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Inventia se refer la mediciri si anume la imunoterapig este destinéttratirii tumorilor.

Tn tratamentul tumorilor cel mai frecvent se apliotervenia chirurgical, radioterapiasi chimioterapia. In ultimii
ani a fost propus un alt tratament terapeutic eaeela baz folosirea modificatorilor #spunsului biologic (BRM).
Folosirea BRM include citokinine principale (intewkin-2 (IL-2) si interferon-a) INF- a), celule mononucleare
active (celulele killer activate cu limfokin (LAK)i anticorpi. BRM agoneaz in dou diregii: direct, asupra
tumorilor, si indirect, prin crgterea, mecanismelor citotoxigeimunologice specifice sau nespecifice.

Se cunogte a diveri anticorpi monoclonali (mAbs), capabili a se legadeterminagi de pe suprafia celulelor T,
produc proliferarea, activareg diferentierea acestor celule [1]. Legarea mAbs orignt@ntra complexului
CD3/TCR, pe celule T [2-4], legarea mAbs originta receptorii CD2, ai antigenului pe celule T,[Blimsi legarea
ambelor tipuri de anticorpi la celulele T, a fostbnstrat prin proliferarea celulelor T, expresia IL-2 aeptorului

si producerea IL-2 in celulele T rezulidh creterea proceselor citolitice in aceste celule. Ampd@ monoclonali
anti CD3 s-a §zut ¢ initiazi 0 activitate antitumoralin vivo Tn modelul animal [6-7].

Mai sunt cunosdqialti diversi anticorpi monoclonali orientacontra antigenilor limfocitelor T, care dupegarea cu
celulele produc o astfel de activare ca cea a nohlesitgi contra CD5 [8], CD69 [9%i CD28 [10, 11]. Anticorpii
monoclonali anti-CD28 diminueazresterea melanomului murin, gieeliminarea complé@ta tumorilor lagsoareci nu

a avut succes [12].

Anticorpul monoclonal orientat contra liniei de wel B limfoblastoide umane numite “Daudi” stimulgaz
limfocitele murinesi celulele T periferice umane [13].

Actualmente folosirea BRM nu a atins un succesiclgubstatial din cauza toxicitii si efectelor adverse. De
asemenea, a fost efectuanunizarea activanticancer, dar s-a constatat a fi neefigiednii anticorpi monoclonali
(mAbs ) au fost evalyapentru utilizare in diagnosticwl tratamentul cancerului, dar eficacitatea lor denda#i nu

a fost confirmat la nivelul procedurilor curative trathnale la paciegn cu cancer.

Problema pe care o rezalprezenta inveie este obinerea unui efect antitumoral stakilelaborarea preparatelor
antitumorale.

Aceast probleni se rezoli prin faptul & este propus un anticorp monoclonal imunostimulagar fragmentul lui
legand un antigen, care, legandu-se cu celulelenibbblastoide, induce proliferaregi activarea limfocitelor
séngelui periferic, asigarrefectul antitumoral. Anticorpul imunostimulatorogpus sau fragmentul lui, legand
antigenul, este gimut prin imunizarea animalului cu un imunogen dinupul de celule B limfoblastoide, celule B
limfoblastoide lizate sau preparate membranoaseadastea, dezvoltarea ulterida reagei imune la animalul
imunizat, extragerea limfocitelor B, gterea, imortalizaresi selectarea liniilor celulare care secreteanticorpii
solicitai. De asemenea, se soliciinia celulaid a hibridomului, depozitat in CNCM sub nr. 1-13@nticorpul
monoclonal imunostimulator secretat de acestanticorpul posedand caracteristicile anticorpulsdnoclonal
secretat de linia indicata hibridomului. Este propéso metod de tratare a proceselor tumorale, care include
administrarea unei carttit eficiente de anticorp monoclonal imunostimulapopus. Se solicit o compoazie
farmaceutid, ce include Tn calitate de ingredient activ amfied monoclonal imunostimulator, care legandu-se cu
celulele B limfoblastoide induce proliferareg activarea limfocitelor sangelui periferigi asigua un efect
antitumoral, precumsi o umplutug fiziologic acceptabi. Tn calitate de ingredient activ compgaifarmaceutis
poate cotine si un anticorp monoclonal imunostimulator, posedéarhcteristicile anticorpului monoclonal secretat
de linia celulax a hibridomului, depozitat Tn CNCM sub nr. 1-1387 plus, compozia farmaceutig poate cotine
suplimentar un agent care spgeecactivitatea limfocitelor citotoxice aditiv saimergetic.

Pentru olinerea mAbs, conform inv@mi, anticorpii selecta prin metoda descris se supun sel@ei ulterioare
pentru alegerea anticorpilor cu efect antitumdeaintru selectarea acestora poate fi folosit un htgade de animal
cu cancer. Mai mult ca atat, efectul antitumoraatpdfi studiat in diferite modeia vitro. Ca model, de exemplu,
poate fi folosit orice animal de laborator, la caaate fi indus canceru$j anumesoarecii, care sunt preferabili,
intrucat aceste modele permit dezvoltarea tumodtorigine uman Exemple de modele animale tip murin sunt
soarecii imunizé, de exemplugoarecii SCID sagyoarecii golai cirora li s-a injectat sau implantat celule tumorale
sautesut olinut de la paciecu cancer. In acedsseletie, proprietatea anticorpului monoclonal mAb satat cu
mAb de a reduce inimile tumorii, de a prolonga timpul wieetc., se determinin comparg@e cu martorul (animal
care a fost infectat cu celule tumorale, dar natrat mAb sau tratat cu mAb nesensibil).

Selegia poate include testarea capatitmAbs de a preveni cancerul la modelul coresptorz De exemplu,
animalele predispuse genetic la dezvoltarea calutemot fi injectate cu mAbs, apoi incidgn tumorii si
mortalitatea la lotul tratat cu mAbs poate fi comgtacu lotul martor. Fiind preferabilfolosirea animalelor
predispuse genetic, capacitatea mAbs de a premenecul poate fi testati la diverse alte animale tratate cu mAbs
pari la administrarea celulelor maligne.

Pentru okinerea acestui efect antitumoral, se administreadoz eficieni de mAbs, conform inveiei. Termenul
“doza eficienti” reprezinti o cantitate de anticorpi monoclonali, duadministrarea @reia se va dfine efectul
terapeutic. Doza eficielteste necesampentru olinerea efectului terapeutic, iar rezultatul depigidee ati factori:
tipul tumorii, gravitatea &tii bolnavului (stadiul cancerului), combinarea nsAtu afi ageni, cu care ei aoneaz
aditiv sau sinergetic (vezi in continuare).

Ohtinerea unei linii celulare imortalizate, secretamébs, conform invegiei, poate fi efectuét prin procedee
cunoscuteper se, asa ca: conjugarea liniei imortalizate cu o cultgie hibridom; transformarea EBV; construirea
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liniei celulare cu ajutorul ingineriei genetice,i@dlinia celulas CHO, care poate fi gimuta prin diferite procedee
cunoscute;per se etc. In general, procedeul detiolere a unor linii celulare imortalizate secretéaticorpi
monoclonali, actualmente prezinb procedut de rutirh cunoscut specialtilor si descrierea ei este datlupa
prezentul studiu.

Folosirea imunogenului de origine uniain procesul sintezei mAbs pentru tratarea omusté especifia. Insa,
uneori este o reactivitate incrgafi Tntre specisi, ocazional, este posibifolosirea la oameni a mAbs tituti prin
imunizarea cu imunogen de detieaneumai (de la primate).

Anticorpii, conform invefiei, prezini anticorpi monoclonali, care pot fi anticorpi Ig@usigM, fragmente Fab ale
acestor anticorpi, fragmente F(ab’) 2, anticorgi-tm singur lan etc. Mai mult decéat atat, anticorpii de origine
neumas, adic murind, pot fi “umaniza” prin diferite metode ale ingineriei genetice {jaorp “umanizat” e un
anticorp, ale #rui portiuni majore au fost tnlocuite cu pgami de origine umai).

Anticorpii, conform inveriei, fiind folositi pentru diferite indicgi terapeutice, Tn varianta preferabd inveniei au
fost folosti pentru tratarea cancerului. Anticorpii monoclanatonform invemiei, sunt activi in reducerea
oncogeniciitii varietatilor de tumoare.

Conform prezentei invein, linia celulai a hibridomului a fost depozitafin Coleg¢ia Nagionak de Culturi de
Microorganisme (CNCM), (Institutul Pasteur, 25, RleeDoctor Roux, 75724, Paris, Codex 15) sub rpozié 1-
1397 (28 ianuarie 1994).

Celulele acestei linii sunt numite uneori “celulAB1” si anticorpii monoclonali “mAbs BAT-1".

Folosirea anticorpilor monoclonali cu caracteristie mAb BAT-1, in special a mAbs BAT-1 proprigizionstituie
varianta prefergiala a inveniei.

Anticorpii monoclonali BAT-1 au fost selegigpe baza legyii lor cu celulele B limfoblastoide umane ale é&ni
Daudi. S-a determinati@nticorpii monoclonali BAT-1 se pot lega cu subggroteice (liant de proteirBAT-1),
care are greutate molecuiate cca 48-50 K Dalton, calculatonform SDS-PAGE.

Liantul de proteia BAT-1 constituie un alt aspect al ing@&n prezente. Liantul de prot@rBAT-1 poate fi izolat
prin diferite metode cunoscuper se cu folosirea mAb, conform invei. Liantul de proteis BAT-1 mai poate fi
utilizat si pentru imunizarea animalelor, de la care pobfirauti mAbs, conform invetiei.

Prezenta inveie, de asemenea, prevede o comgzAarmaceutig ce include Tn calitate de ingredient activ o
cantitate eficierit de mAbs, conform inveiei, si 0 umplutus fiziologic acceptabd.

Urmatorul aspect al inveiei este o metad de tratare a bolilor sau der#égllor, Tn special a cancerului, prin
administrarea unei caritit eficiente de mAbs, conform invgei. Administrarea de mAbs se efectuade regu,
pe cale parentetgl anume intravenos (i.v.), intraperitoneal (i.pausintramuscular (i.m.). Umplutura fiziologic
acceptabil pentru administrare, poate constitui 0 gelicunoscut per se, cum este 0 sofie saliri sau soltie
fiziologica.

Anticorpii monoclonali, conform inveiei, du@ cum s-a indicat mai sus, s-au manifestat actiweitucerea
oncogenicitii  diferitelor tumori. Eficacitatea anticorpilor moclonali, conform invegiei, Tn reducerea
oncogeniciitii se coreleax cu abilitatea lor de a induce activitatea citotéxa limfocitelor. In scopul ridirii
acestei activitti, se recomantdadministrarea mAbs cutabgeni, care Tmpreui cu mAbs pot avea efect aditiv sau
sinergetic. Exemplele includ diferite citokiningaaca: IL-1 (interleukin-1), IL-2, IL-8i IFN-a (Interferon-a).
Anticorpii monoclonali, conform invaiei, pot fi folosii Tn tratamentul diferitelor boli, altele decat carul, in care
ridicarea activittii citotoxice a sistemului imun poate fi stimilatu mAbs, de ex., In®ile primare ale infegei
HIV (SIDA), in diferite deregiri autoimune, sau n unele cazuri de imunodefigigenetice sau acute.

In tratarea cancerului anticorpii pot fi adminigitdupa determinarea tumorii primare sau secundare, ocafitate
de terapie preventivpacienilor cu risc Tnalt de dezvoltare a cancerului, adiersoanelor expuse ragéa sau
predispuse genetic, de asemenea pélgecu SIDA, mAbs pot fi administtaacelora, la care Tdau s-au dezvoltat
simptomele bolii sau acelora, la care procesutiide HIV este in stadiul primar.

Efectul antitumoral este un efect biologic, care reanifest prin micgorarea rarimilor tumorii, reducerea
metastazelor, prolongarea sau ameliorareaii Vie diferite stiri fiziologice, asociate cu prezen cancerului.
Anticorpii solicitai, prin posibilitatea de a preveni apaitumorii in localizarea primar manifest efectul
antitumoralsi astfel pot fi folosji atat Tn tratamentul cancerului acut, géih prevenirea cancerului.

Rezultatul prezirit proliferareasi activarea limfocitelor sdngelui periferic asigaddefectul antitumoral.

Inventia se explig prin desenele din fig. 1-10 care reprezint

fig. 1, analiza citometrica legirii anticorpilor monoclonali BAT (mAbs) cu limfogte T umane purificate. Legarea
anticorpilor BAT a fost evaluatcu ajutorul unui anticorp puitor al marcherului fluorescent, anticorp FITC anti-
murin detap;

fig. 1a, vederea fonduluiifa anticorpii BAT;

fig. 1b, anticorpii anti-CD3;

fig. 1c, BAT-1;

fig. 1d, BAT-5;

fig. 1e, BAT-2;

fig. 1f, BAT-4.
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Fig. 2, analiza citometrica monocitelor umane ale séngelui periferic (PBM) gtanga)ki celulelor T Jurkat (in
dreapta) marcate dublu cu anticorpi primari, eidiimAbs BAT sau mAbs ani-CD§ anticorp IgG anti-murin
secundar FITC conjugat;

Fig. 2A, celulele necernute;

Fig. 2A(a), celulele PBM tratate cu mAbs BAT;

Fig. 2A(b), celulele PBM tratate cu mAbs anti-CD3;

Fig. 2A(c), celulele T Jurkat tratate cu mAbs BAT;

Fig. 2A(d), celulele T Jurkat tratate cu mAbs aRiB3;

Fig. 2B, celulele cernute;

Fig. 2B(a), celulele PBM cernute (celule mici fnari R2);

Fig. 2B(b), celulele (R1) tratate cu mAbs BAT;

Fig. 2B(c), celulele (R1) tratate cu anti-CD3;

Fig. 2B(d), celule (R2) tratate cu BAT mAbs;

Fig. 2B(e), celule (R2) tratate cu anti-CD3;

Fig. 3, analiza citometrica expresiei de suprafiaa liantului de proteiBAT si CD3 Tn PBM umane marcate dublu
cu mAbs BAT FITC conjugatg anti-CD3 PE conjugate;

Fig. 3A, celulele necernute;

Fig. 3A(a), test control dupBector-Diskinson, se folosi ca control negativ;

Fig. 3A(b), anti-CD3 PE;

Fig. 3A(c), mAbs BAT FITC; marcarea dabhAbs BAT FITCsi anticorpi anti-CD3 PE;

Fig. 3B, celulele cernute;

Fig. 3B(a), celulele PBM cernute (celule mici (Rilinari (R2));

Fig. 3B(b), celulele (R1) marcate dublu cu mAbs BRITC si anti-CD3 PE;

Fig. 3B(c), celulele (R2) marcate dublu cu mAbs BRITC si anti-CD3 PE;

Fig. 4, analiza letgii anticorpilor BAT-1 cu diferite lizate ale ceklbr Daudi prin metoda Western Blot;

Fig. 4(1), lizatele celulelor Daudi (netratate);

Fig. 4(2), lizatele tratate cu neuraminid4@,2 u/ml);

Fig. 4(3), lizatele tratate cu neuraminid4@,4 u/ml);

Fig. 4(4), lizatele tratate cu Endo Hf (100 u/mg);

Fig. 5, reprezentarea grafia rezultatelor incorparii [*H]Timidinei in celule, cultivate pentru 6 zile inegliu cu
concentrgie ascendeatde mAbs BAT; BAT-1 (U-), BAT-2 (-X-), BAT-3 (2-), BAT-5 (-«-), BAT-6 (4 -), BAT-7
(-n-).

Fig. 6, reprezentarea grafia experimentului in care inducerea adciiiiicitotoxice a fost testatin PBM cultivate in
intervale diferite de timp cu 2,5 mg/ml de mAbs BATelulele HT-29 (in stdnga) RC 29 (in dreapta) au fost
utilizate ca celulginta.

Fig. 7, phménii soarecelui C57BL #ruia i-au fost administrate celule de melanom B-R&ndul de sus prezint
plaménii soarecilor peste 24 de zile dumfectare; rAndul de jos Fhanii soarecilor infecté cu celulele B 16 dup
24 de zile cai sus, dar @rora peste 14 zile dépnfectare li s-a#cut injegia i.v. de 10 mg de BAT 1.

Fig. 8, reprezentarea grafi@a sumarului experimentelor de agelfap casi in Fig. 7, care preziatcantitatea de
metastaze Tn piné&nii soarecelui, gruia i-au fost introduse celulele tumorale B 16wdEanom, 3LL Lewis carcinom
pulmonar sau celulele de fibrosarcom MCA 105, pestard dupi inoculare. Sumarul ceoine rezultatele a 3-4
experimente, efectuate cu diferite tipuri de tum8dareci netrata (-) sau tratd (+) cu BAT-1 (10 mgjoarece)
peste 2 &ptimani dup@ administrarea celulelor tumorale. Metastaza ejtengtastaza lipsee (O).

Fig. 9, piménii soarecilor la care au fost introduse celulele cantinlui pulmonar 3LL Lewis. La fel cg n Fig. 7,
randul de sus aratplamanii infectai numai cu celulele tumorale, dar randul de jodam@nii soarecilor, la care
peste 14 zile au fost introduse mAbs BAT 1 in ¢atgide 10 mg.

Fig. 10, acelgi experiment ca la Fig. 9, dar celulele cancersiluit celulele fibroblastomului MCA 105.

Metodesi materiale

Producerea anticorpilor monoclonali

Soarecii BALB/c au fost imunizacu preparat membranos de celule Daudi. Membracelidelor Daudi au fost
preparate prin metodgocului hipotonic, cu glicerol [1]. 50-80 x iG&elule suspendate in PBSincubate la
temperatura de 37°C au fost saturate treptat @ergli, de 30%. Peste 5 min de incubare pe tghese au fost
centrifugatesi resuspendate in lizatul-tampon Tris (careticen 10 mM de Tris-HCI, 1 mM MgGl1 mM CaCj cu
pH 7.4), amestecate 5 min la 4§ientrifugate la 700 g. Supernatantul a fost exfraentrifugat la 3300 g (10 min
la 4°C). Precipitatul a fost 8lat inci o dati si ambii supernatgn corniinand fra¢ii de membrane, au fost imbina
260 m de preparat membranos (3 mg/ml) au fost éomaite cu 260 m de adjuvant complet Fresginidjectate i.p.
soarecilor BALB/c. Peste treiptimani de lasoareci au fost extrase splinele. Splenocitele atifdgroduse in linia
NS-0 celulast de mielom Tn raportul 10:1. Fuziunea a fost efatttau folosirea polietilenglicolului hibridoamele
au fost crescute in mediu selectiv ddphlersi Milstein [2].

Pentru screeningul supernaibor din hibridoamele in cgtere a fost folosit celula legat prin analiza
imunosorberit enzimatia (ELISA), care se ledgcu celulele Daudi. Supernatarhibridomului pozitiv au fost
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selectsi prin proprietatea lor de a induce proliferareaMPBmane utilizand proba de capturare®d]Timidinei.
Liniile pozitive au fost subclonate prin diluarenltati, testate repetat, extinge crescute Tn cultdr Anticorpii
monoclonali au fost purifigadin mediul cultural prin precipitare cu sulfat denoniu 50%si cu dializa extensiv
impotriva PBS. Purificarea ulterigaa fost efectuétprin cromatografia afinitii la sefaroa (mara inregistrai a
firmei Pharmacia, Suedia) legatu coloanele anticorpilor antimurini.

Mediul cultural

Toate celulele au fost suspendate Tn mediul RPMD16ompletat cu ser fetal dgeli 10% (FCS) Na-piruvat (1,1
mg/ml), L-glutamid (0,3 mg/ml)si antibiotice (penicilia 200 u/mlsi streptomiciri 10 m/ml), si incubate in
incubator umed cu C(%.

Unititile folosite pentru IL-2 sunt urdiile Cetus (1 unitate Cetus este @gal 3 Ul).

Prepararea celulelor

Celulele mononucleare ele séngelui periferic unfRBM) au fost obinute de la donatori maturidsitosi prin
centrifugare de densitate cu ficolhipac (Histopacsuerc Tnregistrai, Sigma, St. Louis, Missouri, SUA).

PBM au fost purificate de monocite cu coloane dadex G10 (Sephadex, marinregistrai, Pharmacia, Suedia).
Celulele T au fost separate prin metoda rozeteRBG (eritrocite de berbec). Purificarea celulel@3pozitivesi
Leul9 pozitive a fost efectudaprin tehnologie imunomagnelic Culturile de PBM, incubate pentru 5-6 zile cu
mAbs BAT sau cu martorul, au fostaggte de trei ori cu PBS. Anticorpii neconjiiga CD3 sau Leul9 (CD56) au
fost adiugai la celule Tn mediul complet RPMi incubgi timp de o o# la 4°C. Pentru 30 min au fostamjate
globule magnetice, acoperite cu anticorpi antimurdelulele alipite la globule, au fost dhlrate cu un magnat
celulele nealipite au fost analizate la activitzitetoxici si marcate prin citometrie cuitpare.

Analiza citotoxicitdii

Analizele citotoxicititii au fost efectuate in ustorul mod: 2-4 x 10de celuletinta au fost amestecate cu 200 mC
de 51Cr-cromat timp de o @fin mediu fira ser. Ele au fost &fate de trei ori cu mediul complat in fine
resuspendate in RPMI - 10% FGBplasate in godeuri cate “l@elule. Celulele efectoare au fost cultivate,
limfocitele au fost preparate din sange periferignmal, incubat in diferite perioade de timp cu difemAbs,
martorul izotipic 1gG sau cu IL-2. Paha analiz celulele au fost sipate de trei ori Tn mediul RPMI, vopsite pentru
viabilitatea celulelor cu tripan albastru 1%, areeate cu celulelgnti in diferite propatii efectortinta in phci
pentru microtitrare cu fund rotungd incubate timp de 3 ore la 37°C in €6%. Supernatain cultivati au fost
colectai si estimai in scintilatorul b. Eliberarea maxéme izotop (MR) a fost prodagrin incubarea celulelginta
cu triton x-100 (mark inregistrad, Sigma, St. Louis, Missouri, SUA). Eliberarea sjaoih (SR) a fost inregistrat
prin incubarea celulelainta Tn mediu curat. Procentajul lizei celulare se ai@az prin formula (ER-SR/MR-
SR)x100, in care ER este eliberarea experimeatafectorului.

Inducerea citotoxicitagrii la subpopulayiile limfocitelor umane

Celulele PBM (4 x 1®ml) au fost cultivate timp de 6 zile in pre@mAbs BAT. Apoi celulele au fost apte de
trei ori si purificate de celulele CDSi Leul9 cu folosirea globulelor magnetice acopectitef(ab’), antimurinisi
testate la citotoxicitate Tmpotriva celulelor Ksg Daudi.

Citometrie curgatoare

Antigenii de suprafia ai celulelor au fost obsenyaprin citometrie curgtoare folosind FACS 440 (Becton -
Dickinson). Pentru fiecare analiau fost folosite cate 2@elule. Celulele au fost vopsite prin incubaressmvenit
cu o concentitge optimi de mAb murin in CD3 umane, receptorii de IL-2 sadb BAT 1-9, care au fost produse.
In aceast vopsire indirect, F(ab’), antimurin detap FITC-conjugat a fost anticorpul a doilea. Fiecmcubare a
fost meninuta in PBS cu pH 7.4, coimand BSA 1%si azotua de Na 0.5% la 4°C timp de 30 mii,apoi a fost
spalata de trei ori in acelatampon. Au fost analizate 16elule vopsite.

Determinarea saiturilor de legare a mAb BAT

Determinarea saiturilor de legare pe lizatele edtul B limfoblastoide de tip Daudi a fost efectuati folosirea
tehnicii Western Blot. in scurt, 50xi@elule/ml suspendate in PBS au fost treptat satua glicerol 30%si
membranele au fost separate prin centifugonsecvente.

Probele preparatelor membranoase au fost separate SPS-PAGE (12%)si apoi transferate in pete de
nitroceluloz, care au fost scufundate in lapte cisgnea mié de 1%, in PBS. Determinarea proteinei détleyg a
mAb BAT, Tn petele de nitroceluldza fost efectudt prin incubarea petelor cu mAb BAT in timp de 2 dae
temperatura camerei cu incubarea ulteticimp de 30 min cu anticorpul 70 antimurin 1gG (Bakconjugat cu
peroxidaz din hrean. Apoi celulele au fostagtesi zonele au fost determinate cu substratul de @izidina.

Modele de tumori la soareci

Au fost folosite trei modele de tumoridaareci: B16 melanom, carcinom pulmonar Lewis (glfjorosarcom indus
cu metilcolantren (MCA 105). 50 - 200X1@e celule au fost injectate i.v. kareci C57BL (in varstde 8
siptimani). Peste dausiptimani a fost injectat (i.v.) BAT-1 1-10 mglarecesi peste 10 zilegoarecii au fost
sacrificai si s-au calculat metastazele pulmonare depistate.

Exemple

Exemplul 1.

a. Caracteristicile legjii.
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Noua anticorpi monoclonali (mAbs), sem&AT 1-9, okinuti prin imunizarea celulelor B limfoblastoide, awsfo
select#s dupa legarea cu celulele Daugliapoi dupa inducerea prolifeirii limfocitelor umane ale sangelui periferic.
Izotipurile mAbs BAT au fost determinate giaanalizele ELISAsi Ochterlony. A fost depistaticBAT 1, 2, 3,6, 7
si 9 sunt de clasa IgG1, dar BATsé5 de clasa IgM. BAT 8 a fost IgG2a.

Legarea mAbs cu celulele T umane purificate a fasilizati prin analiza FACT folosind vopsirea
imunofluorescerit indirecti. Fig. 1 - analiza FACT a experimentului. Cum sdejenAbs BAT legau cu DC3 plus
celulele T ale sangelui periferic. Intensitateaiteégariaza de la BAT-2 44%, BAT-5 38% péra legarea cea mai
slaki BAT-4 13%. Limfocitele B purificate ale séngelugnferic de la acekh donatori, n-au legat agtt mAbs
(datele nu-s atate).

b. Legarea mAb BAT-1 cu subpopulayiile limfocitelor umane

Cum este dgitat pe Fig. 2, analiza FACS uiitoare, s-a depistat legarea BAT-1 cu PBM umane @D3si cu
celulele T ale liniei Jurcat. Depistareadgga lui BAT-1 cu celulele PBM CD3 plus a fost domati prin analiza
FACS a celulelor marcate dublu (Fig. 3).

Cum este ditat in tabelul 1 mai jos, BAT-1, suplimentar ladegga celulelor CD3, leégi celulele Leu 19/NK.
Tabelul 1

Legarea mAb BAT-1 cu subpoptildimfoide umane

Celule pozitive (%)

Subpopulde a celulelor crescute pentru

mAb CD3+ Leul9+
CD3 66.4 (100%) -

Leu 19 - 59.5 (100%)
BAT-1 19.8 (30%) 42.2 (70%)

c. Legarea mAbs BAT cu diferite tipuri de celule

A fost depistat legarea mAbs BAT cu diferite tipuri de celule. Ceste attat mai jos in tabelul 2, mAbs BAT se
leadi cu linia celulak a eritroleucemiei K562i carcinomului mamar uman MCFgacasi cu celule T PBL, Daudi
si Jurcat. Intensitatea legi variaza intre mAbs BATsi tipurile celulelor testate, mAbs 2-9 se legaucancinomul
renal alsoarecilor (MR28) numai cu intensitate slatNumai BAT-8 se legau cu celulele MEL (eritrolemia
murind) tot cu intensitate slab

Tabelul 2
Legarea mAbs BAT-1 cu diferite tipuri de celule

mAbs BAT
Celule umane 1 2 4 5 8 9
Daudi +++ ++ ++ +++ + +++
Jurcat + + +++ +++ - +++
PBL +++ + + + + +
K562 +++ + + +++ + +++
MCF7 + ++ +++ +++ + +++
Celule desoareci
MR28 - + + + + +
MEL - + - - + -
Exemplul 2.

Analiza saiturilor de legare a mAb BAf purificarea liantului de proteinBAT-1

Cu scopul determifmii masei moleculare a proteinei membranoase, icégeagioneaz cu mAbs BAT-1, preparatul
membranelor celulelor Daudi a fost dizolgaproteina a fost sepatatolosind SDS-PAGE. ®tile nitrocelulozei au
fost incubate cu mAbs BAT-31i zonele au fost depistate prin incubarea ulteticar anticorpul antimurin IgG
(Fab"), conjugat cu peroxidazdin hreansi depistarea folosind substratul O-dianizidin. Masalecula# a proteinei
liante BAT-1 a fost depistafiind egak cu 48-50 kDa (Fig. 4).

Proteina liark mAb BAT a fost purificat folosind mAb BAT conjugditcu sefaros (mard Tnregistrai Pharmaciei,
Suedia). Aceast proteiri lianta poate fi preparatsi prin clonare folosind tehnicile biologice moleatg.
Administrarea BAT-1in vivo la soareci cauzedzinducerea BAT a anticorpilor.

Exemplul 3.

Caracteristicile fungonale ale mAbs BAT

a. Incorporarea timidinei indasu mAbs BAT

Celulele sangelui periferic uman au fost cultiviitep de 6 zile in prezea concentrgilor ascendente ale panourilor
de mAbs BATsi au fost pulsate c0’fi]Timidina timp de 20 ore inainte de extragere.

Cum este dgtat In Fig. 5, ririrea treptat a concentngei de mAbs BAT rezult o cratere moderat dar
considerabil a incorpoirii [°H]Timidinei in celulele PBM. O ddz mare de anticorpi a cauzat desteea
captusrii. In experimentele de control, anticorpii izdtipmarcai n-au ridicat cantitatea’fi] Timidinei in celulele
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PBL, ceea ce indicci efectul agonistic al lui mAbs BAT depinde de piiefiti specifice ale legrii. De exemplu,
mAb al izotipului IgG1, care a fost indus Tn labtoral nostru contra celulelor carcinomului ovariama cauzat
acapararedlf]Timidinei spre deosebire de mAbs BAT 1, 2, 376j 9 care tot apgineau clasei IgG1.

b. Citotoxicitatea induscu mAbs BAT la PBM umane.

Culturile celulelor mononucleare ale sangelui geiif uman incubate cu mAbs BAT 1n diferite perioaeetimp, au
fost testate la capacitatea de a liza liniile @dtul tumorale. Cum esteasat Tn Tabelul 3 mai jos, celulele umane
PBM incubate timp de aiptimari cu panou de mAbs BAT, au fost citotoxice contré&6&5eritroleucemia uman
(NK senzitiva) si RC-29, linia celulelor carcinomului renal (NK istent), celulelor.

A fost investigat cinetica rididrii activitati citotoxice la PBM umane, care a fost stimilet mAbs BAT. Cum este
aritat in Fig. 6, citotoxicitatea maxinf@mpotriva celulelor carcinomului liniei (HT-29) carcinomului renal (RC-
29) a fost obinuta peste 7 zile de incubare a PBM uman cu mAbs BAT.

Tabelul 3

Sporirea citotoxicittii la PBM uman de itre mAbs BAT

Eliberarea 51Cr specifiq%)

mAb K562 RC-29
Lipseste 11.0* 9.1
BAT-1 25.1 45.4
2 29.0 23.2
3 26.3 32.3
4 30.6 40.7
5 32.3 34.3
6 15.2 13.8
7 17.8 16.7
8 17.8 19.2
IL-2 100 u/ml 57.6 36.9

*Procentul lizrii celulelor4inta cu relaie efectorinta 5:1

c. Caracterizarea subpoptida limfocitelor, citotoxicitea #reia a fost induscu BAT.

Pentru a determina dacresterea activitii citotoxice a PBM umane induse cu mAbs BAT esteeniti la activarea
celulelor NK, celulelor T sau ambelor tipuri, celld Tsi NK au fost purificatesi citotoxicitatea lor indus cu BAT

a fost determinat Pentru purificarea NKi celulelor T, anticorpii monoclonali Leul® CD3 au fost inculiicu
celule umane PBM, dar apoi cu globuri magneticepadte cu IgG antimurin. Cum esteitat in tabelul 4 mai jos,
cantitatea unittilor lizate a crescut in culturile eliberate de CP3.eul9. In aceste experimente au fost folosite
BAT 6 si 8 si in rol detinte eritroleucemia umanK562)si limfomul uman (Daudi).

Tabelul 4
Inducerea citotoxicitii la subpopuldile limfocitelor umane cu mAbs BAT
Unitati litice
Celuletinta
K562 | Daudi
Celule-efectori eliberate de:
CD3 Leu 19 CD3 Leu 19
Martor 8 4 10 3.8
BAT 6 25 10 20 13
BAT 8 28 12.5 26 20
Exemplul 4

Rolul sinergismului dintre mAb BATi IL-2 Tn inducerea citotoxicitii

Inducerea citotoxicitii Tn PBM umane a fost studiaprin incubarea celulelor PBM cu mAb BAT in combim&u
IL-2. IL-2 a fost adugat Tn concentta suboptime (1 U/mL) impredincu concentri@ ascendente de mAb BAT-2.
Citotoxicitatea culturii Tmpotri# liniilor celulelor tumorale K562i HT29 a fost testatpeste o aptaméara. Astfel
cum este ditat in tabelul 5 mai jos, conceniile mici de BAT-2 se asoci@zcu IL-2 Tn inducerea citotoxiditii la
celulele PBM Tmpotriva ambelor tipuri de celyieta.

Anterior a fost depistat acInf-a mireste expresia antigenilor de clasa MHC-1. Apoi a fdsterminat &
administrarea Inf-a pot¢azi efectul antitumoral al BAT, care a fost comaliat de celulele citotoxice dirggnate
contra diverselor celule tumorale (care au MHCgati de clasa I).

Tabelul 5

Efectul sinergetic al mAbs BAT- IL-2 la inducerea citotoxicitii la PBL uman

Eliberarea 51Cr specifiq%)
Celuletinta

BAT HT29

(mg/ml) IL-2 (1 u/ml)

| K562
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- + - +
0 5.840.1 7.540.3 3.7+0.1 6.9+0.4
2 14.8+1.3 37.6+2.0 12.0+0.4 29.6+1.6
4 16.7+0.6 27.3+1.0 13.3+0.6 18.5+1.2
8 22.6+1.0 15.1+0.6 19.9+0.7 12.5+0.4
Exemplul 5

Efecte imunostimulatoare ale BAT-1 murin:

a. Studiiin vitro

mAb BAT-1 demonstredizproprietiti stimulatoare la splenocite murine gda PLB umane. Ele caqim:

(1) Cresterea prolifedrii splenocitelorin vitro, cum este @surat prin incorporare#-Timidinei (Tabelul 6);

(2) Efectul stimulator sinergetic al incufs splenocitelor in combinarea BATslLIL-2 (Tabelul 6);
Tabelul 6

cpm PH]Timidina x 10°
BAT-1 IL-2
(mg/ml) - 1 u/ml 10 u/ml
- 1.5£0.07 16.0£0.9 67.5+1.5
10 11.0+0.4 32.1+1.5 241.6+17.1
1 12.9+0.8 35.9+3.3 247.8+1.9
0.1 18.1+0.9 51.0+7.3 255.1+18.0
0.0001 10.51£0.1 34.1+0,5 215.1+20.8

Splenocitele murine C57BL au fost incubate timp5dzle in vitro In prezera variatelor concentfiade BAT-1 in
combinare cu interleukin-2 (1si110 u/ml).

Cresterea citotoxicitii la culturile splenocitelor murine in prezanBAT-1 si cresterea ulterioar a citotoxicitiii
dupa incubare n prezea IL-2 (Tabelul 7).

Tabelul 7
Eliberarea 51 Cr specifid%)

BAT-1 Interleukin-2

(mg/ml) - 1 u/ml 10 u/ml
- 7.4 10.0 31.1
100 24.9 31.3 52.4
10 17.4 26.7 52.8

1 12.3 23.9 46.8
0.1 12.2 21.7 45.5

Inducerea citotoxicitii la culturile splenocitelor C57BL timp de 5 zile vitro in prezeta diferitelor concentta de
BAT-1 In combinare cu dozele mici de IL-2.

Tn calitate de celulginta au fost folosite celulele melanomului B16. Riel@fectoritinti a fost 50:1.

Celuleletintd tumorale murine, care au fost susceptibile latafagtotoxic al splenocitelor activate de BAT-1yns:

melanomul B16, carcinomul pulmonar Lewis (3LL),rélsarcomul (MCA 105), carcinomul celulelor rinichiu
(MR 28)si limfomul (YAC) (Tabelul 8).
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Citotoxicitatea BAT-1 indusla splenocite impotriva celulelor tumoralestareci
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Eliberarea 51 Cr specifiq%)
Genulsoarecelui Celulele tumorii BAT-1
C57BL Melanom B16 5.4 13.6
Carcinom pulmonar Lewis (3LL) 11.2 24.0
Fibrosarcom (MCA 105) 27.0 45.0
BALB/C Limfom (YAC) 8 12.2
Carcinom renal (MR28) 0.1 5.2

Splenocitele au fost cultivaie vitro timp de 5 zile ra mAb BAT-1 (1 mg/ml). Citotoxicitatea a fost detenata
dupa relaia efectoritinta - 60:1.

b. Studiiin vivo

Cum este ditat Tn Tabelul 9 mai jos, BAT-1 manifasfecte imunostimulatoaggin vivo.

Stimularea ncorpérii [*H]Timidinei in splenocite de laoarece, care a fost injectat cu BAT-1 10 zile fmaur
(Tabelul 9a). Stimularea maxiir(volum de 10 ori maimare) a fosttotuti la administrarea BAT in doza de 10
mg/murine.

Inducerea citotoxiciii la splenocitelesoarecilor injectd cu BAT-1 (Tabelul 9b). BAT-1 s-a administrat 1lez
pari la analiza citotoxicitiii, inducand citotoxicitatea impotriva celulelor lweomului murin (B16-F10),
carcinomului renal (MR-289i limfomului (YAC). Efectul maximal a fost almut la administrarea BAT n cantitate

de 10 mg/murine.

Tabelul 9
Proliferareasi citotoxicitatea splenocitelor de $aareci injectd cu mAb BAT
A B
Incorporarea Eliberarea 51Cr sped¢ific
[*H]Timidinei (% +SEM)
cmp x 10°+SEM Celufi-tinta
BAT B16 MR-28 YAC
(mg/murin)
9.9+1.5 0 3.9+1.4 16.0+2.7 3.310.4
(n=16) (n=10) (n=8) (n=6)
15.3+2.3 1 13.2+1.4 31.7+2.8 16.7+1.6
(n=12) (n=6) (n=8) (n=6)
p<0.1 p<0.001 p<0.01 p<0.001
20.0£4.0 10 14.0+1.2 25.2+2.1 19.0+2.6
(n=14) (n=6) (n=8) (n=6)
p<0.05 p<0.001 p<0.02 p<0.001

Soarecii C57BLsi BALB/c au fost injecté i.v. cu diferite concenttda de mAb BAT. Citotoxicitategi incorporarea
[*H]Timidinei au fost determinate peste 10 zile l4espcitele izolate. Splenocitele de s@arecii C57BL au fost
testate pe melanom B16, iar splenocitele dgotecii BALB/c au fost testate pe celulele MRR9YAC (relatie
efectortintid - 50:1). Fiecare lot cgimea 6-16soareci in 3-4 experimente separate. Citotoxicitatdacorporarea
[*H]Timidimei au fost efectuate de trei ori la fieeaparecesi a fost calculat media. Rezultatele sunt prezentate in
forma de medieteroare standard lgaareci, P-rezultate sunt date pentru difeadntre martosi animalele tratate
cu BAT.

Exemplul 6

Efectul imunoterapeutic a lui BAT-1 impotriva turitor soarecilor

Cum este dgitat pe Tabelul 10, administrarea BAT-1 peste 1é lsoarecii infecté cu melanom, s-a mjorat
cantitatea metastazelor pulmonare ¥dnii soarecilor cu tumorile B16, 3Lk MCA.

al. Inkturarea metastazelor pulmonare ale melanomului Bl®arecii infecté folosind modelul metastazelor
pulmonare rezistente

Soarecii C57BL au fost infedtia(i.v.) cu celulele melanomului B16 in cantitate 50x16 (Tabelul 10). Peste 24 de
zile dup injecie in pimani s-au dezvoltat metastaze multiple (practidlaente), vezi Fig. 7, randul de sus.

Dar, lasoarecii, care peste dbgiptaméni dug infectare au fost injeciacu BAT-1 (10 mg/murin), @imanii practic
au fost ira metastaze ale melanomului B16.

Fig. 8 reprezirt sumarul rezultatelor gase experimente separate efectuate in ateleadiii ca si cele de mai sus.
Tabelul 10

Efectul antitumoral al mAbs BAT

Reducerea metastazelor pulmonare, indusBAT
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(c) Tumorile (a)
B16 | 3LL | MCA
Nurmarul Tratarea cu BAT(b)
metastazelor (c) - + - - - -
(n=24)(d) (n=27) (n=11) (n=11) (n=8) (n=9)
lipsa 0 25 0 6 0 4
1-10 0 2 0 4 0 5
11-50 8 0 3 1 5 0
>250 16 0 8 0 3 0
Greutatea gimanului| 0,803(e) 0,315 1,014 0,364 0,836 0,328
(9) +0,26 +0,66 10,21 +0,06 10,31 +0,06

a. Tumorile au fost injectate la ziua 0.

b. mAb BAT (10 mg/murin) a fost injectat la ziua. 14

c. Metastazele in pin&ni au fost calculate folosind stereomicroscopisZ peste 24 de zile dumfectare.

d. Nunarul soarecilor.

e. MediazSD greutii plamanilor de la (nyoareci.

a 2. Efectul antitumoral al mAb BAT-1, injectatdiferite timpuri in raport cu infectarea cu tumcaBl 6

Cum este ditat in Tabelul 11goarecii, care au primit inj¢ie din celulele melanomulyi au fost tratd cu mAb
BAT-1 peste 10-14 zile dapnfectare, n-au avut metastazegreutatea giméanilor lor a fost normal Micsorarea
considerabl, dar nu complét a cantittii metastazelor in pimanii soarecilor a fost depistata soareci, care au fost
imunizagi peste 5 zile dupinfectaresi nu mai tarziu de 19 zile dapnfectare. Injectarea cu BAT-1 in acgies cu
infectarea n-a avut efectul terapeutic.

Tabelul 11

Administrarea BAT in timp diferit relativ la infemtea cu melanomul B16
Ziua Nr.soarecilor Nr. metastazelor Greutateanphnilor
Lipseste 10 155.0+28 0.892+0.19
6 3 61.0+0.8 0.983+0.1
0 7 148+36 0.425+0.05
5 4 0.8+0.5 0.243+0.07
10 4 0.0+0.0 0.240+0.08
14 7 0.0+0.0 0.286+0.03
19 4 2.241.3 0.338+0.01
23 4 75.4+44 0.840+0.240

Ziua administirii mAb BAT in raport cu infectarea cu tumoarea@i

b. Eliminarea metastazelor pulmonare a carcinompllmonar Lewis (3LL) lasoarecii infecté cu folosirea
modelului metastazelor rezistente

Condiiile experimentale au fost similase sunt descrise la melanomul B16 (vezi mai suspfam de faptul & au
fost injectate cu 2xf0de celule. In Fig. 9, in randul de sus suntagir plimanii soarecilor infecté cu 3LL cu
metastaze multiple. Randul de jos in Fig. 9 samimanii soarecilor, la care dupinfectare a fost administrat
tratamentul cu BAT-1si care, cum se vede, sutitf metastaze.

Eliminarea metastazelor pulmonare a fibrosarcom(@CA 105) la soarecii infecté cu folosirea modelului
metastazelor rezistente

Condiiile experimentale sunt aceke@a la carcinomul pulmonar 3LL Lewis (vezi mai sus Fig. 10, in randul de
sus sunt ditati plamanii soarecilor infectd cu MCA 105 cu multiple metastaze. Randul de jod-ig. 10 arat
plaménii soarecilor, la care dupinfectare a fost administrat tratamentul cu BATsilgare, cum se vede, sumrd
metastaze.

Exemplul 7

BAT-1 tratareasoarecilor infectéi cu tumorile BATsi 3LL

Soarecii infectd cu celulele melanomului B16 sau 3LL, dumetoda descrismai sus, au pierit timp de 25-35 zile
dupi infectare. Darsi acei aérora li s-a injectat BAT-1 (10 mg/murin) la 14 zithipi infectare cu tumoare, au
supravigeuit mai mult de 100 de zile. Majoritatea animaleloare au supraviait pari la 5 luni, n-au prezentat
careva semne ale bajiinu au avut metastaze la momentul exaniipatomorfologice.

Exemplul 8

Transferarea adopta splenocitelor de Igparecele tratat cu mAb BAT-1 la recipient

Splenocitelesoarecilor, tratd numai cu mAb BAT-1 sau in primul rand infegtau celulele melanomului B1§
apoi tratéi cu mAb BAT-1, au fost transferate §aarecii recipiefi. Soarecii recipieti au fost infectd cu celulele
tumorale ale melanomului B16 sau 3LL. Cum es#tahin tabelul 12 mai jos, transferarea adaptisplenocitelor
de lagoareci imunizé cu BAT-1, s-a indus un regres al tumorilorstarecii recipiefi. Tratamentul cel mai eficient
a fost olinut la transplantarea a 1 6plenocite de laoarecii infects cu celulele melanomului B1§ peste 14 zile
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injectai cu BAT-1 lasoarecii-recipiefi cu tumori. Cum se vede in tabelul 12, in acest adost okinuti eliminarea
completi a celulelor melanomului B16i un regres considerabil al tumorii 3LL, care senifesti Tn nunirul
metastazelogi in greutatea f@manilor.

Aceste rezultate au demonstrat splenocitelesoarecilor infectd cu B16si tratai cu Bat-1, prezirit un efect
antitumoral Tmpotriva B16i 3LL. Astfel se poate presupun& BAT-1 amplifici mecanismele celulare efectoare
nespecifice. Mai mult decat atat, pregetumorilor a ficut posibil amplificarea genetii celulelor-efectori, induse
cu BAT-1.

Tabelul 12

Regresul tumorii induse prin transferarea adap(i®)

Soareci infectd cu tumoare (recipigi)

B16 | 3LL
Grupa donatorului Nr. splenocitelor transferate

1077 1078 107

Nr. Metas. Greut. pin. Nr. Metas. Greut. pin. Nr. Metas. (
A. netrai >250 1.09+0.9 (e) >250 1.12+0.04 >250 :
B. tratai cu BAT (b) 89+10 (d) 0.67+0.04 28+4.3 0.41+0.19 34%15 (
C. injectai cu B16 si | 44 0.3210.01 0+0.0 0.31+0.01 3.6+2.9 (
tratai cu BAT (c)

a. Splenocitele de la trei grupe glmareci (A, B, C) au fost injectate i.v. f@areci-recipieti peste 14 zile dup
infectare.

b. Splenocitele au fost transferate dgdareci peste 20 zile dajinjedie i.v. cu BAT (10 mgjoarece).

c. Item (b), dasoarecii au fost infectacu melanom B16 14 zile inainte de administrare8AT.

d. Numirul mediu al metastazelor pulmonare +SD de lastrareci.

e. Cantitatea medie a gretiitplamanilor (g) £SD de la traioareci.



