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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

O presente invento diz res-
peito a um novo anticorpo monoclonal que se liga fortemente
a um antigénio proteico associado a tumores humanos incluin-
do carcinomas do colén e do pulmio. O anticorpo liga-se a

células humanas normais num grau muito menor do que as célu-

las tumorais.

ONCOGEN LIMITED PARTNERSHIP

"ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA NOVOS ANTIGENIOS ASSOCIADOS
A TUMORES HUMANOS"




O anticorpo pode ter utilidade
em métodos de diagndstico tais como deteccio de células ma-
lignas associadas a tumores e em métodos terapéuticos para
o tratamento de humanos com tumores. Também é divulgado
um novo antigénio glicoproteico de 66000 daltons encontrado
na superficie celular de células de tumores humanos. A

sequéncia de aminodcidos amino-terminal deste antigénio é:

1 5 10 15 20
X=E~L=T=I-L~H-T-N-D-V-H-S-R-L-E-Q-T-S-X

em que X representa um aminodcido ndo identificado.
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Campo do Invento

O presente invento estd re-
lacionado com um novo anticorpo monoclonal e um novo anti-
génio e com métodos para a producdo, utilizac8o de tal novo
anticorpo monoclonal reactivo com células de carcinoma
humano. Mais especificamente, o anticorpo monoclonal deste
invento é reactivo com o novo antigénio da superficie celu-
lar que estd associado a uma variedade de tumores humanos

incluindo carcinomas do cdlon e do pulmdo.

O anticorpo monoclonal deste

invento é adequado para fins de diagndstico clinico in vivo

e in vitro, como seja a deteccdo de carcinomas malignos.

Em adigdo o anticorpo do presente invento é adequado para
fins terapéuticos, por exemplo para reagir com células
tumorais e em conjugados como veiculo selectivo de um alvo
para virios agentes que tenham efeitos anti-tumorais incluin
do, mas ndo estando limitado a: drogas quimioterapéuticas,
toxinas, modificadores da resposta imunoldgica e radioisd-
tipos. O antigénio do invento é também dtil para fins

terapduticos e de diagndstico.
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Fundamento do Invento

Os carcinomas provocam milhdes

de mortes anualmente. Por exemplo, os carcinomas do pul-
mdo sdo responsaveis pela maioria das mortes provocadas
por cancro entre o homem e estdo a alcancar os carcinomas
da mama como a causa mais frequente de morte por cancro
entre as mulheres. A maior parte dos casos de carcinoma
sdo incurdveis por quimioterapia e terapia da radiacgo

a menos que radicalmente removidos nas fases iniciais da
doenga. Existe portanto uma grande necessidade de métodos
de diagnéstico e terapia de carcinomas da mama, cdlon,
ovdrio e pulmlo, assim como de outros neoplasmas malignos

tais como melanomas e sSarcomas.

S3o0 conhecidos anticorpos
monoclonais reactivos com antigénios associados a carcino-
mas (ver, e.g. papsidero, Semin. Surg. Oncol. 1 (4): 171-
-81 (1985); Schlom et al., Important Adv. Oncol., 170-92
(1985); Allum et al., Surg. Ann., 18:41-64 (1986); Houghton
et al., Semin. Oncol., 13 (2): 165-79 (1986): Monoclonal
Antibodies in cancer: Advances for Diagnosis and Treatment
Roth (ed.,) Futura Publishing, Mt, Kisco, New York (1986)

e Cancer Diagnosis In Vitro Using Monoclonal Antibodies,

Kupchik (ed.) Marcel Drikker, Inc., New York (1988)).

A maior parte dos anticorpos
monoclonais conhecidos sdo reactivos com varios tipos de
carcinomas humanos, enquanto apenas alguns anticorpos rea-
gem com carcinomas derivados de org8os especificos do cor-
po, e.g. pulmdo, mama, ovario, cdlon, estdmago ou pincreas.
Os antigénios alvo s3o glicoproteinas ou glicolipidos

comuns (ver e.g. Hellstrom et al., cancer Research, 46:

:3917-23 (1986) e Fink et al., prog. Clin. pathiol. 9:121-




-33 (1984)). Por exemplo, os anticorpds'hbnoclonais reacti-
vos com antigénios glicoproteinas em tipos especificos de
carcinomas incluem os descritos na Patente dos Estados
Unidos 4 737 579 (anticorpos monoclonais contra carcinoma
renal humano). Alguns anticorpos monoclonais reagem com
antigénios de alto peso molecular gue parecem ser nurcinas.
Por exemplo, o anticorpo monoclonal B72.3 parece reconhecer
um antigénio glicoproteina neofetal associado a tumores

com um peso molecular superior a 1000 kd que é selectiva-
mente expresso numa série de diferentes carcinomas. Assim,
observou-se que B72.3 reage com 84% dos carcinomas da mama,
94% dos carcinomas do célon, 100% dos carcinomas do ovario
e 96% dos carcinomas do pulm3o que n3o sejam das células
pequenas (ver Johnston, Acta Cytol. 1(5): 537.56 (1987) e
Patente dos Estados Unidos 4 612 262, publicada por Scholan
et al). De modo semelhante, o anticorpo monoclonal KC-4
reconhece um antigénio proteico de aproximadamente 400-500
kd expresso numa série de carcinomas, tais como carcinoma
do cdlon, da prostata, do pulm3o e da mama (Ver Patente dos
Estados Unidos 4.708.930).

Anticorpos monoclonais reactivos
com antigénios glicolipidos que se pensa estejam associados
a certas células tumorais foram também descritos. Por exem-
plo, Young et al., J. Exp. Med. 150:1008 - 19 (1979) des-
cereve a produgdo de dois anticorpos monoclonais especificos
de asialo GMz, um antigénio glicosfingolipido da superficie
celular que foi estabelecido como marca para células BALB/c
3T3 transformadas pelo virus do sarcoma murino de Kirsten.
Ver, também, Kriep et al., J. Immunol. 131 (3): 1591-94
(1983) e Patente dos Estados Unidos 4 507 391 (anticorpo
monoclonal contra melanoma humano).

Em adigdo, anticorpos monoclonais
reactivos com antigénios glicolipidos encontrados em tipos

especificos de células de carcinoma incluem os descritos
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por Rosen et al., Cancer Research, 44:2052-61 (1984) (anti-

Corpos monoclonais contra cancro de células pequenas do

pulmdo humano):; Varki et al., Cancer Research, 44:681-87

(1984) (anticorpos monoclonais contra adenocarcinomas
humanos do pulmdo, estomago e colén e melanoma); e Patente
dos Estados Unidos 4,579,827 (anticorpos monoclonais contra
adenocarcinoma do cdélon humano). Ver, também, Hellstron

et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7059.63 (1986) que

descreve o anticorpo monoclonal L6 que reconhece um. anti-

génio acucar expresso na superficie de arcinoma do pulmio
humanos que ndo sejam das células pequenas, carcinomas da
mama e carcinomas do coldn.

S3o muito necessirios outros anti-
corpos monoclonais que apresentem reactividade contra anti-

génios encontrados numa variedade de células tumorais.

Isto deve-se a heterogeneidade
antigénica da maior parte dos tumores que muitas vezes
necessita, em diagndstico ou terapia, da utilizacgdo do
uma combinacdo de diferentes anticorpos monoclonais diri-
gidos contra a mesma massa tumoral. Ainda, ndo sdo comuns
anticorpos monoclonais que apresentem um elevado grau de
reactividade com uma gama larga de tumores, ao mesmo tempo
ndo apresentando reactividade com tecidos normais ou tendo
uma reactividade muito fraca. Tais anticorpos seriam clara-

mente vantajosos.

E portanto aparente que um anti-
corpo monoclonal reactivo com um antigénio expresso- em
niveis elevados por uma variedade de tumores pode tornar-se
itil no diagndstico precoce de cancro, numa melhor defini-
¢do do alastramento do cancro, no controle imunoldgico
de pacientes com cancro, assim como no desenvolvimento de

melhores métodos para a terapia de cancros. E também apa-




rente que os anticorpos monoclonais contra novas moléculas
de superficie celular podem ser usados para posterior de-
finigdo de tais moléculas as quais podem ser importantes
para a preparac¢do de imunogénios na forma de vacinas con-
tra o cancro e também desempenhar importantes fungdes ce-
lulares, por exemplo, como receptores de hormonas ou de
factores de crescimento ou como moléculas que de outro
modo estejam envolvidos na comunicacdo intra e intercelu-
lar. os antigénios podem mesmo ter actividade enzimdtica

e de factor de crescimento por si sds.

Sumario do Invento

O presente invento proporciona
‘um. anticorpo menoclonal, Cl, que é especifico para um sitio
determinante num antigénio glicoproteina de superficie
celular, o antigénio Cl, associado a células de tumores
huamnos, particularmente células de carcinomas do pulmao
e do cdlon. Assim, o anticorpo do invento pode ser util
para o diagndstico e terapia de tumores expressando o anti-
génio Cl identificado pelo anticorpo Cl. O anticorpo Cl
do invento é da classe IgG e da subclasse IgGl e ndo apre-
senta reactividade significativa com células humanas nor-

mais.

O anticorpo do invento pode ser
usado nos métodos de diagndstico in vitro para determina-
¢do da presencga de um estado maligno em tecido de pulmao
humano e noutros tecidos huamnos. os métodos envolvem
exame do tecido quanto a presenca de um antigénio tendo as

caracteristicas do antigénio glicoproteina Cl de 66000




daltons reactivo com o anticorpo Cl. Por exemplo, o tecido
pode ser posto em contacto com o anticorpo monoclonal Cl

do invento o qual define um sitio determinante num antigé-
nio associado a células tendo as caracteristicas do anti-
génio Cl, um equivalente funcional ou um fragmento deste
anticorpo e serem detectados quaisquer interacgdes do refe-
rido anticorpo e determinantes antigénicos. Tal método en-
volve a determinagdo da presenca de células de carcinoma
numa amostra suspeita de conter tais células. A amostra é
posta em contacto com o anticorpo monoclonal, o qual é
capaz de distinguir tais células de entre outros tipos ce-
lulares que possam estar presentes na amostra. O contacto

é efectuado em condigdes de ligacSo do anticorpo a tais
células. Depois do contacto é determinada a presenca ou
auséncia de ligag¢3o do anticorpo as células na amostra.
Esta ligacdo estd relacionada com a presenca ou auséncia

de células de carcinoma na amostra. geralmente, a amostra

é posta em contacto com um parceiro de ligacdo especifico
marcado do anticorpo monoclonal. Esta marca é capaz de pro-
duzir um sinal detectavel. Como alternativa, o préprio

anticorpo monoclonal pode ser marcado.

Um outro método de diagndstico
envolve a localizagdo in vivo de um tumor através da admi-
nistracdo a um paciente de um anticorpo ou fragmento de an-
ticorpo purificado do presente invento marcado com um agen-
te que dd um sinal detectdvel. A localizaclo é entdo detec-
tada usando cintigrafia externa, tomografia de emissio
ou varrimento radionuclear. Este método pode também propor-
cionar melhores maneiras de controlar pacientes com can-
Cro no que respeita ao grau de doencga, e para controlar

as alteracgles como resposta as terapias.
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O invento também tem aplicac¢les
terapéuticas uma vez que o anticorpo Cl e anticorpos se-
melhantes podem reagir com o antigénio Cl que é expresso
em concentragdes altas na superficie das células tumorais.
0 anticorpo monoclonal do invento pode ser usado para
preparar uma composicdo para o tratamento de tumores.

A composigdo compreende uma quantidade terapéuticamente
eficaz de anticorpo em associagdo com um veiculo parente-
ral farmacéuticamente aceitdvel. O anticorpo do invento
também pode ser usado em imunoconjugados como um veiculo
de vdrios agentes que tenham um efeito anti-tumoral, in-
cluindo, mas nao estando restringido a drogas guimiotera-
péuticas, toxinas, modificadores da resposta imunoldgica

e radioisdtipos.

O invento também compreende o novo
antigénio Cl caracterizado por um peso molecular de aproxi-
madamente 66000 daltons e tendo uma sequéncia de aminodci-

dos amino-terminal.

1 5 10 15 20
X-E-L-T-I-L-H-T-N-D-V -H=S=R-L~E~Q-T-S~X

em que X representa um aminodcido ndo identificado e equi-
valentes, identificado pelo anticorpo Cl e a classe de

anticorpos que se liga a este antigénio.

O invento inclui métodos para
usar o antigénio Cl purificado ou clonado como uma vacina

para imunizar contra certos tumores.




Descricgdo detalhada do invento

Para que o invento aqui descrito
possa ser totalmente compreendido é apresentada a descri-

¢do detalhada que se segue.

O presente invento diz respeito
a um novo anticorpo monoclonal, designado Cl, o qual é
especificamente reactivo com um antigénio (antigénio C1)
localizado nas células tumorais humanas, particularmente
derivado de carcinomas do pulm3o e do coldn, métodos para
a produgdo do anticorpo monoclonal Cl e métodos de diagnds-
tico e terapéuticos que utilizam o anticorpo. O anticorpo
Cl reage com uma gama de tumores ao mesmo tempo que pra-
ticamente ndo apresenta reactividade com tecidos humanos
normais ou outros tipos de tumores tais como melanomas

ou linfomas.

O invento diz ainda respeito a
um novo antigénio glicoproteina de superficie celular,
designado antigénio Cl e principalmente associado a tumo-
res humanos do pulmdo e coldn e métodos para usar o anti-
génio C1.

O anticorpo monoclonal do inven-
to pode ser preparado por técnicas de fus3o de hibridomas
ou por técnicas que utilizam as tecnologias dé imortali-

zagdo por EBV,

As técnicas de fusdo de hibrido-
mas foram primeiro introduzidas por Kohler e Milstein
(ver, Kohler e Milstein, Nature 256:499-97 (1975): Brown
et al., J. Tmmunol., 127 52):539-46 (1981); Brown et al.,
Jd. Biol. Chem., 255: 4980-83 (1980): Yeh et al., Proc.
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Nat'l Acad. Sci. (USA), 76 (6): 2927.-31 (1976); e Yeh
et al., Int. J. Cancer 29 : 269-75 (1982)).

Estas técnicas envolvem a injecgéo
de um imunogénio (e.g. antigénio purificado ou células ou
extractos celulares portadores do antigénio) num animal
(e.g., um ratinho) de modo a induzir uma resposta imune
pretenida (i.e., producg¢do de anticorpos) naquele animal.
Por exemplo, células de carcinoma de pulmio humano deri-
vadas de efusdes pleurais, de células cultivadas derivadas
de carcinomas do pulm8o humano que nd3o sejam das células
pequenas (NSCLC) ou de células de pulmio fetal normal
ou lisados de tais células podem ser usados como imuno-
génio. No Exemplo I, infra, foram usados como imiunogénio
uma preparacdo de membranas de adenocarcinoma humano de
célon designado H3059 e células de linha celular de carci-
noma do coldn 3347. A preparacdo de membranas foi injecta-
da, por exemplo num ratinho e apds tempo suficiente, o
ratinho foi morto, e obtidos os linfdcitos somdticos pro-
dutores de anticorpos. As células produtoras de anti-
corpos podem derivar dos nédulos linfdticos, bagos e san-
gue periférico de animais sensibilizados. S3oc preferidos
as células do baco. os linfdécitos de ratinho d3o uma
percentagem mais elevada de fusles estaveis com os mielo-
mas de ratinho descritos abaixo. A utilizacdo de células
somdticas de rato, coelho e r3. Os cromossomas de células
do bacgo codificadores das imunoglobulinas pretendidas
sd8o -imortalizados por fusdo das células do bago com
células de mieloma, geralmente na presenca de um agente
de fusdo como seja polietilenoglicol (PEG). Pode ser usado
qualgquer uma de uma série de linhas celulares de mieloma
como parceiro de fusdo de acordo com técnicas convencionais;
por exemplo, as linhas celulares de mieloma P3-NS1/1-Ag
4-1, P3 -~ X63-Ag 8-653 ou Sp2/0-Ag 14, Estas linhas de

mieloma estdo disponiveis na American Type Culture Collectibnp
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(ATCC) Rockville, Maryland.

As células resultantes, as quais
incluem os hibridomas pretendidos, sdo entdo cultivadas
num meio selectivo, como seja meio HAT, no qual as células
de meiloma parenterais ndo fundidos ou as células de lin-
fécito morram. Apenas as células de hibridoma sobrevivem
e podem crescer em.condigées de diluicd3o limite para se
obter clones isolados. os sobrenadantes dos hibridomas
sdo despistados quanto a presenca de anticorpo da especifi-
cidade pretendida, e.g. por técnicas de imunoensaio usando
o antigénio que foi usado na imunizac3o. Os clones
positivos podem entdo ser subclonados em condicdes de di-
luigdo limite e o anticorpo monoclonal produzido pode ser
isolado. existem varios métodos convencionais para o isola-
mento e purificacgdo dos anticorpos monoclonais de modo a
libertad-los das outras proteinas e de outros contaminantes
Métodos vulgarmente usados para a purificacdo de anti-
corpos monoclonais incluem precipitagdo com sulfato de
aménio, cromatografia de permuta idnica e cromatografia
de afinidade (ver, e.g., Zola et al., em Monoclonal Hy-
bridoma Antibodies: Techniques and Applications, Hurell
(ed.) pag.-51-52 (CRC Press 1982)). Os hibridomas produ-

zidos de acordo com estes métodos podem ser propagados
in vitro ou in vivo (em fluido ascitico) usando técnicas
conhecidas (Ver, como caracter geral, Fink et al., supra

na pagina 123, Fig. 6-1).

De um modo geral, a linha celu-
lar individual pode ser propagada in vitro, por exemplo
em frascos de cultura de laboratdrio e o meio de cultura
contendo concentragdes elevadas de um unico anticorpo
monoclonal especifico pode ser colhido por decantacédo,
filtragdo ou centrifugag¢do. Como alternativa, a producio

de anticorpos monoclonais pode ser aumentada injectando
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uma amostra do hibridoma num animal histocompativel do tipo

usado para proporcionar as células somdticas e de mieloma
para a fusdo original. No animal injectado desenvolvem-se
tumores que secretam o anticorpo monoclonal especifico
produzido pelo hibrido de células fundidas. Os fluidos

do corpo do animal, tais como fluido ascitico ou soro,
proporcionam anticorpos monoclonais em concentracbes ele-
vadas. Conforme discutido por Cole et al., supra, quando

se usa hibridomas humanos ou hibridomas de EBV, & necessé-
rio evitar a rejeigdo do enxerto injectado em animais

tais como ratinho. Podem ser usados ratinhos imunodeficien-
tes ou labro ou o hibridoma pode ser passado primeiro em
ratinhos labro irradiados como um tumor subcutineo, culti-
vados in vitro e depois injectado intraperitonealmente

em ratinhos labro irradiados e previamente injectados com
pristano os quais desenvolvem tumores ascistes que secretam
grandes quantidades de anticorpos monoclonais humanos

especificos (Ver Cole et al.,supra).

Para certas aplicacg¢des tera-
péuticas os anticorpos monoclonais quiméricos (ratinho-
-humano) ou humanos podem ser preferiveis aos anticorpos
murinos pois os pacientes tratados com anticorpos de ra-
tinho ddo origem a anticorpos humanos anti-ratinho.
(Shawler et al., J. Immunol. 135: 1530-35 (1985)). Anti-
corpos monoclonais quiméricos ratinho-humano reactivos
com o antigénio Cl podem ser produzidos, por exemplo,
por técnicas recentemente desenvolvidas para a producio
de anticorpos quiméricos (0i et al., Biotechnologies, 4
(3): 214-221; Liu et al., Proc. Nat'l Acad. Sci (USA)

84: 3439-43 (1987)). Assim, genes codificadores de regides
constantes da molécula do anticorpo Cl murino s3o substi-
tuidas com genes humanos codificadores das regies cons-—
tantes de um anticorpo com actividade bioldgica adequada

(como seja a capacidade para activar o complemento humano




e mediar ADCC). Novos anticorpos de origem murina, ou huma-
na, podem também ser feitos para o antigénio Cl tendo

as fungbes biolégicas adequadas. Por exemplo, podem ser
feitos anticorpos monoclonais humanos usando o antigénio
e.g., o antigénio Cl do invento, para sensibilizar linfd-
citos humanos contra o antigénio in vitro seguido de trans-
formagdo com EBV ou hibridacdo dos linfdcitos sensibiliza-
dos com o antigénio com linfdcitos de ratinho ou humanos
como descrito por Borrebaeck et al., (Proc. Nat'l Acad.
Sci., (USA), 85: 3955-99 (1988)).

De acordo com uma realizacio
preferida, o anticorpo deste invento designada Cl, foi
produzido via técnicas de hibridoma usando membranas de
células de efusdo de adenocarcinoma do cdélon e células
de uma linha celular de carcinoma do cdlon 3347 como imuno-
génio conforme descrito no Exemplo I, infra. O hibridoma
Cl, produtor do anticorpo Cl, foi depositado na ATCC,

Rockville, Maryland e foi identificado como se segue:

Cl N2 de acesso: HB 9803

O anticorpo Cl é da subclasse
IgGl. O anticorpo apresenta uma reactividade muito forte
com células tumorais, particularmente células de carcino-
mas do cdélon e do pulmBo. O anticorpo Cl n3o apresenta
ligagdo detectdvel as linhas celulares de linfoma CEM,
MOLT-4, a linha de linfoma de células B e a células de

melanoma.

Em adigdo, o anticorpo deste in-
vento ndo apresenta qualquer ligag¢8o imuno-histoldgicamen-

te detectdvel a tecidos humanos normais tais como fibro-
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blastos, células endoteliais ou células epiteliais da
maioria dos orgdos, e.g., rim, bago, figado, pele, pulmio
mama, coldén, cérebro, tirdide, coracdo, nddulos linféticos
ou ovadrio. O anticorpo também n3o reage com leucdcitos

do sangue periférico. Assim este anticorpo é superior &
maioria dos anticorpos antitumorais conhecidos na sua es-
pecificidade para uma:-gama de células tumorais e ho seu
elevado grau._de especificidade para células tumorais
comparado com células normais. (Ver, e.g. Hellstrom et al
Covalently Modified Antigens And Antibodies In diagnosis
and Therapy Quash/Rodwell (eds.) pag. 24-28 (Marcel Dekker
Inc. (1989); e Bagshawe, Br. J. cancer, 48: 167-75 (1983)).

Deve ser entendido que o presen-
te invento engloba o anticorpo Cl descrito atrds e quaisquer
fragmentos dele contendo a regifo de ligacdo activa do anti-
corpo, tais como os fragmentos Fab, F(ab)2 e Fv. Tais
fragmentos podem ser produzidos a partir do anticorpo Cl
usando técnicas bem estabelecidas (ver., e.g. Ronsseawx
et al., em Methods Enzymol. 121:603-69, Academic Press
(1986)).

Em adig3o, o presente invento
inclui anticorpos gque sdo capazes de se ligarem ao mesmo
determinante antigénio que o anticorpo Cl e de competirem
com o anticorpo Cl para a ligagéo naquele sitio. Estes
incluem anticorpos tendo a mesma especificidade antigénica
do anticorpo Cl mas diferindo na origem das eépécies, iso-
tipo, afinidade de ligagd3o ou fungdes bioldgicas (e.g.
citotoxicidade). Por exemplo, podem ser construidas variantes
de classe, isotipo e outras do anticorpo do invento usando
técnicas recombinantes conhecidas de mudanca de classe e
fusdo (ver, e.g. Thammama et al., Eur. J. Immunol, 13:614
(1983); Spira et al., J. Immunol. Meth. 74: 307-15 (1984):
, Nature, 312: 604-08 (1984): e 0i et al

Neuberger et al.
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supra)). Assim, os anticorpos quiméricos ou outros anti-
corpos recombinantes (e.g. anticorpo fundido com uma segunda
proteina como seja uma linfoguina) tendo a mesma especifi-
cidade de ligagdo do anticorpo Cl caem dentro do &mbito
deste invento. Ainda, uma vez gque o antigénio Cl ao qual

o anticorpo do invento se liga é um novo antigénio tumoral
o anticorpo do invento inclui anticorpos que se ligam a
qualquer determinante antigénico naquele antigénico C1,
incluindo outros determinantes além daqueles com os quais

o anticorpo Cl reage.

Também est8o inluidos no &mbito
do invento anticorpos anti-idiotipicos do anticorpo Cl do
invento. Estes anticorpos anti-idiotipicos podem ser pro-
duzidos usando o anticorpo Cl como imunogénico e s3o Uteis-
em diagndstico para a deteccdo de resposta humoral e em
aplicagdes terapéuticas, e.g. numa vacina, para induzir
uma resposta anti-tumoral em pacientes (Ver, e.g. Nepom
et al., Cancer and metastasis Reviews, 6: 487-501" (1987);

e Lee et al., Proc. Nat'l Acad. Sci (USA), 82: 6286-90
(1985)).

0 anticorpo Cl pode ser usado
para isolar e caracterizar o antigénio Cl ao qual se liga.
Assim, Cl pode ser usado como sonda para identificar e
caracterizar o epitopo reconhecido pelo anticorpo e para
ainda definir o antigénio~Cl na superficie das células de
carcinoma (ver, e.g. Hakomori; Ann. Rev. Immunol., 2:103-26
(1984); Brown et al., J. Immunol., 127:539-546 (1981):
Brown et al., Nature, 296: 171-173 (1982); e Rose et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 83:1261-1265 '(1986)).
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O antigénio Cl reconhecido pelos
anticorpos monoclonais do presente invento compreende um
novo antigénio glicoproteina da superficie celular carac-
teristico de células tumorais, particularmente células de
carcinomas do colon e pulmdo. O antigénio Cl tem um peso
molecular de aproximadamente 66000 daltons quando sujeito a

imunoprecipitacdo em electroforese em gel de poliacrilamida.

A sequéncia de aminodcidos ami-

no-terminal do novoantigénio glicoproteina Cl & a seguinte:

1 5 10 15 20
X~E-L-T-I-L-H-T~N-D-V -H-S~R-L-E-Q-T~S-X

em que X representa um aminodcido que n3o foi ainda identi-
ficado e o resto das letras representam as abreviaturas
convenconais de uma sé letra para os aminoacidos. Uma
comparacgdo da sequéncia de 20 residuos amino-terminal de

Cl com as guardadas nas bases de dados habituais (PIR
Release 16, Margo 1988; Gen BANK Relaase, 57.0, Setembro
1988; NEW 30 de Novembro 1988: DIF, 30 de Novembro 1988;
SWISS PROT, 30 de Novembro, 1988: LOSPRO, 30 de Novembro
1988) n&o revela homologia de sequéncias significativas com

quaisquer outras sequéncias conhecidas.

O anticorpo monoclonal do invento
€ também dtil para fins de dignéstico, tanto in vitro como
in vivo, para a deteccd3o de carcinomas humanos portadores
do antigénio Cl com o qual o anticorpo Cl é especificamente
reactivo. Os métodos de diagndstico in vitro sdo bem conhe-
cidos (Ver, e.g. Roth Supra, e Kupchik, supra) e incluem
deteccdo imuno-histoldégica de células tumorais (e.g., em

tecido humano, células ou amostras retiradas de tumores/




ou detecgdo seroldgica de antigénios associados a tumores

(e.g. em amostras de sangue ou outros fluidos bioldgicos).

As técnicas imuno-histoldgicas
envolvem o contacto de uma amostra bioldgica como seja uma
amostra de tecido tumoral com o anticorpo do invento e
depois detecgdo da presenca na amostra do anticorpo com-
plexado com o seu antigénio. A formacd3o de tais complexos
do anticorpo-antigénio com a amostra indica a presenca de
células tumorais no tecido. A detecgdo do anticorpo na amos-
tra pode ser conseguida usando técnicas conhecidas, tais
como a técnica de coloracdo com imunoperoxidase, a técnica
da avidina-biotina (ABC) ou técnicas de imunofluorescéncia
(ver, e.g. Ciocca et al., Meth. Enzymol. 221:562-79 (1986):
Hellstein et al; Cancer Research, 46: 3917-23 (1986);

e Kinball (ed.) Introduction to Immunology (2nd E4.,), ppP.
113-117, macMillan Publ. Co. (1986)). Por exemplo, a colora-

¢do com imunoperoxidase foi usada como descrito no Exemplo
ITI, infra para demonstrar a reactividade do anticorpo Cl
com carcinomas do pulmdo e do coldn e a auséncia de reactivi

dade do anticorpo com a amostra de tecido humano normal.

As técnicas de diagndstico sero-
146gico envolvem a deteccdo e quantificagdo de antigénios
associados a tumores que foram secretados ou "largados"
oara o soro ou outros fluidos bioldgicos de pacientes que
se pensa sofrerem de carcinoma. Tais antigénios podem ser
detectados nos fluidos do corpo usando técnicas conhecidas
tais como radioimunoensaios (RIA) ou ensaios imunossorven—
tes ligados a enzimas (ELISA) em que um anticorpo reactivo
com o antigénio sectretado ¢ usado para detectar a presenca
do antigénio numa amostra de fluido (ver, e.g. Uotila et
al., J. Immunol. Methods, 42:11 (1981) e Allum et al.,

supra , na pagina 48-51). Estes ensaios, usando o anti-

corpo Cl aqui descrito, podem pois ser usados para a detec-
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cdo em fluidos bioldgicos do antigénio Cl com o qual o anti-
corpo Cl reage e portanto na detecgdo de varios carcinomas
em doentes humanos. Assim, é aparente pelo que se disse

que o anticorpo Cl do invento pode ser usado na amior parte
dos ensaios que envolvem reacg¢les antigénio - anticorpo.
Estes ensaios incluem, mas ndo estdo limitados, a técnicas
convencionais de RIA, fase liquida e fase sdélida, assim

como ensaios de ELISA, técnicas de imunofluorescéncia,

e outros ensaios imunocitoguimicos (ver, e.g. Sikora et al
(eds.) Monoclonal Antibodies pag. 32-52, Blackwell Scientific
Publications (1984)).

O anticorpo Cl do invento é tam-
bém util para aplicagBes de diagndstico in vivo para a
detecgdo de tumores humanos. Tal abordagem envolve a detec-
¢do de tumores in vivo por técnicas de visualizagdo de tumo-
res usando o anticorpo marcado com um reagente ou visuali-
zagdo adequada que produz sinal detectdvel. Os reagentes
de visualizagdo e processos para a marcacdo de anticorpos
com tais reagentes sdo bem conhecidos (ver, e.g. Wend e
Mears, Radio Immunoimaging and Radioimmunotherapy, Else-
vier, New York, (1983); Colcher et al, meth. Enzymol. 121:

:802-16 (1986)). O anticorpo marcado pode ser detectado
por uma técnica tal como varrimento radionuclear (ver, eg.,

Beadwell et al.,em Monoclonal Antibodies for Cancer deteecxz’:

tion and Therapy, baldwin et al., (eds), pag. 65-85, Aca-
demic Press (1985)).

O anticorpo Cl do invento tem
uma série de aplicagBes terapduticas in vivo. Além de poder
ser usado sdézinho no direccionamento para células tumorais
o anticorpo pode ser usado em conjuncdo com um agente tera-
péutico adequado para tratar cancro humano. Por exemplo,

o anticorpo pode ser conjugado ou ligado a uma droga tera-

péutica ou toxina para libertac¢do do agente terapéutico




no sitio do cancro. S3o bem conhecidas as técnicas de con-
jugagdo de tais agentes terapéuticos com anticorpos (ver,

e.g. Arnon et al., Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy

Reisfeld et al (eds) pag. 243-56, Alan R., Liss, Inc.,
(1985); Hellston et al., em Controlled Drug Delivery (2a

Ed.) Robinson et al., (eds) pag. 623-53, Marcel Dekker,
Inc., (1987); thorpe, Monoclonal Antibodies 84: Biological

And Clinical Applications Pinchera et al., (eds) pdg.
475-506 (1985); e Thorpe et al., Immunol. rev. 62:119-58

(1982)). Uma vez que o anticorpo Cl n3o é facilmente inter-
nalizado quando as células sdo expostas a ele in vitro
pode ser preferivel direccionar farmacos terapéuticos

para as células tumorais acoplando o anticorpo com uma
enzima, e.g. usando acoplamento, quimico directo ou técni-
cas de DNA recombinante. Quando tais conjugados estéio
localizados no tumor, a enzima pode converter uma prodro-
ga inactiva (n8o tdéxica), a qual é administrada depois

dos conjugados se terem ligado as células tumorais, numa
droga anticancro activa. (ver, e.g. Senter et al., Proc.
Nat'l Acad. Sci (USA) 85: 4842-46 (1988)).

Como alternativa, o anticorpo
pode ser acoplado a uma fonte de radiacdo de alta energia
e.g., num radioisdétopo tal como 131I, o qual, gquando
localizado no sitio do tumor, resulta na morte de varios
didmetros de células (Ver, e.g. Order, em Monoclonal

Antibodies For Cancer Dectection and Therapy, Baldwin

et al., (eds) pag. 303-16, Academic Press, (1985)). De
acordo com uma outra realizacgdo, o anticorpo Cl pode ser
conjugado com um segundo anticorpo para formar um hetero-
conjugado de anticorpo para o tratamento de células tumo-

rais como descrito por Segal na Patente dos Estados Unidos
4, 676,980.
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Ainda outras aplicacles para o
anticorpo Cl do invento inclui a sua utilizac8o, na pre-
senca de acoplamento ou como parte de um conjugado anti-
corpo-droga ou anticorpo-toxina, para remover células
tumorais da medula Jdssea de doentes com cancro. De acordo
com esta abordagem, medula dssea andloga pode ser tratada
exXx vivo por tratamento com o anticorpo e a medula intro-
duzida de novo no doente (Ver, e.g. Ransay, et al.,

J. Clin. Immunol., 8 (2): 81-88 (1988)).

Ainda, anticorpos Cl quiméricos
ou outros recombinantes do invento, como descrito atrés,
podem ser usados em terapéutica. Por exemplo, uma proteina
de fusdo compreendendo pelo menos a regifo de ligacg8o ao
antigénio do anticorpo Cl ligado a pelo menos uma fraccéio
funcionalmente activa de uma segunda proteina tendo acti-
vidade anti-tumoral, e.g. uma linfocina ou oncostatina,
pode ser usada para tartar tumores humanos in vivo. Em
adigdo, um anticorpo Cl quimérico humano em que a regido
de ligagdo ao antigénio de Cl estd ligada a uma regido
fe humana, e.g. IgGl, pode ser usado para promover a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos ou cito-
toxicidade mediada pelo complemento, Ainda, as técnicas
recombinantes conhecidas podem ser usadas para construir
anticorpos, bioespecificos em que uma das especificidades
de ligac8o do anticorpo é a do anticorpo Cl (Ver, eg
patente dos Estados Unidos 4,474,893).

Finalmente, os anticorpos anti-
-idiotipicos do anticorpo Cl podem ser usados terapéuti-
camente na imunizacdo aditiva contra tumores e na terapia
de tumores (ver, e.g. Hellstron et al., Immunological
Approaches To Tumor Therapy Monoclonal Antibodies, Tumor

Vaccines, And Auto-Idiotypes" em COvalently Modified

Antigenes and Antibodies In Diagnosis and Therapy, supra
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na pag. 35-41).

E pois aparente, que o presente
invento engloba composigles farmacéuticas, combinacles e
métodos para o tratamento de tumores humanos. Por exemplo,
o invento inclui composig¢des farmacéuticas para usar no
tratamento de tumores humanos compreendendo uma quanti-
dade farmaceuticamenﬁe eficaz de um anticorpo Cl e um vei-
culo farmaceuticamene aceitdvel, As composicdes podem
conter o anticorpo €1, ndo modificado, conjugado com um
agente terapéutico (e.g. droga, toxina, enzima ou segundo
anticorpo) ou numa forma recombinante (e.g. Cl quimérico
ou bispecifico). As composicdes podem ainda incluir outros
anticorpos ou conjugados para o tratamento de carcinomas

(e.g. um "cocktail" de anticorpos).

As composigdes de anticorpos
do invento podem ser administrados usando métodos conven-
cionais de administracdo, incluindo, mas n3o estando li-
mitado a administracdo intravenosa, intraperitoneal, oral,
intralinfdtica ou directamente no tumor. E preferida a

administracdo intravenosa.

As composigbes de anticorpos
do invento podem ser formulados numa variedade de formas
de dosagem as quais incluem, mas n3o est3o limitadas a,
solugdes ou suspensdes liquidas, comprimidos, pilulas,
pds,, supositdrios, microacdpsulas, poliméricas ou micro-
vesiculas, lipossomas e solug¢des injectdveis ou para
infusdo. A forma preferida depende do modo de administra-

cdo e da aplicacgdo terapéutica.

As composigles de anticorpo
também preferencialmente incluem veiculos convencionais

farmaceuticamente aceitdveis e adjuvantes conhecidos tais
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como albumina do soro humano, permutadores idnicos, alumi-

na, lecitina, substdncias tamponantes tais como fosfatos
glicina, acido sérbico, sorbato de potdssio e sais ou

gectrolitos tais como sulfato de protamina.

O modo de administracgdo e regi-
me de dosagem mais eficazes para as composicdes deste in-
vento depende da gravidade e curso da doenca, da saude
do doente e da resposta ao tratamento e da opinido do
médico ocupado do tratamento. Assim, as dosagens das com-
posigles deverdo ser determinadas individualmente para
cada paciente. No entanto, uma dose eficaz das composi-
¢Oes de anticorpos deste invento pode estar na gama de

aproximadamente 1 a aproximadamente 5000 mg/mz.

O novo antigénio do presente
invento, referido como o antigénio Cl pode também ser usa-
do para aplicagdes terapéuticas. O antigénio pode ser pu-
rificado a partir de tumores ou produzido por tecnologia
de DNA recombinante (Brown, et al., Pedido de Patente U.S.
copendente N2 de Série 827 313, "Attorney Docket” No.
5624-008, entregue em 7 de Fevereiro 1986, aqui incluido
por referéncia). O gene codificador do antigénio Cl pode
ser clonado por métodos que primeiro fazeem o enriquecimen-
to em mRNA do antigénio C 1. Através de um destes métodos
polissomas (assistindo em ribossomas com mRNA e cadeias
polipeptidicas nascentes) podem ser purificadas por cro-
matografia de imunoafinidade com anticorpo que reconhece

o determinante antigénico Cl de cadeia nascente.

O mRNA é isolado por imuno-
precipitacdo com, e.g. anticorpo Cl e o cDNA é clonado
num vector de expressdo adequado. Como alternativa, o an-
ticorpo Cl ou antisoro contra o antigénio Cl podem ser

usados para fazer o despiste da bidioteca “de cDNA usando
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um vector de expressdo. O antigénio Cl purificado ou clo-
nado pode ser administrado sdzinho como um imunogénio ou

juntamente com um adjuvante imunoldgico adequado.

O antigénio Cl, purificado ou
clonado pode ser usado nos métodos do invento como vacina
para imunizar contra certos tumores. S30 conhecidos os
processos para a preparagdo de tais vacinas (ver, e.g.
Ertin et al., proc. Nat'l Acad. Sci (USA), 8511052 (1988)).

Resumidamente, foram construi-
dos virus recombinantes para a expressdo do antigénio clo-
nado associado a tumores, por exemplo, antigénio Cl.
Células infectadas com os virus recombinantes expressam
o antigénio de tumor na superficie das células juntamente
com os antigénios de incompatibilidade do hospedeiro e
proteinas virus imunogénicas. Isto favorece a inducdo de
imunidade celular que desempenha um papel fundamental
na rejeigdo de tumores. Um virus adequado, por exemplo o
virus da vacina derivado de um virus purificado em placa
da vacina de variola de Wyeth (estirpe do New York City
Board of Health), foi usado para construir um virus recom-
binante contendo a sequéncia codificadora do antigénio
Cl sob o controle do promotor "7.5 k" do virus da vacina
(Hu et al., J. Virol. 62: 176-180 (1988)). O virus recom-
binante pode entdo ser administrado intravenosamente como

uma vacina para proteger contra o cancro.

para que o invento aqui descri-
to seja melhor compreendido s3o apresentados os exemplos
que se seguem. Deve ser entendido que estes exemplos tém
apenas fim ilustrativo e ndo devem ser pensados como li-

mitantes do dmbito deste invento de algum modo.
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EXEMPLO I

Preparagdo do Anticorpo Monoclonal Cl

0 anticorpo monoclonal Cl do
invento foi produzido usando técnicas de fusdo de hibri-
domas descritos anteriormente por Yeh et al., Proc. Nat'l
Acad. Sci (USA) (1979), supra. Todas as linhas celula-

res usadas nos exemplos que se seguem foram desenvolvi-

das em Oncogen, Seattle, Washington, a partir de amostras
de tumores obtidos de humanos como tumores sdélidos ou
efusdes. Resumidamente, um ratinho BALB7C de trés meses

de idade foli imunizado quatro vezes usando uma prepara-
¢do de membranas de um adenocarcinoma humano do colédn, de-
signado H3059 e trés vezes usando células da linha ce-
lular de carcinoma do coldn 3347. A preparacdo de membra-
nas foi preparada como se segue: Obteve-se tumor a par-
tir da efusdo de ascites. 10ml de tampio de lise (19,8

3 0,2Me 0,1l ml
de PMSF 0,2M (inibidor de proteases) em etanol) foi adicio-

ml de Agua desionizada e 0,1 ml de NaHCO

nado as células que foram rebentados em gelo 25 a 50 ve-
zes. A mistura foi entdo transferida para um tubo de 15
ml e centrifugada durante 2 min., a 2000 xg a 0eC. O
sobrenadante foi removido e transferido para um tubo de

5 ml de celulose. O sedimento foi testado ao microscépio
quanto a lise. O sobrenadante foi ent3o0 centrifugado numa
ultracentrifuga durante 15 min., a 37000 xg a 4°C. O sobre
nadante foi ent8o aspirado e o sedimento ressuspenso

em pelo menos 1 ml de PBS. A suspensdo foi transferida
para um tubo de 5 ml e sonicada em gelo durante 1 min.
Fez-se uma diluicdo a 1:100 e determinou-se a concentra-
gdo de proteina usando o processo Bradford (Bradford,
Analytic Biochemistry, 72: 248-254 (1976)). As prepara-

¢oes de membranas foram guardadas congeladas em quanti-




dades de 0,2 ml num congelador Reveo (-702C).

0 ratinho recebeu sete (7)

injecgdes (inj.) como se segue:

la inj: 100 yg de preparagdo de membranas a + 100 yg de
muramildipeptideo (MDP)/50 yl + 50 yl de adjuvante
incompleto ou Freund dado subcutaneamente (s.c.)

em 4 sitios;

22 inj.: 100 yg de preparacgdo de membranas dada s.c. em 4

sitios;

32 inj.: 100 yg de membranas dada intraperitonealmente

(i.p.);

42 inj.: 100 yg de membranas dado i.p. e s.c. em 4 sitios:

7

58 inj.: 10" células 3347 dado i.p. e s.c. em 4 sitios;:

7

62 inj.: 10" células 3347 dado i.p. e s.c. em 4 sitios:

72 inj.: 10~ células 3347 &do i.p. e s.c. em 4 sitios.

Trés dias apds a dltima imuni-
zagdo, o bago foilremovido e as células de baco foram
suspensas em meio de cultura. As células do baco foram
etdo fundidas com células ATCC CRL 1580. P3 x 63- Ag
8. 653, usando polietilenoglicol (PEG) e a suspens3o de
células foi cultivada em cavidades de microtitutacado

em meio reactivo HAT como descrito por Yeh et al.,




Proc. Nat'l Acad. Sci (USA) supra. A mistura foi semeada

para formar culturas de baixa densidade derivadas de cé-

lulas fundidas individuais ou clones.

Ensaios de Ligacio

Os sobrenadantes destas culturas
de hibridomas foram entdo despistados quanto a actividade
de ligacgdo directa na linha celular de cancro do coldn
3347, usando um ensaio de ELISA semelhante ao descrito
por Donillard et al., meth. Enzymol. 52:168-74 (1983).

De acordo com este ensaio, o antigénio (com o qual é
reactivo o anticorpo a ser despistado) é imobilizado em
placas de microtitulac8o e depois incubado com sobrenadan-
tes de hibridomas. Se um sobrenadante possuir o anticorpo
pretendido, o anticorpo ligar-se-a ao antigénio imobili-
zado e é detectado pela adifao de um conjugado de anti-
corpo anti-imunoglobulina-enzima e um- substracto para a
enzima que dé uma alteracdo mensurdvel da densidade

Sdptica.

Para este exemplo, células de
cancro do aldén foram distribuidas por uma placa de cultura
de tecidos de 96 cavidades (Costar, Cambridge, MA) e
incubadas durante a noite numa cdmara himida a 379C
(5% COZ)‘ As células foram ent3o fixadas com 100 yl de
gluturaldeido a 1,0% preparado de fresco para uma concen-
tracdo final de 0,5% e incubadas durante 15 min a tempe-
ratura ambiente, seguido de lavagem trés vezes com PBS 1

X e




As células foram em seguida
bloqueadas durante 2 hr com BSA a 5% em PBS e lavadas
novamente trés vezes com PBS. Os sobrenadantes das cul-
turas de hibridomas foram entdo adicionados a 100 yl/cavi-
dade, as cavidades foram incubadas durante 1 hr., 3 tem-
peratura ambiente e as células lavadas trés vezes com PBS.
Em seguida peroxidase de rédbano silvestre conjugado com
anticorpos de cabra anti-ratinho (Zymed, CA) diluida em
BSA a 0,1% e PBS foi adicionada para uma concentragio de
100 yl/cavidade. A mistura de reaccdo foi incubada durante
1 h a temperatura ambiente ou durante 30 min., a 372C e
as células foram ent3o lavadas trds vezes com PBS. Adi-
cionou-se entdo o-fenilenodiamina (OPD) a 100 yl/cavidade
e as placas incubadas no escuro 3 temperatura ambiente
durante 5-45 minutos. A ligac¢8o do anticorpo as células
foi detectada por uma alterac3o de cor nas cavidades que
ocorrem dentro de 10-20 minutos. A reacgdo foi parada
pela adigdo de 100 yl (cavidade de HZSO4 e a absorvéancia
lida num leitor de Microelisa Dynatech (Alexandria, VA)

a 492 mm,

Em seguida o anticorpo foi tes-
tado num ensaio fluorescente usando células 3347 ligadas
a lamelas e coradas com fluorescéncia. As células 3347
em cultura foram semeadas em placas de cultura de tecidos
de 24 cavidades com lamelas de vidro esterilizadas a uma
densidade de 1 a 2 x lO5 células por cavidade e deixadas
a crescer até 75-90% da confluéncia. As células foram fi-
xadas com paraformaldeido a 3% durante cinco minutos e de-
pois lavadas com tampdo de ligac3o. Adicionou-se 250 ul
de anticorpo contendo sobrenadante diluido a 1:2 com tampado
de ligagdo a cada cavidade e incubou-se durante 30 min 2
temperatura ambiente ou a 372C. As células foram ent3o
lavadas trés vezes. Em seguida adicionou-se 250 yl de uma

diluigdo déptima de FITC conjugado com anticorpos de cabra
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anti-IgG de ratinho a cada mvidade e incubou-se como
anteriormente. O passo de lavagem foi ent3o repetido e

as lamelas removidas e montadas em l&minas de microscdpio
Os padrdes de coloragdo foram lidos usando um microscépio

de fluorescéncia.

Os sobrenadantes das cavida-
des positivas na linha de células de carcinoma do colédn
nos ensaios de ELISA e de fluorescéncia foram posterior-
mente testados por tecnologia de imuno-histologia em se-
dimentos de células 3347, tecido de carcinoma do coldn
e tecidos normais do rim, figado, e baco como descrito

no Exemplo II, infra.

Deve-se notar que o ensaio
de ELISA pode ser efectuado usando células intactas ou
antigénio soluvel purificado ou extractos celulares como
antigénio imobilizado. Quando o antigénio soluvel ou
extractos de células foram: usados como antigénio, o anti-
génio foi inicialmente semeado a 50 yl/cavidade com PBS
e as placas incubadas durante a noite a temperatura am-
biente antes do comeco do ensaio. Quando se usa células
intactas como antigénio, elas podem ser usadas frescas
ou apds fixacd3oc. Em ambos os casos, as células foram ini-
cialmente semeadas a 104 células a 100 yl/cavidade em meio
de cultura e incubadas durante a noite ou até i confluén-
cia numa estufa a 372C (5% COZ).

Os hibridomas que produziram
anticorpos apresentando ligacd3o a linha celular de cancro
do colén e ndo nos tecidos normais foram pois selecciona-
dos, clonados, expandidos in vitro e ainda testados quanto
a especificidade dos anticorpos. Os hibridomas que produ-
ziram anticorpos reactivos com cancro do colon humano foram

reclonados, expandidos e injectados com artinhos BALB/c
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com 3 meses de idade previamente injectados com pristano

onde elas cresceram como tumores de ascites.

Seguindo este processo, a
linha celular de hibridoma Cl foi obtida, clonada e injec-
tada em ratinhos para se desenvolverem como tumor de
ascites. Conforme descrito atréds, o hibridoma Cl foi de-
positado na ATCC. O anticorpo secretado para as ascites
foi purificado em proteina A ou proteina G-Sepharose (ver,
e.g. Ey et al., Immunochemistry, 15:429-436 (1978)) ou

por filtragd3o em gel de Sephacryl S-300. O anticorpo Cl

purificado foi usado para posterior caracterizacdo.




EXEMPLO IT

Caracterizag¢do do Anticorpo Monoclonal C1

Determinacdo do Isotipo

Para determinar a classe de
imunoglobulina produzida pelo hibridoma Cl, foram utili-

zadas as seguintes técnicas:

a) Imunodifus8o Onchterlony

Uma amostra de sobrenadante
das células de hibridoma Cl foi colocada na cavidade
central de uma placa de agar a 25%. Anticorpos mono-es-
pecificos de coelho anti-isotipos de Ig de ratinho (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL) foram colocados nas cavida-
des externas e a placa foi incubada durante 24-48 h a

37eC. Leu-se entdo as linhas de precipitacio.

b) Isotipagem por ELISA

Placas de 0,6 cavidades Immulon
Dynatech foram revestidas com anticropos de cabra anti-
-Ig de ratinho numa concentrag¢3o de 1 yg/ml, 50 yl/cavidade
em PBS e deixadas cobertas durante a noite a 492C., As placas
foram lavadas com PBS/Tween 20, 0,05%. Apds lavagem das
placas, os sobrenadantes do hibridoma Cl foram adicionados

e incubados & temp&ratura ambiente durante 1 hr. Apds lava-
gem com PBS/Tween 20 contendo albumina de soro bovina




(BSA), as placas foram incubadas a 379C durante 2 hr.,
com anticorpos mono-especificos de cabra anti-isotipo de
Ig de ratinho acoplados a peroxidase (Zymed). Apds lavagem,
as placas foram incubadas com 1 mg/ml de o-fenilenodiamina
e 0,03% de= HZOZ em tampdo citrato 0,1M, pH 4,5. A densi-
dade dptica a 490 e 630 nm foi determinada num leitor de
placas de ELISA Dynatec.
|

Com base nestes processos, de-
terminou-se que o anticorpo monoclonal Cl é do isotipo
IgGl.

Caracteristicas de Ligacdo do Anticorpo Monoclonal Cl

A localizacdo subcelular do
antigénio foi determinada por medicio da ligacdo do anti-
corpo a células antes ou apds permeabilizacdo com detergen-
te ndo idnico. Os anticorpos que se ligam 3 superficie
celular de células intactas em cultura foram identificados
por fluorescéncia directa usando o analisador de células
activadas por fluorescéncia (FACS) como descrito por
Hellstrom et al., Cancer Research, 46: 3817-3923 (1986).

Resumidamente para as andlises de ligac3o usando um anali-
sador de células FACS, 1x 10° células cultivadas foram
colocadas em 15% de soro fetal bovino (FBS) em meio IMDM
(Gibco, Grand Island, NY) para um volume total de 500 yl/
/tubo. As células foram centrifugadas durante 1,5 min.,
numa Serofuge e removido o sobrenadante 100 yl do anticorpo
monoclonal Cl a 10 yg/ml e marcado com ficoeritrina foi
adicionado a cada tubo, e conteudo dos quais foi entio

misturado e incubado em gelo durante 30 min. A mistura de
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reacgdo foi lavada trés vezes com 1 ml de 15% FBS/IMDM

por centrifugacgdo durante 1,5 min numa Serofage (os tubos
foram invertidos sobre papel absorvente apdés a terceira
lavagem), cada sedimento foi ressuspenso em 500 yl de
PBS. Cada uma das amostras foi analisadarnum FACS Coulter
Epics C e a intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi
determinada. A partir da MFI determinou-se o equivalente
de fluorescéncia linear (LFE). O LFE de cada amostra a
testar dividido pelo LFE de uma testemunha negativa deu
uma razdo entre a luminosidade das células coradas por
anticorpo especifico s anticorpos testemunha (1,0 = nenhu-
ma diferenga na fluorescéncia, 2,0 = fluorescéncia duas
vezes mais brilhante, etc.) . Na Tabela I abaixo estio
apresentados os resultados de ligacdo. A ficoeritrina

foi usada como um conjugado fluorescente quando as tenta-

tivas para conjugar o anticorpo Cl com FITC foram ingldrias.
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Tabela I

Ligagdo do anticorpo Cl a varias linhas celulares

Linhas Celulares Taxa de ligacdo do anticorpo Cl

Carcinoma (ca.) do

coldén RCA 2,6
Ca. coldén 3347 76,0
Ca. pulmao 2964 14,1
Ca. pulmdo 2981 12,4
Ca. pulmdo 3606 2,4
Ca. mama 3464 2,8
Melanoma 3620 1,0
Melanoma 2669 7,4
Melanoma 3614 3,7
Células do sangue periférico 1,0
Linfécitos T CEM 1,0
Linfécitos T Molt-4 1,0
Linfoma B ByHR-1 1,1

Tal como a Tabela 1 demonstra
pois o anticorpo monoclonal Cl reagiu com linhas celulares
de carcinoma do pulmdo e do coldn, mas ndo reagiu com
linhas celulares de linfoma T ou B nem com leucdcitos de
sangue periférico normal. Foi também observada reactividade

fraca com 2 de 3 linhas de melanoma.
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Imuno-histologia

A técnica PAP de L.A. Sternber-

ger como descrito em Immunochemistry, pdg. 104-69, John

Wiley & Sons, New York, (1979), como modificada por Garri-
gues et al., Int. J. Cancer, 29: 511-15 (1982), foi usada

para estudos imuno-histoldégicos em seccBdes congeladas
de tecidos.

As secgdes de tecido para estes
testes foram obtidas em cirurgia e congeladas dentro de
4 hr apds remoc¢do usando isopentano pré-arrefecido em azoto
liquido. Os tecidos foram entdo guardados em azoto liquido
ou a -702C até serem usados. Repararam-se seccdes congela-
das, secaram-se ao ar, trataram-se com acetona e secaram-
-se novamente (ver Garrigues, et al., supra) . As seccBes
a serem usadas para avaliagdo histoldgica foram coradas
com hematoxilina. Para diminuir os fundos inespecificos,
as secgdes foram pré-incubadas com soro humano normal dilui-
do 1/5 em PBS (ver Garrigues et al., supra). Os anticorpos
de ratinho, anticorpos de coelho anti-IgG de ratinho
e PAP de ratinho foram diluidos numa soluc3o de 10% de soro
humano normal e 3% de soro de coelho. Anticorpos de coelho
anti-IgG de ratinho (Stenberger-Meyer Immunochemicals,
Inc., Jarettsville, MD) foi usado numa diluicdo de 1/50.
Os complexos peroxidase-antiperoxidase de ratinho (PAP,
Sternberger-Meyer Immunochemicals, Inc.) contendo 2 mg/ml

de PAP especificamente purificado foram usados numa diluicgdo
de Y80,

O processo de coloracgdoc consis-
tiu no tratamento de seccdes seriadas com anticorpo espe-
cifico, i.e., Cl, ou com um anticorpo testemunha durante

2,5 hr., incubando as seccdes durante 30 min., a temperatura




ambiente com anticorpos de coelho anti-IgG de ratinho di-
luido 1/50 e depois expondo as secgdes a complexos PAP
diluidos 1/80 durante 30 min., a temperatura ambiente. Apds
cada um dos tratamentos com anticorpo, os cortes foram la-

vados duas vezes em PBS.

A reaccdo imuno-histoquimica
foi desenvolvida pela adicgdo de 3,3'-diaminobenzidina-
-tetra-hidrocloreto a 0,5% (Sigma Chemical Co., St. Louis
MO) e 0,01% H,0, tampdo Tris 0,05M, pH 7,6, durante 8 min.
(ver Hellstrom et al., J. Immunol, 127:57-60 (1981))
Posterior exposicdo a uma solucdo de OsO4 a 1% em Aagua
destilada durante 20 min., intensificou a coloracfo. As
seecgdes foram lavadas com agua, desidratadas em &lcool
colocadas em xileno e montadas em lidminas. Secc¢des para-

lelas foram coradas com hematoxilina.

Os cortes foram avaliados de
acordo com cdédigos e as amostras codificadas foram observa-
das por investigadores independentes. Os cortes tipicos
foram fotografados usando dptica de contraste por inter-
feréncia diferencial (Zeiss-Normaski). O grau de colora-
¢do com anticorpos foi avaliado em o (nenhuma reactivi-
dade), + (algumas células fracamente psitivas), ++
(pelo menos um terco das células positivas), +++ (a
maior parte das células positivas), ++++ (todas as célu-

las fortemente positivas).

Devido as diferencas entre
coloragdo + e o serem menos claras do que entre colora-
¢do + e ++ numa coloragdo classificada como ++ ou superior
foi considerada "positiva". Células neopldsicas e de es-
troma foram observadas nas amostras de tumor. A coloracgio
registada é a das células tumorais devido as células de

estroma nde corarem de todo ou corarem muito mais fraca-
mente do que as células tumorais.




A Tabela 2 abaixo apresenta
a coloragdo imuno-histoldgica de varias amostras de tecido
tumoral e normal usando o anticorpo monoclonal Cl. Como
a Tabela claramente demonstra o anticorpo Cl reage com
carcinomas humanos do colén e do pulm3o mas n3o de modo
detectdvel com células de carcinoma da mama ou melanoma;
a Unica amostra de carcinoma do ovdrio testada era posi-
tiva. O anticorpo Cl ndo mostra reactividade com qualquer

uma de uma série de tecidos humanos normais testados.
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Tabela 2

Coloragdo com imunoperoxidase de amostras de tumores

e de tecidos normais com o anticorpo monoclonal Cl

Tipo de tecido Ligagdo do anticorpo

(Nimero de Tumores Positivos/

Nimero total de tumores testados).

Carcinoma {(ca.) do

colén (ca.) 9/9
Ca. do pulmido 12/17
Ca. da mama 0/14
Ca. do ovario 1/1
Melanoma 0/6
Sarcoma 1/5
Tecidos normais: Baco 0/4

Rim 0/5

Figado 0/3
Coracédo 0/2
Ovario 0/1
Adrenais 0/2
Testiculos 0/2
Mama 0/2
Amigdala 0/1
pele 0/5

Pulméao 0/5




-

Tecidos normais: (Cont.)

Célon 0/7
Cérebro 70/2
Tirdide 0/2
Nédulos

Linféticos 0/3
Retina 0/1

Pancreas 0/2

EXEMPLO ITI

Antigénio Cl Reconhecido pela Purificagdo com Anticorpos
Cl

O antigénio Cl foi isolado a
partir de células do carcinoma do célon 3347 e a partir
de células de carcinoma do pulmio 2964 e parcialmente
purificado por cromatografia de imunoafinidade. O anti-
génio Cl foi purificado até 3 homogeneidade por SDS-PAGE
e recuperado dos géis de SDS-poliacrialmida por electro-

eluigdo ou electrotransferéncia para membranas.

Apés electroforese, o gel de
SDS-poliacrilamida foi corado com Coomassie Brilliant
Blue e descorado. A banda de antigénio Cl corada (Mr =

= 66 000) foi retirada com uma lamina de barbear e subme-




tida a electroeluicio.

0 antigénio Cl foi também
recuperado dos géis de SDS-poliacrilamida por electro-
transferéncia para uma membrana Immobilon (Millipore
Corp., Bedford, MA) usando Mini-Transblot Electrophoretic
Transfer Cell (BioRad Laboratories, Richmond,CA) como
descrito por Matsudeira em J. Biol., Chem. 261:10035-10038

(1987). A membrana foi corada com Coomassie Brilliant

Blue, descorada e a banda de atigénio Cl corada (Mr =
= 66000) foi removida com uma ldmina de barbear para

subsequente andlise da sequéncia amino-terminal.

Andlise de Sequéncias

A degradacdo automatizada de
Edman foi efectuada em trés preparacdes de antigénio C1
com 33 pmoles de antigénio-derivado de células 3347, 49
pmoles de antigénio derivado de células 2964 e 6 pmoles

de antigénio derivado de células 2964.

A sequéncia amino-terminal

de antigénio Cl foi a seguinte:

1 5 10 15 20
X-E=L=T-I-L~T-N-D-V —H=S-R-L-E-Q-T-8-X
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A sequéncia amino-terminal
do antigénio Cl foi comparada contra as seguintes bases
de dados:

Nimero de sequéncias

1. PIR (Saida 18.0 Set. 1988) 8 588
2. GEN- BANK (Saida 57.0, Set. 1988) 19 044
3. NEW (30 de Novembro, 1988) 4 148
4. DIF (30 de Novembro, 1988) 2 610
5. SWISSPROT (30 de Novembro, 1988) 7 724
6. LOSPRO (30 de Novembro, 1988) 11 343

A comparagdo de sequéncias
ndo revelou concordéncias significativas com qualquer

outra sequéncia conhecida.

Caracterizag8o imunoldgica

Andlise de transferéncias Western

O antigénio Cl purificado por
imunoafinidade foi sujeito a SDS-PAGE (10% de acrilamida)

e eketrotransferido para membrana de nitrocelulose




(Schleicher and Schuell, Keene, NH), como descrito por
Towbin et al., em Proc. Nat'l Acad. Sci (USA) 76:4350-
-4354 (1979). O antigénio Cl foi imunodetectado usando

anticorpos de coelho anti-IgG de ratinho conjugados com
fosfatase alcalina como segundo anticorpo (ICN Biomedicals
Lisle, IL) e fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo sal de
p-toluidina e cloreto de p-nitro azul tetrazolina como
cromogénios (BioRad laboratories). A imunodeteccio revelou
que a banda principal na Mr = 66 000 foi especificamente

corada com o anticorpo Cl.

Radioimunoprecipitacio

Células 3347 foram marcadas
metabolicamente com 3H—glucosamina por incubac8o em meio
RPMI 1640 (RPMI 1640 sem glucose) suplementado com 10%
de soro fetal bovino dialisado durante 4 hr a 372C. O
sedimento de células foi extraido com tamp3o 20 mM Tris-
-Hcl, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40 PMSF (10
yg/ml) aprotimina (10 yg/ml). O antigénio Cl foi imunopre-
cipitado por incubagdo do lisado celular com anticorpo
Cl durante 1 hr a 49C. O complexo antigénio-anticorpo
foi precipitado com anticorpos de cabra anti-IgG de ratinho
e Pansorbin (Calbiochem, San Diego, CA). O imunoprecipita-
do lavado foi analisado por SDS-PAGE em condig8es nio redu-
toras e redutoras e visualizado por fluorografia apéds

impregnagdo do gel com EN3HANCETM.

Células 2964, células 2707
células CHT, e células 2981, todas deriwmdas de adenocar-
cinomas do pulmdo, foram marcadas na superficie com 1251

pelo método da lactoperoxidase descrito por Vitetta et al




em J. Exp. med., 134: 242-264 (1971). O antigénio Cl foi

imunoprecipitado amrtir de lisados celulares marcados

com 125I com o anticorpo Cl, anticorpos de cabra anti-

-IgG de ratinho e Pansorbin. Os imunoprecipitados foram
analisados por SDS-PAGE em condigdes ndo redutoras e visua-

lizados por autoradiografia.

O anticorpo Cl precipita es-
pecificamente o antigénio Cl com uma Mr de aproximadamente
66 000 a 68 000. Estes dados demonstram que o determinante
antigénico reconhecido pelo anticorpo monoclonal Cl estd
localizado numa glicoproteina de cadeia Unica com uma Mr
de aproximadamente 66 000. O antigénio Cl esta associado
a uma varieadde de células tumorais, particularmente tumo-

res do tipo carcinoma do pulmio e do cdlon.

E Sbvio que podem ser feitas
muitas modificagles e variacles deste invento como estabe-
lecido atrés ssm que se afastem do espirito e dbito do inven-
to. As realizacgles especificas descritas s8o dadas apenas
como exemplo e o invento estd limitado apenas pelos termos

das reivindicag¢des apensas.




—44-

REIVINDICACOES: R

la. - Anticorpo monoclonal
produzido por linha celular de hibridoma ATCC No. HB 9803
caracterizado por se ligar a um sitio determinante num
antigénio glicorpoteina da superficie celular de células
de tumores humanos e equivalentes funcionais, fragmentos

de ligacdo e imunocomplexos do referido anticorpo.

22, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as

referidas células de tumor serem células de carcinoma.

3a, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado por as refe-
ridas células de carcinoma serem selecionadas do grupo

constituido por células de carcinoma do pulm8o e do cdlon.

4a, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por ser
conjugado com uma marca capaz de produzir um sinal detectéd-

vel.

528, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado por a marca
ser seleccionada do grupo constituido por um radionucleico

. 14
uma enzima, um agente fluorescente e um cromoforo.

62, - Anticorpo monoclonal
produzido pela linha celular de hibridoma ATCC No. HB 9803
caracterizado por se ligar a um sitio determinante celular
num antigénio glicoproteina da superficie celular & célu-

las de tumores humanos, o referido antigénio sendo caracte-
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rizado por um peso molecular de aproximédéménte 66000 dal-
tons, conforme determinado por electroforese em gel de
poliacrilamida e tendo uma sequéncia de aminodcidos amino-

-terminal como se segue:

1 ] 10 15 20
X-E-L-T-I-L-H-T-N-D-V ~H-S-R-L-E-Q-T-S-X

em que X representa um aminoadcido n8o identificado e equiva-
lentes funcionais, fragmentos de ligacdo e imunocomplexos

do referido anticorpo.

7a. - Processo para a prepa-
racao de uma composicdo para o tratamento de tumores ca-
racterizado por compreender a mistura de uma gquantidade
terapéuticamente eficaz do anticorpo da reivindicacdo 6

com um veiculo parenteral farmacéuticamente aceitdvel.

82, - Anticorpo monoclonal
caracterizado por ser produzida uma linha celular de hibri-
doma formada pela fusfo de uma célula de mieloma e uma
célula capaz de produzir anticorpo que se liga a um deter-
minte num antigénio glicoproteico da superficie celular
de células de tumores humanos, o referido antigénio tendo
um peso molecular de aproximadamente 66000 daltons conforme
determinado por electroforese em gel de poliacrilamida
e tendo uma sequéncia de aminodcidos amino-terminal como

se seqgue:




1 5 10 15 20
X-E-L-T-I-L-H-T-N-D-V~H-S~R-L~E-Q-T-S-X

em que X representa um aminodcido nfo identificado e equiva-
lentes funcionais, fragmentos de ligacdo e imunocomplexos

do referido anticorpo.

92, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por cada
classe IgG.

102, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicaclo 8, caracterizado por ser da
subclasse IgGl.

lla, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicac3o 8, caracterizado por ser um

anticorpo murino.

122, - Anticorpo monoclonal
reactivo caracterizado por ser um sitio determinante num
antigénio glicoproteina da superficie celular associado
a células de tumores humanos, o referido antigénio sendo
caracterizado por um peso molecudar de aproximadamente 66000
daltons como deerminado por electroforese em gel de poliacril
amida e tendo uma sequéncia de aminodcidos amino-terminal

cCOomo se segue:




1 5 10 15 20
X-E-L-T-I-L-H-T-N-D-V -H-S~R-L-E-Q-T-S-X

em que X representa um aminodcido ndo identificado e equiva-
lentes funcionais, fragmentos de ligacdo e imunocomplexos

do referido anticorpo.

132, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicag¢8o 12, caracterizado por consis-
tir no anticorpo monoclonal produzido pela linha celular
de hibridoma ATCC No. HB 9803.

14a., - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicac3o 12, caracterizado por ser

um anticorpo humano.

152, - Anticorpo monoclonal
de acordo com a reivindicac83o 12, caracterizado por ser um

anticorpo ratinho-humano.

162, - Processo para a pre-
paracdao de uma composicdo para o tratamento de tumores
caracterizado por compreender uma mistura de uma quantidade
terapéuticamente eficaz do anticorpo da reivindicacgdo 12
em associagdo com um veiculo parenteral farmaceuticamente

aceitdvel.

172, - Imunoensaio para a

detecgdo de tumores humanos caracterizado por compreender:




o,
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a) Combinagdo de um anticorpo monoclonal reactivo com um
antigénio glicoproteina de superficie celular associado a
células de tumores humanos, o referido antigénio sendo
caracterizado por um peso molecular de cerca de 66000
daltons conforme determinado por electroforese em gel de
poliacrilamida e tendo uma sequéncia de aminodcidos amino-

~-terminal como se segue:

1 5 10 15 20
X-E-L-T-I-L-H-T-N-D-V —-H-S=R-L-E-Q-T-S-X

em que X representa um aminocdcido n8o identificado, com uma
amostra de células tumorais e o referido anticorpo marcado

de modo a poder ser detectado:; e

b) ensaio da ligag8o do referido anticorpo monoclonal marca-

do a células tumorais ao referido antigénio.

A 182, - Imunoensaio de acordo
com a reivindicagdo 17 caracterizado por o referido anti-
corpo monoclonal ser o anticorpo produzido pela linha ce-
lular de hibridoma ATCC Hb 9803.

192, - Imunoensaio de acordo
com a reivindicacdo 17, caracterizado por o referido anti-
corpo ser marcado com uma marca seleccionada do grupo
constituido por um radionuclido, uma enzima, um agente fluo-

rescente e um cromdforo.
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20a,.- Método para a detecclo de tumores
caracterizado por compreender o contacto do anticorpo mono-
clonal da reivindicagdo 1, 6, 8 ou 12, com uma amostra de
tecido ou fluido humano e detecgdo da interacgdo do referido
anticorpo com quaisquer células tumorais antigénicamente
correspondentes ou sem determinantes antigénicos na referida
amostra sendo a gama de dosagem desde 1 a cerca de 5000

mg/mz.

2la,- Método de acordo com a reivindica
¢80 20, caracterizado por as referidas células tumorais
serem células do carcinoma do pulmdo e o tecido humano é

tecido do pulmao

22a,- Método de acordo com a reivindi-
cacdo 20, caracterizado por as referidas células de tumor
serem células de carcinoma do colon e o tecido humano ser

tecido de colon.

232,- Método de acordo com a reivindi-
cagdo 20, caracterizado por a intercac¢do do referido anticor
po monoclonal com as referidas células tumorais ser detec-

tada por coloracio imuno-histoldgica.

242,- Método para localizagdo de tumores

humanos caracterizado por compreender:

a) purificacdo do anticorpo monoclonal de acordo com as rei-

vindicagdes 1, 6, 8, ou 12;

b) radiomarcacgdo do referido anticorpo;
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c) administracio do referido anticorpd & um paciente humano

num veiculo apropriado: e

d) localizagdo do anticorpo monoclonal através de cintigra-

fia externa, emissdo tomogrdfica ou exploracio radionuclear.

252, - Método de imunoterapia
para o tratamento de tumores, caracterizado por compreen-

der:

a) purificag8o do anticorpo monoclonal de acordo com as

reivindicacgdes 1, 6, 8 ou 12:

b) conjugacdo do referido anticorpo monoclonal com um

agente citotoxico, uma toxina ou um radiofarmaceutico; e

c) administracdo do referido anticorpo monoclonal conjugado

num paciente humano com um tumor, num veiculo apropriado.

26a, - Método de acordo com
a reivindicacdo 25 caracterizado por o referido anti-

corpo monoclonal ser um anticorpo anti-idiotipo.

27a. - Linha celular continua
caracterizado por produzir um anticorpo monoclonal, sendo o
referido anticorpo monoclonal caracterizado pela capacida-
de de ligagdo a um sitio determinante numa antigieio glico-

proteina de superficie celular de células de carcinoma
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humanas, o qual se caracteriza por um hibridoma, de um lin-

fécito derivado de um ratinho imunizado em células de car-
cinoma ou um seu determinante imunogénico e uma célula de

mieloma de ratinho.

282, - Linha celular continua
caracterizado por produzir um anticorpo monoclonal, o referi-
do anticorpo monoclonal sendo caracterizado pela capacida-
de de ligacdo a um.sitio determinante num antigénio glico-
proteina de superficie celular de células de carcinoma
humano, o qual se caracteriza por: um hibridoma de um
linfécito derivado de um ser humano com carcinoma e uma

célula de mieloma.

298, - Linha celular de hi-
bridoma ATCC No. 9803 caracterizado por ser produtora de
um anticorpo mnoclonal capaz de se ligar a um determinante

num antigénio glicoproteina de superficie celular.

302. - Linha celular de
hibridoma ATCC No. HB 9803 caracterizado por ser formada
por fusdo de uma célula de mieloma de ratinho P3 X 63-Ag
8.653 ATCC CRL 1580, com um esplendcito obtido a paftir
de um ratinho BALB/c imunizado com células H3059 de adeno-
carcinoma a qual produz um anticorpo monoclonal que se
liga a um determinante de antigénio glicoproteina de super-
ficie celular de células de tumores humanos tendo um Eso
molecular de aproximadamente 66000 daltons e tendo uma se-

quéncia de aminodcidos amino-terminal como se segue:
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1 5 10 15 20
X-E-L-T-I-L~-H-T-N-D-V~H-S-~R-L~E-Q-T-S-X

em que X representa um aminodcido ndo identificado confor-

me determinado por electroforese em gel de poliacrilamida.

3la. - Linha celular continua
caracterizado por produzir um anticorpo monoclonal sendo
caracterizado pela capacidade de ligacdo a um sitio deter-
minante num antigénio glicoproteina da superficie celular
associado a células tumorais, o referido antigénio tendo
um peso molecular de aproximadamente 66000 daltons e tendo

uma sequéncia de aminodcidos amino-terminal como se segue:

1 5 10 15 20
X~E-L~T-I-L-H-T-N-D-V-H~S-R-L-E-Q-T-S-X

em que X representa um aminodcido ndo identificado, o qual
compreende: um hibridoma de um linfécito capaz de produzir
anticorpo contra o referido antigénio e uma célula de mie-

loma.

322, - Antigénio glicoprotei-
co na forma substancialmente pura, o referido antigénio
sendo derivado de células de tumores humanos e tendo um
peso molecular de aproximadamente 66000 daltons conforme
determinado por electroforese em gel de poliacrilamida e
tendo uma sequéncia de aminodcidos amino-terminal como se

segue:
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1 5 10 15 20
X-E-L-T=I-L-H-T-N-D-V-H-S-R-L-E-Q-T-S-X-

em que X representa um aminodcido ndo identificado e imuno-

complexos deste antigénio.

33a.- Processo para a preparacdao de uma
vacina para usar na imunizag8o contra tumores caracterizado
por incluir na referida vacina um virus recombinante incluin

do o DNA codificador do antigénio da reivindicagdo 32.

342.- Processo de acordo com a reivindi-
cacdo 33, caracterizado por o referido virus é o virus

da vaccinia.

35a,- Método para imunizag8o contra tu-
mores caracterizado por compreender a administracdo numa
guantidade terapeuticamente eficaz de cerca de 107 a lO8
unidades formadoras de placas/ml de vacina da reivindicacdo

34.

Lisboa, 16 de Abril de 1990
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