambert-Beer, O coeficiente de
exting#o molar para 2-tiopiridona a lambda = 343 nm
é de 7,06 x 100 vt x em™? (D. R. Grassetti & J.F,
Murray (1967) Arch. Biochem, Biophys, 119, 41-49),

Andlise de cromatografia em fase gasosa (GC) dos de-
rivados de agucar individuais, depois da redugdo-ami-
nag3io, e obteng3o de derivados de SPDP de acordo com

J. Lechner et al (1985) J. Biol. Chem. 260, 860-866,

HSA

A determinag®o da proteina foi realizada com o Bio-

-Rad Protein Assay,

A formag3o de derivados de SPDP foi quantificada por
determinag¢3o da proteina com o Bio-Rad Protein Assay
e por dissociag3io de 2-tiopiridona com ditiotreitol.
A 2-tiopiridona libertada, que corresponde a quanti-
dade de SPDP ligado, foi determinada pelo acréscimo

de exting3o ao comprimento de onda lambada = 343 nm

em fotdmetro, e calculou-se a concentrag@o com o

auxilio da lei de Lambert-Beer, O coeficiente de ex-
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ting%o molar para 2-tiopiridona e lambsa = 343 nm é de
-1 -l
7,6 x 102 M x cm (Grassetti & Murray, ver obra ci-

tada acima)

c) A HSA e o derivado HSA-SPDP mostram na electroforese
por SDS-gel, colorida com azum de Coomassie, diversos

comportamentos de eluigdo.,

Lo Sintese do conjunto disialolactose-HSA

Num preparado de ensaio caracteristico submeteram-se a
redugBo-aminagdo 10 mg (10,75 amol) de disialolactose em 2 ml
de uma solugdo metandlica de acetato de amdénio, com adigZo de
20 mg de cianoborohidreto de sddio. O agucar reduzido-aminado
purificado através de uma coluna de Biogel-P2, foi em seguida
submetido a reacg¢3o com 13 mg de SPDP, dissolvidos em 1050 mul
de etanol, em 13 ml de tampZio de fosfato de sddio 0,1 M, pH
7,5, € o derivado disialolactose-NHZ—SPDP foi purificado atra-
vés de uma coluna de Biogel-P2 e de uma coluna de silica-gel,
0 rendimento, medido por determinag3o de dcido neuraminico com
1,2-diamino-h,5-dimetoxibenzo e por dissociag®o de 2-tiopirido
na com ditioteitol, foi de cerca de 50% (4,8-5,2 umol) de

gquantidade utilizada de disialolactose.

Para a formagH®o de derivados de HSA 5,6 mg de
SPDP foram dissolvidos em 450 ul de etanol e adicionados a 6mg
de HSA em 5550 il de tamp3o de fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,5.
Depoisda purificagfo através de uma coluna de Sephadex G-25
obtém-se cerca de 4,8 mg do derivado HSA-SPDP com uma taxa de

derivagfo de 45-53 moléculas de SPDP por molécula de HSA.

As pontes de dissulfureto introduzidas de no-
vo no derivado HSA-SPDP foram dissociadas em tamp3do de fosfa-
tode sdédio 0,1 M + 5 mM EDTA, pH 6, com 25 mM de ditiotreitol.
0 tempo de reacgdo 3 temperatura ambiente foi de 1 hora.Depois
da purificac¢3o através de uma coluna de Sephadex G-25, o deri-
vado reduzido de HSA-SPDP foi imediatamente submetido a reac-
¢3o com o derivado disialolactose-NHz—SPDP em tampZo de fosfa-
to de sddio 0,1 M + 5 mM EDTA, pH 6. A reacg3o de acoplamento
pode ser acompanhada fotometricamente pelo aumento de extingdo

ao comprimento de onda lambda = 343 nm devido a dissociagdo

= 11 =
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da 2-tiopiridona, Depois de 24 a 48 horas ja n3o se obtinha
aumento de exting3o, e a reacg3o de acoplamento estava termi-

nada,

Depois da purificagdo do produto de acopla-
mento através de uma coluna de Sephadex G-25, obtiveram-se 2,1
a 2,5 mg do conjugado disialolactose-HSA, que apresentava uma
taxa de derivag®io de 30 a 33 moléculas de disialolactose por

molécula de HSA,

0 grau de derivag®o do produto de acoplamento
foi determinado por 1?) determinag3o da proteina com o Bio-
-Rad Protein Assay, e 22) a) por determinag3o de acido neura
minico do produto de acoplamento com 1,2-diamino-4,5-dimetoxi-
benzo, b) por cdlculo da concentragfio de 2-tiopiridona liber-
tada (no Ultimo passo de acoplamento) por medig8o da extingdo
ao comprimento de onda lambda = 343 nm e introdug3io do corres-
pondente parametro na férmula de Lambert-Beer, e c) por deter
minag¢%o da concentrag3o de derivado disialolactose-NHz-SPDP re

cuperado, n3io reagido, com os métodos citados em a) e b).

5¢ ReacgBes imunoldgicas do conjugado disialolactose-HSA

O produto de acoplamento (conjugado disialo~
lactose~HSA) foi em seguida ensajado no Bio-Dot-Assay com an-
ticorpos anti-GD3 monoclonais: tanto o mab 70&/16 como o mab
624/253 (ambos dirigidos contra o ganglidsido GD3) reagiram

com a neoglicoproteina.

Também se pode verificar, de acordo com a
electroforese em SDS-gel, em condigdes nd3o redutoras, e em se-
guida um ensaio Western-Blot, a reacg3o do anticorpo monoclo-
nal mab 704/16 e mab 625/253 com o conjugado dissialolactose-
-HSA,

Os ensaios de imunizag¢3o em ratos mostraram
que o conjugado disialolactose-HSA é essencialmente mais imu-
- . M ’
négeno do que o gangiosido GD3, isto €, causa uma resposta

imune humural mais forte.
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REIVINDICACAZAO

- 18 o

Processo para a preparacgdo de neoglicoprotei-
nas, caracterizado pelo facto de se acoplar a fracg¢3o aguicar
de glicoesfingolipidos a proteinas veiculo por meio de um

reagente de acoplamento.

- 28 _

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-
racterizado pelo facto de o reagente de acoplamento originar

uma ligag3o covalente.
- 32 -

Processo de acordo com as reivindicagdes 1
ou 2, caracterizado pelo facto de se utilizar como fracgdo

Ll . s ]
agucar a monosialolactose ou a disialolactose.
- Le -
Processo de acordo com as reivindicagdes 1,

2 ou 3, caracterizado pelo facto de se utilizar como proteina

veiculo albumina de soro humano (HSA).

Processo de acordo com as reivindicagdes 1,
2 ou 3, caracterizado pelo facto de se utilizar como fonte

de aglcar colostro de vaca.

- 68 -
Processo de acordo com as reivindica¢des 1,
2, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo facto de se utilizar como
reagente de acoplamento 3—(2-piridilditio)-propionato de N-
-succinimidilo (SPDP).
- 78 -
Processo para a preparagso de uma vacina ca-

racterizado pelo facto de se incorporar como substancia actival

neoglicoproteinas, quando obtidas pelos processos das reivin-
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dicagBes 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, em combinag3o com substancias vei-

culares e estabilizadores comerciais,

- 83 o

Processo para a preparagdo de um agente de
diagndéstico caracterizado pelo facto de se incorporar como in-
grediente activo neoglicoproteinas, quando obtidas pelos proces

sos das reivindicag¢3es 1, 2, 3, 4, 5 ou 6,

A requerente reivindica a prioridade do pedi-
do alem3o apresentado em 5 de Novembro de 1988, sob o No.

P 38 37 623.7.

Lisboa, 3 de Novembro de 1989
0 AWUENTE OFICISL DA PROPRIEDADE INDTUSTRIAL
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— RESUMDO

"PROCESSO PARA A PREPARACAQ DE NEOGLICOPROTEINAS E DE AGENTES

DE DIAGNGSTICO QUE AS CONTEM"

A inveng3o refere-se a um processo para a
preparag3o de neoglicoproteinas, que compreende acoplar-se a

| fracgfio agiicar de glicoesfingolipidos a proteinas veiculo por

meio de um reagente de acoplamento.
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