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Descricao referente 3 patente de in
vengao de DANA FARBER CANCER INSTI-
TUTE, instituto de investigagdo ci-
entifica, norte-americano, com domi
cilio 44, Binney Street, Boston,
Massachusetts 02115, Estados Unidos
da América, (inventores: Timothy
Alan Springer, Robert Rothlein, Ste
ven Dean Marlin e Michael Loran Dus
tin, residentes nos E.U.A.), para
"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE MO-
LECULAS DE ADESAO INTERCELULAR E DE
LIGANTES QUE PROMOVEM A LIGACAO DESH
TAS MOLECULAS BEM COMO DE AGENTES
TERAPEUTICOS E DE DIAGNOSTICO QUE
0OS CONTEM".

DESCRICAO

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Referéncia cruzada de pedidos relacionados

Este pedido & em parte continuagao
do Pedido de Patente dos US N?. de Série 045 963, depositado em
4 de Maio de 1987. Esta invengdo foi em parte feita com o apoio
do Governo. O Governo tem alguns direitos nesta invencao.

Dominio da invencado

A presente invengao diz respeito a
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moléculas de adesao intercelular tais como ICAM-1 que est3o en-
volvidas em processos através dos quais populagdes de linfdcitos
reconhecem e aderem a substractos celulares de tal modo que po-
dem migrar para locais de inflamagao e interactuar com as célu-
las durante reacgoes inflamatdrias. A presente invencdo diz res-
peito adicionalmente a moléculas de ligante capazes de juncio a
essas moléculas de adesao intercelular, a um ensaio de selecgéo
para esses ligantes e a usos para a molécula de adesdo intercelu

lar, para as moléculas de ligante e para o ensaio de separagao.

Descricao da técnica relacionada

Os leucdcitos devem ser capazes de
se fixarem a substratos no sentido de defenderem o hospedeiro
contra invasores estranhos, tais como bactérias ou virus. Encon-
tra-se publicada uma excelente revisao do sistema de defesa por
Eisen, H.W., (I: Microbiology, 3§ Ed. Harper & Row, Philadelphia
PA (1980), pp. 290-295 e 381-418). Os leucdcitos devem ser capa-

zes de se fixarem a células endoteliais de modo a poderem migrar

a partir da circulagao para locais de inflamagido em actividade.
Além disso devem fixar-se a células que apresentem antigenes de
modo a que possa ocorrer uma resposta imune especifica normal, e
finalmente devem fixar-se a células visadas apropriadas de manei
ra que possa ocorrer a lise de células infectadas com virus ou
de células tumorais.

Recentemente as moléculas da super-
ficie dos leucdcitos envolvidas na medig3o destas fixacdes foram
identificadas utilizando-se a tecnologia dos hibridomas. Em resu
mo, foram identificados os anticorpos monoclonais dirigidos con-
tra células T humanas (Davignon, D. et al., proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78: 4535-4539 (1981)) e ceélulas de bago de rato (Sprin-
ger, T. et al. Eur. J. Immunol. 9: 301-306 (1979)) que se ligam

a superficies de leucdcitos e inibem as fungdes relacionadas com
a fixagao descritas acima (Springer, T. et al., Fed. Proc. 44:
2660-2663 (1985)). As moléculas identificadas por aqueles anti-

corpos foram denominadas Mac-l e Antigene-1 associado a Fungado
de Linfocito (LFA-1). O Mac-1 & um heterodimero que se encontra
nos macrofagos, granuldocitos e grandes linfdcitos granulares. O
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- dades de beta participam, uma andlise mais pormenorizada de subu

LFA-1 & um heterodimero que se encontra na maior parte dos linfd
citos (Springer, T.A., et al. Immunol. Rev. 68: 111-135 (1982)).

Estas duas moléculas, mais uma terceira molécula, pl50,95 (que
tem uma distribuigao nos tecidos semelhantes a Mac-1) desempe-
nham um papel na adesao celular (Keiser, G. et al., Eur. J. Immu
nol. 15: 1142-1147 (1985)).

Verificou-se que as moléculas dos
leucdcitos acima mencionadas eram membros de uma familia relacio
nada de glicoproteinas (Sanchez-Madrid, F. et al., Exper. Med.
158: 1785-1803 (1983); Keizer, G.D. et al., Eur. J. Immunol. 15:
1142-1147 (1985)). Esta familia de glicoproteinas & composta por

heterodimeros que tém uma cadeia alfa e uma cadeia beta. Apesar
de as cadeias alfa de cada um dos antigenes diferirem umas das

outras, verificou-se que a cadeia beta se mantinha em alto grau
sem alterag5es (Sanchez-Madrid, F. et al., Exper. Med. 158: 1785

-1803 (1983)). Verificou-se que a cadeia beta da familia de gli-
coproteinas (por vezes referida como "CD18") tinha um peso mole-
cular de 95 kd enquanto que se verificou que as cadeias alfa va-
riavam de 150 kd a 180 kd (Springer, T., Fed. Proc. 44: 2660-

-2663 (1985)). Apesar de as subunidades de alfa das proteinas da

membrana nao participarem da homologia extensiva como as subuni-

nidades de alfa das glicoproteinas revelaram que existem substan|
ciais semelhangas entre elas. Sao feitas revisdes das semelhan-

¢as entre as subunidades de alfa e beta das glicoproteinas rela-
cionadas com LFA-1 por Sanchez-Madrid, F. et al., J. Exper. Med.
158: 586-602 (1983)); J. Exper. Med. 158: 1785-1803 (1983).

Identificou-se um grupo de indivi-

duos que sao incapazes de exprimir quantidades normais de qual-
quer membro desta familia de proteinas de adesdo nas superficies
ceulares dos seus leucdcitos (Anderson, D.C., et al., Fed. Proc.
44: 2671-2677 (1985); Anderson, D.C. et al., J. Infect. Dis. 152
668-689 (1985)). Linfdcitos desses pacientes mostraram in vitro

defeitos semelhantes a 1infdcitos normais de que a familia LFA-
-1 de moléculas tivesse sido antagonizada por anticorpos. Além
disso, estes individuos eram incapazes de dar uma resposta imune

normal devido & incapacidade das suas células para aderir a subs
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tratos celulares (Anderson, D.C., et al., Fed. Proc. 44: 2671-
-2677 (1985); Anderson, D.C., et al., J. Infect. Dis. 152: 668-

-689 (1985)). Estes dados mostram que as respostas imunes sio mi

tigadas quando os linfdcitos s3o incapazes de aderir dum modo
normal devido a falta de moléculas de ades3o funcionais da fami-
lia LFA-1.

Assim, em resumo, a capacidade dos
linfdocitos de manter a saiide e viabilidade de um animal requer
que eles sejam capazes de aderir a outras células (tais como c&-
lulas endoteliais). Verificou-se que esta aderéncia requer con-

tactos célula-célula que envolvem mol&culas receptoras especifi-

. cas presentes na superficie das células dos linfdcitos. Estes re

ceptores capacitam um linfdcito para aderir a outros linfdcitos

‘ou a células endoteliais ou outras células ndo vasculares. As mo

léculas receptoras da superficie da célula estao altamente rela-
cionadas umas com as outras como se tem verificado. Os seres hu-

manos a cujos linfocitos faltam estas moléculas receptoras da su

'perficie das células mostram infecgdes cronicas e recorrentes,

bem como outros sintomas clinicos incluindo respostas de anticor
po defecientes.

Dado que a adesao de linfdcitos es-
ta envolvida no processo através do qual qualquer tecido estra-
nho & identificado e rejeitado, uma compressiao deste processo e
de valor significativo nos campos da transplantacao de orgaos,
enxerto de tecidos, alergia e oncologia.

RESUMO DA INVENCEO

A presente invengao diz respeito a
Molécula de Adesdao Intercelular-1 (ICAM~-1) bem como aos seus de-
rivados funcionais. A invencdo refere-se adicionalmente a anti-
corpos e a fragmentos de anticorpos capazes de inibir a fungao
de ICAM-1 e a outros inibidores da funcao de ICAM-1; e a anilise!
capazes de identificar tais inibidores. A invengao inclui adicig
nalmente procedimentos de diagndstico e terapéutica para todas
as moléculas acima descritas.

Em pormenor, a invengao inclui a mo
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lécula de adesdo intercelular ICAM-1 ou os seus derivados funcio
nais substancialmente livres de contaminantes naturais. A inven-
Gao refere-se além disso dquelas moléculas que sao capazes adi-
cionalmente de se ligarem a uma molécula presente na superficie

de um linfocito.
A invengao refere-se para além dis-

so a molécula de ades3o intercelular ICAM-1 e aos seus derivados
que estao marcados permitindo a detecgio. '

A invengao inclui adicionalmente
uma molécula de ADN recombinante capaz de exprimir ICAM-1 ou um

seu derivado funcional.
A invengao também inclui um proces-

§O para recuperar ICAM-1 numa forma substancialmente pura que

compreende as seguintes fases:

(a) solubilizar ICAM-1 a partir das membranas de células que ex-
primem ICAM-1, para formar uma preparagao de ICAM-1 solubili
zada,

(b) introduzir a preparagao de ICAM-1 solubilizada numa matriz
de afinidade, matriz esta que contem anticorpos capazes de
se ligarem a ICAM-1,

(c) permitir a liga¢do de ICAM-1 ao anticorpo da matriz de afini
dade,

(d) remover da matriz qualquer composto incapaz de ligagao ao an,
ticorpo e

(e) recuperar o ICAM-1 numa forma substancialmente pura por elui

Gao da ICAM-1 a partir da matriz.
A invengao inclui adicionalmente um|

anticorpo capaz de ligagao a uma molécula seleccionada do grupo
constituido por ICAM-1 e um derivado funcional de ICAM-1. A in-
vengao também inclui uma cé&lula de hibridoma capaz de produzir

um tal anticorpo.
A invengao inclui para além disso

uma célula de hibridoma capaz de produzir o anticorpo monoclonal;
R6-5-D6.

A invengao inclui para além disso
um processo para produzir uma célula de hibridoma desejada que
produz um anticorpo que & capaz de ligacao a ICAM-1 que compreen
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de:

(A) imunizar um animal com uma célula que expressa ICAM-1,

(B) fundir as células de bago do animal com uma linha de células
de mieloma,

(C) permitir que as células de bago e de mieloma fundidas formem
células de hibridoma que segregam anticorpos e

(D) seleccionar de entre as células de hibridoma a célula de hi-
bridoma pretendida que & capaz de produzir um anticorpo ca-
paz de ligagao a ICAM-1.

A invengao inclui tanto a célula de
hibridoma como o anticorpo produzido pela célula de hibridoma,
obtido pelo método acima descrito.

A invengao diz respeito também a um
método de identificagdo de um antagonista de nio-imunoglobulina
de adesao intercelular que compreende:

(A) incubar um agente nao-imunoglobulina capaz de ser um antago-
nista de adesdo intercelular com uma preparaciao de linfdcito que
contém uma pluralidade de células capazes de agregagao;

(B) examinar a preparagao de linfdcito para determinar se a pre-
senga do agente inibe a agregagao das células da preparacao de
linfdcito; sendo o agente identificado como um antagonista de
adesao intercelular pela inibigdo de agregagio.

A invengado diz ainda respeito a um
método para tratar uma inflamacdo resultante de uma resposta do
sistema de defesa especifico num mamifero que compreende provi-
denciar a um individuo com necessidade de um tal tratamento uma
quantidade de um agente anti-inflamatdrio suficiente para supri-
mir a inflamagéo; sendo o agente anti-inflamatdorio seleccionado
do grupo constituido por: um anticorpo capaz de ligagdao a ICAM-1;
um fragmento de um anticorpo em que o fragmento & capaz de liga-
gao a ICAM-1; ICAM-1; um derivado funcional de ICAM-1; e um anta
gonista nao-imunoglobulina de ICAM-1.

A invengao inclui além disso o méto
do acima descrito de tratamento da inflamagdo em que o antagonis
ta nao-imunoglobulina de ICAM-1 & um antagonista nao-imunoglobu-
lina de ICAM-1 diferente de LFA-1l.

A invengao diz também respeito a um




método de suprimir as metisteses de células de tumor hematopoié-
tico, requerendo a célula um membro funcional da familia de LFA-
-1 para migrar, método esse que compreende dar ao paciente que
necessita de tal tratamento uma quantidade de um agente anti-in-
flamatdrio suficiente para suprimir as metdsteses; sendo o agen-
te anti-inflamatdrio seleccionado do grupo constituido por: um
anticorpo capaz de ligagdo a ICAM-1; um fragmento de um anticor-
PO, sendo o fragmento capaz de ligagéo a ICAM-1; ICAM-1; um deri
vado funcional de ICAM-1; e um antagonista nao-imunoglobulina de
ICAM-1.

A invengao inclui para aldm disso o
método acima descrito de suprimir as metisteses das celulas de
tumor hematopoiético em que o antagonista nao-imunoglobulina de
ICAM-1- & um antagonista nio imunoglobulina de ICAM-1 diferente
de LFA-1.

A invengdo inclui também um método
de supressao do crescimento de células de tumor expressas em
ICAM-1 que compreende dar a um paciente com necessidade de tal
tratamento uma quantidade de uma toxina suficiente para suprimir
O crescimento, sendo a toxina seleccionada do grupo constituido
por uma toxina derivatizada de um anticorpo capaz de ligagdo a
ICAM-1; uma toxina derivatizada de um fragmento de anticorpo,
sendo o fragmento capaz de ligagdo a ICAM-1; uma toxina derivati
zada membro de uma famIlia de moléculas LFA-1; e uma toxina deri
vatizada derivada funcional de um membro da famiIlia de moleculas
LFA-1.

A invengdo também diz respeito a um
método para suprimir o crescimento de células de tumor expressas
em LFA-1 que compreende dar a um paciente que necessita tal tra-
tamento uma quantidade de toxina suficiente para suprimir tal
crescimento, sendo a toxina seleccionada do grupo constituido
por ICAM-1 derivatizado por uma toxina; e um derivado funcional
de ICAM-1 derivatizado por uma toxina.

A invengao diz além disso respeito
a um método para diagnosticar a presenca e a localizagao de uma
inflamagao resultante de uma resposta do sistema de defesa espe-
cifico num mamifero suspeito de ter a inflamagao que compreende:




(a) administrar ao individuo uma composig¢do que contdm um ligan-
te de juncao marcado detectavelmente capaz de identificar uma
célula que expressa ICAM-1l, e

(b) detectar o ligante de juncgdo.

Adicionalmente a invengdo proporcio
na um método para diagnosticar a presenga e a localizagao de uma
inflamagao resultante de uma resposta do sistema de defesa espe-
cifico num mamifero suspeito de ter a inflamagdo que compreende:
(a) incubar uma amostra de tecido do individuo com a composigao

contendo um ligante de jungdao marcado detectavelmente capaz
de identificar uma célula que expressa ICAM-1, e

(b) detectar o ligante de juncao.

A invengao também se refere a um mé
todo de diagnosticar a presenca e a localizagao de uma célula de
tumor que expressa ICAM-1 num mamifero suspeito de ter uma tal
célula, que compreende:

(a) administrar ao individuo a composicdao que contém um ligante
de jungao marcado detectavelmente capaz de jungao a ICAM-1,
sendo o ligante seleccionado do grupo constituido por um an-
ticorpo e um fragmento de um anticorpo, sendo o fragmento ca
paz de ligacao a ICAM-1, e

(b) detectar o ligante de jungao.

A invengdo também diz respeito a um
método de diagnosticar a presenga e a localizagao de uma célula
de tumor que expressa ICAM-1 num mamifero suspeito de ter uma
tal célula, que compreende:

(a) incubar uma amostra de tecido do individuo com uma composi-
¢3o contendo um ligante de juncdo marcado detectavelmente ca
paz de ligagdao a ICAM-1, sendo o ligante seleccionado de um
grupo constituido por um anticorpo e um fragmento de anticor
po, sendo o fragmento capaz de ligagao a ICAM-1, e

(b) detectar o ligante de juncgido.

A invengao também se refere a um mé
todo de diagnosticar a presenga e a localizagao de uma célula de
tumor que expressa um membro da familia de moléculas LFA-1 num
individuo suspeito de ter uma tal célula, que compreende:

(@) administrar ao individuo uma composicdo que contém um ligan-
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te de juncgao marcado detectavelmente capaz de ligagao a um
membro da familia de moléculas LFA-1, sendo o ligante selec-
cionado do grupo constituido por ICAM-1 e um derivado funcio
nal de ICAM-1, e

(b) detectar o ligante de juncgao.

A invengao também diz respeito a um
método para diagnosticar a presenga e a localizagao de uma célu-
la de tumor que expressa um membro da familia de moléculas LFA-1
num individuo suspeito de ter uma tal célula que compreende:

(a) incubar uma amostra de tecido do individuo na presenca de um
ligante de jungao marcado detectavelmente capaz de ligagao a
um membro da familia de moléculas LFA-1l, sendo o ligante se-
leccionado do grupo constituido por ICAM-1 e por um derivado
funcional de ICAM-1, e

(b) detectar o ligante de jungdo que estid ligado a um membro da

familia de moléculas LFA-1 presente na amostra do tecido.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra sob a forma de
diagrama a adesdao entre uma célula normal e uma célula com defi-
ciéncia em LFA-1.

A Figura 2 mostra sob a forma de
diagrama o processo de adesao de célula normal/normal.

A Figura 3 mostra a cinética de
agregagao celular na auséncia de (X) ou na presen¢a de 50 ng/ml
de PMA (O).

_ A Figura 4 mostra a coagregagao en-
tre as células LFA-1 e LFA-1T. células transformadas EBV (104)
marcadas com diacetato de carboxifluoresceina, como designado na
figura, foram misturadas com 10° células autdlogas nio marcadas
(barras a cheio) ou células JY (barras vazias) na presenca de
PMA. Depois de 1,5 horas as células marcadas, em agregados ou 1i
vres, foram numeradas usando a andlise qualitativa do Exemplo 2.
A percentagem de células marcadas em agregados & evidenciada.
Mostra-se um ensaio representativo de dois.

A Figura 5 mostra a imunoprecipita-




cdo de ICAM-1 e de LAF~-1 a partir das células JY. Os lisados de
Triton X-100 de células JY (pistas 1 e 2) ou tamp3o de lise para
comparagao (pistas 3 e 4) foram imunoprecipitados com anticorpos
capazes de ligacao a ICAM-1 (pistas 1 e 3) ou com anticorpos ca-
pazes de ligagao a LFA-1 (pistas 2 e 4). O painel A mostra resul
tados sob condigOes redutoras; o painel B mostra resultados obti
dos sob condigoes nado redutoras. Os pesos moleculares padr3o cor
reram na pista S.

A Figura 6 mostra a cinética dos
efeitos de IL-1 e de interferao gama na expressao de ICAM-1 em
fibroblastos dérmicos humanos. Os fibroblastos dérmicos humanos
foram cultivados até uma densidade de 8 x lO4 células/alvéolo de
0,32 cm2. Adicionou-se IL-1 (10 U/ml, circulos fechados) ou in-
terferao gama recombinante (10 U/ml, quadrados abertos) e no tem
po indicado, arrefeceu-se 0 ensaio a 49 C e realizou-se uma ana-
lise de ligagao indirecta. O desvio padrao nao excedeu 10%.

A Figura 7 mostra a dependéncia de
concentragao dos efeitos de IL-1 e de gama interferdo sobre a
ICAM-1. Os fibroblastos dérmicos humanos foram cultivados até
uma densidade de 8 x lO4 células/0,32 cm2/alvéolo. Adicionaram-
-se IL-2 (circulo aberto), IL-1 humano recombinante (quadrado
aberto), IL-1 de rato recombinante (quadrado a cheio), interfe-
rao gama humano recombinante (circulos a cheio) e interferio be-
ta recombinante (tridngulo aberto) na diluicdo indicada e incuba
ram-se durante 4 horas (IL-1) ou 16 horas (interferdo gama e be-
ta). Os resultados indicados sdo as médias de determinagdes em
quadruplicado; o desvio padrao nao excedeu 10%.

A Figura 8 mostra a sequéncia de nu|
cledtidos e de acidos aminados do ADNc de ICAM-1. O primeiro ATG
estd na posigdo 58. As sequéncias traduzidas correspondentes aos
peptideos tripticos de ICAM-1 estdo sublinhadas. O presumivel
peptideo de sinal hidrofdbico e as sequéncias de transmembrana
tém um sublinhado forte. Os locais de glicosilagdo N-ligada es-
tao enquadrados. O sinal de poliadenilagao AATAAA na posigao 2974
tem um trago por cima. A sequéncia apresentada é para o clone de
ADNc de HL-60. O ADNc de célula endotelial foi sequenciado na
maior parte do seu comprimento e mostrou apenas diferencas mini-

- 10 -
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A Figura 9 mostra os dominios homo-
logos de ICAM-1l e as relagdes com a familia de supergenes de imu
noglobulina. (A) alinhamento de 5 dominios homdlogos (D1-5). Doisg
ou mais residuos idénticos que alinham estao enquadrados. Os re-
siduos que se mantém duas ou mais vezes nos dominios de NCAM,
bem como os residuos que se conservam nos dominios dos conjuntos
C2 e Cl foram alinhados com as repetigoes internas de ICAM-1. A
localizacdo das cadeias @ previstas no dominio de ICAM-1 esta
marcada com barras e letras minisculas por cima dos alinhamentos
e a localizagao conhecida de cadeias (3 nos dominios de imunoglo-
bulina C & marcada com barras e letras mailisculas por baixo do
alinhamento. A posicao da presumivel ponte de dissulfureto entre
os dominios de ICAM-1 & indicada por S-S. O alinhamento (B-D) de
dominios de proteina homdlogos aos dominios de ICAM-1; as protel
nas foram inicialmente alinhadas por busca nas bases de dados
NBRF usando o programa FASTP. As sequéncias de proteina sao MAG,
NCAM, dominio V de subunidade o< de receptor de células T, cadeia
IgMp e glicoproteina o -1-B.

A Figura 10 mostra uma comparagao
por meio de diagrama das estruturas secundarias de ICAM-1 e de
MAG.

A Figura 11 mostra células linfo-
blastdoides B transformadas por EBV LFA-1 positivas ligadas a
ICAM-1 em membranas planares.

A Figura 12 mostra a ligagao de lin
foblastos T e de células de linfoma T LFA-l-positivos a ICAM-1
em vesiculas de ligagao plastica.

A Figura 13 mostra a inibigao de 1i
gagao de células JY linfoblastdides B que se ligam a ICAM-1 em
vesiculas ligadas a plastico por pré-tratamento de células ou dsg
vesiculas com anticorpos monoclonais.

A Figura 14 mostra o efeito da tem+
peratura na ligagdo de linfoblastos T a ICAM-1 em vesiculas ligd
das a plastico.

A Figura 15 mostra a necessidade de

catioes divalentes para a ligacao de linfoblastos T a ICAM-1 em
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vesiculas ligadas a plastico.

A Figura 16 mostra o efeito de anti
corpos de anti-adesao na capacidade das células mononucleares de
sangue periférico de proliferarem em resposta ao reconhecimento
do antigene associado 3s células T OKT3. "OKT3" indica a adicao

|do antigene.

A Figura 17 mostra o efeito de anti
corpos de antiadesao na capacidade das células mononucleares de
sangue periférico de proliferarem em resposta ao reconhecimento

do mitogene de células T n3ac especifico, concanavalin A. "CONA"

indica a adigao de concanavalin A.

A Figura 18 mostra o efeito de anti
corpos de antiadesdao na capacidade de células mononucleares de
sangue periférico de proliferarem em resposta ao reconhecimento
do antigene da hemocianina de Megathura crenulata ("Keyhole lim-

pet hemocyanin"). A adigdo da hemocianina de Megathura crenulata
ds células & indicado por "KLH".

A Figura 19 mostra o efeito de anti
corpos de antiadesdo na capacidade de cédlulas mononucleares de
sangue periférico de proliferarem em resposta ao reconhecimento
do antigene toxoide do tétano. A adicdo do antigene toxoide do
tétano as células & indicado por "AGN".

A Figura 20 mostra a expressido de

nao cultivadas; (B) células estimulador x sensiveis n3o cultiva-
das; (C) células sensiveis cultivadas durante 24 horas; (D) célu
las estimulador x sensiveis cultivadas durante 24 horas.
(legenda: ----- sem anticorpo monoclonal;
«++«.. imunoglobulina de rato;
anti-ICAM-1 de rato).

DESCRICAO DAS CONCRETIZACOES PREFERIDAS

Um aspecto da presente invencao diz
respeito 3 descoberta de um ligante de jung¢ao natural a LFA-1.

Moléculas como as da familia LFA-1, que estao envolvidas no pro-
cesso de adesdo celular, sdo referidas como "moldculas de adesaot

ICAM-1 sobre mondcitos periféricos humanos. (A) células sensiveis
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O ligante de jungdo natural da pre-
sente invengado & designado por "Molécula-1 de Adesido Intercelu-
lar" (Intercellular Adhesion Molecule-l) ou "ICAM-1". A ICAM-1 &
uma glicoproteina de 76 a 97 Kd. A ICAM-1 n30o & um heterodimero.
A presente invengao refere-se a ICAM-1 e aos seus "derivados fun
cionais". Um "derivado funcional" de ICAM-1 & um composto que
possul uma actividade bioldgica (quer seja funcional ou estrutu-
ral) que & substancialmente semelhante 3 actividade bioldgica de
ICAM-1. O termo "derivados funcionais" & entendido incluir "frag
mentos”, "variantes", "andlogos" ou "derivados quimicos" duma mo
lécula. Um “"fragmento" de uma molécula tal como ICAM-1 & entendi
do referir-se a qualquer subconjunto de polipeptideos da molécu-
la. Um "variante" da molécula tal como ICAM-1 & entendido refe-
rir-se a uma molécula substancialmente semelhante em estrutura e
fungao seja a molécula inteira seja a um seu fragmento. Diz-se
que uma molécula & "substancialmente semelhante" a uma outra mo-
lécula se ambas as moléculas tem estruturas substancialmente se-
melhantes ou se ambas as moléculas possuem actividade bioldgica
semelhante. Assim, contanto que duas moléculas possuam uma acti-
vidade semelhante, elas s3o consideradas variantes na acepgao
com que este termo & aqui usado mesmo se a estrutura de uma das
moléculas ndo existe na outra ou se a sequéncia de residuos de
acidos aminados nao & idéntica. Um "analogo" de uma molécula tal
como ICAM-1 & entendido referir-se a uma molécula substancialmen
te semelhante em fungdo seja & molécula inteira seja a um seu
fragmento. Como se usa aqui, diz-se que uma molécula & um deriva
do quimico de uma outra molécula quando contém fracgoes quimicas
adicionais que nao sao normalmente uma parte de molécula. Tais
fracgoes podem melhorar a solubilidade da molécula, a absorcgao,
a semi-vida bioldgica, etc.. As fracgdes podem em alternativa di
minuir a toxicidade da molécula, eliminar ou atenuar qualquer
efeito lateral indesejavel da molécula, etc.. Est3o descritas

fracgoes capazes de mediar tais efeitos em Remington's Pharmaceu

tical Sciences (1980). As moléculas de "toxina derivatizada"

constituem uma classe especial de "derivados quimicos". Uma mole
cula de "toxina derivatizada" & uma molécula (tal como ICAM-1 ou
um anticorpo) que contém uma fracgdo de toxina. A ligagao de tal




molécula a uma célula tras a fracgao de toxina para a proximida-
de restrita da célula e por isso provoca a morte da célula. Qual
quer fracg¢ao de toxina adeguada pode ser utilizada; contudo é
preferivel utilizar toxinas tais como, por exemplo, toxina de ri
cino, toxina de difeteria, toxinas radioisotdopicas, toxinas que
formam canal de membrana, etc.. Os processos para acoplar tais
fracgdes a uma molécula s3o bem conhecidos na especialidade.

Uma molécula antigénica tal como
ICAM-1 ou membros da familia de moléculas LFA-1 s3o naturalmente
expressos nas superficies dos linfdcitos. Por isso a introdugéo
de tais células num animal apropriado, por exemplo por injecgdo
intraperitoneal, etc., darida como resultado a produgéo de anticor
pos capazes de ligagao a ICAM-1 ou a membros da familia de molé-
culas LFA-1. Se desejarmos, o soro de um tal animal pode ser re-
tirado e usado como fonte de anticorpos policlonais capazes de
ligagao a essas moléculas. £ contudo preferivel remover esplend-
citos a partir de tais animais, para fundir as células de bago
referidas com uma linha de células de mieloma e permitir que taig
células de fusdao formem uma célula hibridoma que segrega anticor
pos monoclonais capazes de ligagdo a ICAM-1 ou a membros de fami
lia de moléculas LFA-1.

As células de hibridoma obtidas do
modo descrito acima podem ser seleccionados por uma variedade de
métodos para identificar as células de hibridoma pretendidas que
segregam anticorpo capaz de ligagao quer a ICAM-1 quer a membros
da familia de moléculas LFA-1. Num ensaio de selecgao preferido
as referidas moléculas s3o identificadas pela sua capacidade de
inibir a agregag@o de células transformadas por virus Epstein-
-Barr. Os anticorpos capazes de inibir esta agregagao sdo mais
tarde seleccionados para determinar se inibem esta agregagao por
ligagao a ICAM-1 ou a um membro da familia de moléculas LFA-1.
Qualquer meio capaz de distinguir ICAM-1 da familia de moléculas
LFA-1 pode ser utilizado nesta selecgdo. Assim, por exemplo, o
antigene ligado pelo anticorpo pode ser analisado por exemplo
por imunoprecipitagao e por electroforese em gel de poliacrilami
da. Se o antigene ligado & um membro da familia de moléculas LFA
-1, entao verificar-se-i que o antigene imunoprecipitado & um di




mero, enquanto que se o antigene & ICAM-1 ter-se-3o imunoprecipi

tado espécies de peso molecular simples. Em alternativa, & possi
vel distinguir entre estes anticorpos que se ligam a membros da
familia de moléculas LFA-1 daqueles que se ligam a ICAM-1 por se
lecgdo pela capacidade do anticorpo se ligar a células tais como
granuldcitos que exprimem LFA-1, mas nao ICAM-1. A capacidade de
um anticorpo (conhecido por inibir a agregagao celular) para se
ligar a granuldcitos indica que o anticorpo & capaz de ligacgao

a LFA-1. A auséncia de tal ligagdo & indicativa de um anticorpo
capaz de reconhecer ICAM-1. A capacidade de um anticorpo de se
ligar a uma célula tal como um granuldcito pode ser detectada
por meio de técnicas comummente utilizadas. Tais meios incluem
analises imunoldgicas, aglutinagao celular, estudos de ligacao
em filtro, precipitagdo de anticorpos, etc..

Os anticorpos de anti-agregacio da
presente invengao podem em alternativa ser identificados por me-
digao da sua capacidade de se ligarem diferencialmente 3s célu-
las que expressam ICAM-1 (tais como células endoteliais activa-
das), e da sua incapacidade de se ligarem a células que nao con-
seguem expressar ICAM-1. Como serd brevemente apreciado pelos co
nhecedores da matéria, os ensaios citados podem ser modificados,
ou realizados numa ordem sequencial diferente para fornecer uma
variedade de analises de selecgao potenciais cada uma das quais
é capaz de identificar e descriminar entre anticorpos capazes de
ligagdo a ICAM-1 e membros da familia de moldculas LFA-1.

Os agentes anti-inflamatdrios da
presente invengao podem ser obtidos por processos naturais (tais
como, por exemplo, por indugdo num animal, fungo, bactéria, etc.
para produzir um antagonista ndo imunoglobulina de ICAM-1, ou
por induzir um animal a produzir anticorpos policlonais capazes
de ligagao a ICAM-1); por métodos de sintese (tais como, por
exemplo, usando o método de Merrifield de sintese de polipepti-
deos para sintetizar ICAM-1, derivados funcionais de ICAM-1 ou
antagonistas de proteina de ICAM-1 (quer imunoglobulina ou nio-
—imunoglobulina); por tecnologia de hibridoma (tal como, por
exemplo, para produzir anticorpos monoclonais capazes de ligagao
a ICAM-1); ou por tecnologia recombinante (tal como, por exempld

y




' ligagao dependente de LFA-1 pode ser determinada por analise do
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para produzir os agentes anti-inflamatdrios da presente invencao
em diversos hospedeiros (i.e., em fermentos, bactérias, fungos,
células de mamiferos cultivadas, etc.), ou a partir de plasmi-
deos recombinantes ou de vectores virais). A escolha de cada mé-
todo a empregar dependera acima de tudo de factores tais como
conveniéncia, rendimento desejado, etc.. Nao & necessirio empre-
gar soOmente um dos métodos, processos, ou tecnologias acima des-
critos para produzir um agente anti-inflamatdrio particular; os
processos, métodos e tecnologias acima descritos podem combinar-

-se no sentido de obter um agente anti-inflamatdrio particular.

A. Identificacao do Parceiro de Ligacao de LFA-1 (ICAM-1)

1. Analise de Agregacio dependente de LFA-1

Muitas células transformadas por vi
rus de Epstein-Barr apresentam agregagéo. Esta agregagéo pode
ser realcada na presenca de ésteres de forbol. Verificou-se que
esta agregacgao homotipica (isto &, agregagao envolvendo sdmente
um tipo de células) & bloqueada por anticorpos anti-LFA-1 (Roth-
lein, R. et al., J. Exper. Med. 163: 1132-1149 (1986)), cuja re-

feréncia esta incorporada aqui por referéncia). Assim o grau de

grau da formagao do agregado expontdneo ou dependente do éster
de forbol.

Um agente que interfere com a agre-
gagao dependente de LFA-1 pode ser identificado através do uso
de uma analise capaz de determinar se o agente interfere quer
com o agregado expontdnea quer com o dependente do éster de for-
bol das células transformadas por virus de Epstein-Barr. A maior
parte das células transformadas por virus de Epstein-Barr podem
ser utilizadas num tal ensaio sempre que as células sejam capa-
zes de expressar a molécula de receptor de LFA-1. Estas células
podem ser preparadas de acordo com a técnica de Springer, T.A.
et al., J. Exper. Med. 160: 1901-1918 (1984), cuja referéncia &

aqui incorporada por citagdo. Apesar de ser possivel empregar
quaisquer destas células na andlise de ligagdo dependente de LFA
-1 da presente invencao, & preferivel empregar células da linha
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de células JY (Terhost, C.T. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
73: 910 (1976)). As células podem ser cultivadas em qualquer meic

adequado; contudo & altamente preferivel cultivar as células no
meio de cultura RMPI 1640 suplementado com soro fetal de vitela
a 10% e 50 ug/ml de gentamicina (Laboratdrios Gibco, NY). As cé-
lulas devem ser cultivadas sob condicoes adequadas para a proli-
feragao de células de mamifero (isto &, a uma temperatura de ge-
ralmente 379 C, numa atmosfera de 5% de CO,, a uma humidade rela
tiva de 95%, etc.).

2. Ligagao de LFA-1 a ICAM-1

Foram identificados individuos huma
nos a cujos linfdcitos falta a familia de moléculas de receptor
de LFA-1 (Anderson, D.C. et al., Fed. Proc. 44: 2671-2677 (1985);
Andersen, D.C. et al., J. Infect. dis. 152: 668-689 (1985)). piz
-se de tais individuos que sofrem de Deficidncia de Adesio dos

Leucdcitos ("Leukocyte Adhesion Deficiency" = LAD). As células
transformadas por EBV de tais individuos nio conseguem agregar-
—Seé quer expontaneamente quer em presenca de ésteres de forbol
na andlise de agregagdo atris citada. Quando estas células sido
misturadas com células que expressam LFA-1 verificou-se agrega-
gao (Rothlein, R et al., J. Exper. Med. 163: 1132-1149 (1986))
(Figura 1). Muito importante & que estes agregados nao se formam

se estas células eram incubadas na presenca de anticorpos anti-
-LFA-1. Assim, apesar de que a agregagao requeria LFA-1, a capa-
cidade das células com deficiéncia em LFA-1 para formar agrega-
dos com células que contém LFA-1l indicava que o parceiro de liga
Gao de LFA-1 ni3o era LFA-1 mas em vez disso uma molécula de ade-
sao celular n3o descoberta previamente. A figura 1 mostra o meca

nismo de adesao celular.

B. Molécula-1 de Adesdo Intercelular (ICAM-1)

A nova molécula de ades3o intercelu
lar foi identificada em primeiro lugar e parcialmente caracteri-
zada de acordo com o processo de Rothlein, R. et al., J Immunol.
137: 1270-1274 (1986) cuja referéncia & aqui incorporada por ci-
taga8o. Para detectar a molécula ICAM-1, os anticorpos monoclonais
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foram preparados com células de baco de rato imunizado com célu-.
las de individuos geneticamente deficientes em expressao em LFA-
-1l. Os anticorpos resultantes foram seleccionados pela sua capa-
cidade de inibir a agregagao das células que expressam LFA-1 (Fi
gura 2). Em pormenor, a molécula ICAM-1, foram imunizados ratos
com células B transformadas por EBV de pacientes LAD que nao ex-
pressam o antigene de LFA-l. As células de bago destes animais
foram em seguida removidas, fundidas com células de mieloma, dei
xando-se que se tornassem células de hibridoma produtoras de an-
ticorpos monoclonais. As células B de individuos normais trans-
formadas por EBV que exprimem LFA-1 foram depois incubadas na
presenga do anticorpo monoclonal da célula de hibridoma a fim de
identificar qualquer anticorpo monoclonal que fosse capaz de ini
bir a agregagao expontdnea mediada pelo éster de forbol dependen
te de LFA-1 das células B transformadas por EBV. Uma vez que as
células de hibridoma tinham sido derivadas de células que nunca
tinham encontrado o antigene LFA-1 n3io se produziu qualquer antij
corpo monoclonal para LFA-l. Assim qualquer anticorpo que se ve-
rifique inibir a agregacdo deve ser capaz de ligagao a um antige|
ne, que, apesar de nao ser LFA-1, participa no processo de ade-
sao de LFA-1, Apesar de se poder utilizar qualquer método para
obter tais anticorpos monoclonais, & preferivel obter anticorpos
monoclonais de ligagao a ICAM-1 por imunizacdo de ratos BALB/C
usando as vias e programas descritos por Rothlein, R et al., (J.
Immunol. 137: 1270-1274 (1986)) com células mononucleares de san
gue periférico transformadas por virus de Epstein-Barr a partir
de individuos deficientes em LFA-1. Tais células s3o descritas

por Springer, T. A., et al., (J. Exper. Med. 160: 1901-1918
(1984)).

Num método preferido para a geracgao
e detecgdo de anticorpos capazes de ligagao a ICAM-1, imunizam-
-se ratos quer com células transformadas por EBV que expressam
tanto ICAM-1 como LFA-1 quer de preferéncia com células endote-
liais activadas por TNF que expressam ICAM-1 mas nio LFA-1. Num
método especialmente preferido para gerar células de hibridoma
que produzem anticorpos anti-ICAM-1, um rato Balb/C foi imuniza-
do sequencialmente com células JY e com células diferenciadas
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lque expressam tanto o receptor LFA-1 como ICAM-1. Como foi mos-

{LFA-1 mas nao & inibida por anticorpos anti-ICAM-1. Os anticor-

U937 (ATCC CRL-1593). As células de bago desses animais s3o remo
vidas, fundidas com células de mieloma, possibilitando-se que de
senvolvam em células de hibridoma produtoras de anticorpos. Os
anticorpos sao seleccionados pela sua capacidade de inibir a a-
gregagao induzida pelo éster de forbol dependente de LFA-1 de uma
linha de células transformadas por EBV, tais como células JY,

trado por Rothlein, R., et al., (J. Immunol. 137: 1270-1274
(1987)), anticorpos capazes de inibir esta agregagao sao depois

ensaiados para verificag3o da sua capacidade de inibir a agrega-
¢do induzida pelo éster de forbol de uma linha de células, tal
como SKW3 (Dustin, M., et al., J. Exper. Med. 165: 672-692 (1987)

cuja capacidade para se agregar expontaneamente na presenga do

éster de forbol & inibida por um anticorpo capaz de ligacao a

pos capazes de inibir a agregagdo induzida pelo éster de forbol
de células tais como células JY, mas incapazes de inibir a agre-
gagao induzida pelo éster de forbol de células tais como células
SKW3 sao provavelmente anticorpos anti-ICAM-1. Em alternativa,
Os anticorpos que sao capazes de ligagao a 1ICAM-1 podem ser iden
tificados por selecgao de anticorpos que sao capazes de inibir a
agregagao dependente de LFA-1 de células que expressam LFA (tal
como células JY) mas s3o incapazes de ligagao a células que ex-
pressam LFA-1 mas pouco ou nada ICAM-1 (tais como granuldcitos
normais) ou sao capazes de ligagdo a células que expressam ICAM-
-1 mas nao LFA-1 (tais como células endoteliais activadas por
TNF) . Uma outra alternativa consiste em imunoprecipitar a partir
de células que expressam ICAM-1, LFA-1, ou ambas, usando anticor
pPos que inibem a agregagao dependente de LFA-1 de células, tais
como células JY, e, através de SDS-PAGE ou de um método equiva-
lente, determinar algumas caracteristicas moleculares da molécu-
la precipitada com o anticorpo. Se a caracteristica & a mesma
que a de ICAM-1 entao o anticorpo pode ser aceite como sendo um
anticorpo anti-ICAM-1.

Usando anticorpos monoclonais prepaj
rados do modo descrito acima, a molécula ICAM-1 de superficie da
célula foi purificada e caracterizada. A ICAM-1 foi purificada a
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partir de células ou de tecido humano usando cromatografia de a-
finidade de anticorpo monoclonal. Neste método um anticorpo mono
clonal que reage com ICAM-1 é acoplado a uma matriz inerte de
uma coluna. Qualquer método de realizar tal acoplamento pode ser
utilizado; contudo & preferivel usar o método de Oettgen, H.C.
et al., J. Biol. Chem. 259: 12034 (1984). Quando se passa um li-

sado celular através da matriz, as moléculas de ICAM-1 presentes
sao absorvidas e retidas pela matriz. Alterando o PH ou a concen
tragao de ioes da coluna as moléculas ICAM-1 ligadas podem ser

eluidas da coluna. Apesar de poder ser utilizada qualquer matriz
apropriada, & preferivel empregar Sepharose (Pharmacia) para ma-
terial da matriz. A formagao de matrizes de coluna e o seu uso

na purificagao de proteinas s3do bem conhecidas na especialidade.

Dum modo conhecido normalmente pe-
los técnicos, as andlises acima descritas podem ser usadas para
identificar compostos capazes de atenuar ou de inibir a velocida
de ou a extensao da adesdo celular.

A ICAM-1 & uma glicoproteina de su-
perficie de célula expressa em células nio hematopoiéticas, tais
como células endoteliais vasculares, células epiteliais timicas,
algumas outras células epiteliais e fibroblastos, e em células
hematopoiéticas, tais como macrdfagos de tecido, blastos de lin-
fécito T estimulados por mitogénio e células B centradas germi-
nais, e células dendriticas em amigdalas, ginglios linfaticos e
placas de Peyer. A ICAM-1 é expressa em alto grau em células en-
doteliais vasculares, em areas de células T, em ganglios linfatij
cos e em amigdalas que mostram hiperplasia reactiva. A ICAM-1 &
expressa em pequenas quantidades em linfocitos de sangue perifé-
rico. A diferenciagao estimulada por ésteres de forbol de algu-
mas linhas de células mielomonociticas aumenta em alto grau a ey
pressao de ICAM-1. Deste modo, a ICAM-1 & preferencialmente ex-
pressa em locais de inflamagao e ndo & geralmente expressa por
células inactivas. A expressdo de ICAM-1 em fibroblastos dérmi-
cos & aumentada trés a cinco vezes quer pela interleuquina 1 querx
pelo interferao gama a niveis de 10 U/ml durante um periodo de 4
a 10 horas, respectivamente. A inducdo & dependente da sintese
de ARNm e de proteina e & reversivel.
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A ICAM-1 apresenta heterogeneidade
no peso molecular em diferentes tipos de células com um peso mo-
lecular de 97 kd nos fibroblastos, 114 kd na linha de células
mielomonociticas U937 e 90 kd nas células linfoblastdides B JY.
Verificou-se que a biossintese de ICAM-1 envolve um precursor in
tracelular de aproximadamente 73 kd. A forma nao N-glicosilada
resultante do tratamento com tunicamicina (que inibe a glicosila
¢ao) tem um peso molecular de 55 kd.

A ICAM-1 isolada a partir de celu-
las U937 estimuladas com éster de forbol ou a partir de células
fibroblasticas da um produto maioritdrio idéntico com um peso mo
lecular de 60 kd depois da desglicosilagao. Os anticorpos mono-
clonais ICAM-1 interferem com a adesdao dos blastos de fito-hema-
glutinina a linhas de células com deficiéncia em LFA-1. O trata-
mento prévio de fibroblastos, mas nao linfdcitos, com anticorpos
monoclonais capazes de ligagao a ICAM-1 inibe a adesd3o linfdcito
-fibroblasto. Também se verificou que o tratamento prévio de lin
focitos, mas n3o de fibroblastos, com anticorpos contra LFA-1
inibe a adesao linfdcito-fibroblasto.

A ICAM-1 &, assim, o ligante de jun
¢do do complexo 18 CD em leucdcitos. £ induzivel em fibroblastos
e em células endoteliais in vitro por mediadores inflamatdrios
tais como IL-1, interferao gama e factor de necrose de tumor num
periodo de tempo consentdneo com a infiltracdao de linfdcitos em
lesdes inflamatdrias in vivo (Dustin M. L., et al., J. Immonol
137: 245-254, (1986); Prober, J. S., et al., J. Immunol. 137:
1893-1896 (1986)). Além disso a ICAM-1 & expressa em c&lulas ndo

-hematopoiéticas tal como células endoteliais vasculares, célu-

las endoteliais timicas ou outras células epiteliais e fibroblas
tos e em células hematopoiéticas tais como macrdfagos de tecidos
blastos de linfdcito T estimulados por mitogenes e células B de
centro germinal e células dendriticas em amigdlas, ginglios lin-
faticos e placas de Peyer (Dustin, M. L., et al., J. Immunol.
137: 245-254, (1986). A ICAM~1 é expressa em queratindcitos em

lesces inflamatdrias benignas tais como eczema alérgico, liquen

plano, exantema, urticdria e doengas "bullous". As reacgdes alér.

gicas da pele provocadas pela aplicagao de um hapteno na pele ao
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qual o paciente & alérgico revelam uma expressao de ICAM-1 forte!
nos queratindcitos. Por outro lado a aplicagao de pensos tdxicos
na pele nao revela expressio de ICAM-1 nos queratindcitos. A

'da pele de viarias perturbagoes dermatoldgicas e a expressao de

ICAM-1 esta presente nos queratindcitos das bidpsias das lesdes

ICAM-1 & induzida em lesdes de ensaios de pensos alérgicos en-
quanto os queratindcitos das lesdes de ensaios de pensos toéxicos
nao conseguem expressar ICAM-1.

A ICAM-1 &, portanto, um substracto
celular ao qual se podem fixar os linfGcitos, de modo que os lin
focitos possam migrar para locais de inflamacdo e/ou levando a
efeito varias funcgoes efectoras que contribuem para essa inflama
gao. Estas fungdes incluem a producgao de anticorpos, lise de cé-
lulas alvo infectadas por virus, etc.. O termo "inflamacao" tal
como & usado na presente invengao deve incluir sdmente as reac-
Goes do sistema de defesa especifico. O termo "sistema de defesa
especifico" tal como usado aqui refere-se ao componente do siste
ma imunitario que reage 3 presenga de antigenes especificos. Diz
—seé que a inflamagao resulta de uma resposta do sistema de defe-
sa especifico se a inflamacao for causada por, for mediada por
ou for associada com a reacgao do sistema de defesa especifico.
Exemplos de inflamagdes resultantes da resposta do sistema de de
fesa especifico incluem a resposta a antigenes tais como virus
de rubéola, doengas auto-imunes, resposta de hipersensibilidade
de tipo retardado mediada por células T (como foi visto, por
exemplo em individuos com resposta positiva no teste de Mantaux),

etc..

C. Clonagem do gene de ICAM-1

Qualquer procedimento de uma grande
variedade pode ser utilizado para clonar o gene de ICAM-1. Um
destes métodos impde a andlise de insergdes de ADNc um banco de
um vector vai e vem de (derivados de uma célula que expressa
ICAM-1) para a presenga de uma inserg¢do que contenha o gene de
ICAM-1. Tal analise pode ser levada a cabo por transferéncia de
células com o vector e em seguida analisando para expressio de
ICAM-1. O método preferido para clonagem deste gene impoe deter-
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minar-se a sequéncia de Acidos aminados da molécula de ICAM-1.
Para realizar esta tarefa a proteina de ICAM-1 pode ser purifica
da e analisada por sequenciadores. Em alternativa, a molécula j<]e]
de ser fragmentada como com cianogéno ou com proteases tais como
papaina, quimotripsina ou tripsina (Oike, Y. et al., J. Biol.
Chem. 257: 9751-9758 (1982); Liu, C. et al., Int. J. Pept. Pro-
tein Res. 21: 209-215 (1983)). Apesar de ser possivel determinar

a sequéncia integral de Acidos aminados da ICAM-1, & preferivel
determinar a sequéncia de fragmentos peptidicos da molécula. Se
os peptideos sdo maiores que o comprimento de 10 Acidos aminados
a informagao da sequéncia é geralmente suficiente para permitir
clonar um gene tal como o gene para ICAM-1.

A sequéncia de residuos de acido
aminados num peptideo & designada aqui quer através do uso das
suas designagoes de trés letras comummente empregues quer pelas
suas designagdes de uma Gnica letra. Uma lista dessas designa-
GOes de 3 letras e de 1 letra encontra-se em livros de texto tal
como Biochemistry, Lehninger, A., Worth Publishers, New York, NY

(1970) . Quando uma tal sequéncia & listada verticalmente, o resi
duo amino-terminal deve estar no cimo da lista e o residuo carbo
Xi-terminal do peptideo deve estar ao fundo da lista. De um modo
semelhante, quando & listada horizontalmente, a extremidade ami-
no-terminal deve estar na extremidade da esquerda enquanto a ex-
tremidade carboxi-terminal deve estar na extremidade da direita.
Os residuos de acidos aminados num peptideo podem ser separados
por hifens. Tais hifens devem servir sdmente para facilitar a
apresentagao da sequéncia. Como exemplo puramente ilustrativo, a

sequéncia de acidos aminados designada por:
-Gly-Ala-Ser-Phe-

indica que um residuo de Ala esta ligado ao grupo carboxilo de
Gly, e que um residuo de Ser esta ligado ao grupo carboxilo do
residuo de Ala e ao grupo amina de um residuo Phe. A designacao
indica além disso que a sequéncia de acidos aminados contém o te
tra peptideo Gly-Ala-Ser-Phe. A designacao n3ao deve ser entendi-
da como limitando a sequéncia de dcidos aminados a este finico te
trapeptideo, mas deve incluir (1) o tetrapeptideo que tem um ou
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lque nao tem residuos adicionais de acidos aminados.

mais residuos de &dcidos aminados ligados quer ao seu terminal
amino quer ao seu terminal carboxi, (2) o tetrapeptideo que tem
um ou mais residuos de dcidos aminados ligados tanto ao seu ter-

minal amino como ao seu terminal carboxi, (3) o tetrapeptideo

Uma vez que um ou mais fragmentos
peptidicos adequados tenham sido sequenciados, as sequéncias de
ADN capazes de codifica-los s3o examinadas. Devido a que o codi-
go genético & degenerado, mais do que um codio pode ser usado pa
ra codificar um acido aminado particular (Watson, J.D., In: Mole
cular Biology of the Gene, 3rd Ed., W.A. Benjamin, Inc., Menlo
Park, CA (1977), pp. 356~357). Os fragmentos peptidicos s3o ana-

lisados a fim de identificar sequéncias de acidos aminados que
possam ser codificadas por oligonucledtidos que tenham o mais
baixo grau de degenerescéncia. Isto & realizado de preferéncia
por identificagao de sequéncias que contenham acidos aminados
que sdo codificados sdmente por um codio simples. Apesar de oca-
sionalmente tais sequéncias de acidos aminados poderem ser codi-
ficadas sd por um oligonucledtido simples, frequentemente a se-
quéncia de acidos aminados pode ser codificada por um qualquer
de um conjunto de oligonucledtidos semelhantes. £ importante que,
enquanto que todos os membros do conjunto contém oligonucledti-
dos que sao capazes de codificar o fragmento peptidico e assim
contém potencialmente a mesma sequéncia de nucledtidos que o ge-
ne que codifica para o fragmento peptidico, sdmente um membro do
conjunto contém a sequéncia de nucledtidos que & idéntica 3 se-
quéncia de nucledtidos deste gene. Como este membro esta presen-
te dentro do conjunto e & capaz.de hibridar para ADN mesmo em
presenga de outros membros do conjunto, & possivel empregar o
conjunto nao fraccionado de oligonucledtidos do mesmo modo em
que se empregaria um oligonucleotido simples para clonar o gene
que codifica para o peptideo.

Dum modo exactamente analogo ao des
crito acima, pode empregar-se um oligonucledtido (ou conjunto de
oligonucledtidos) que tenha uma sequéncia de nucledtidos que &
complementar & sequéncia de nucledtidos ou conjunto de sequéncia#
que & capaz de codificar para o fragmento peptidico.
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Um oligonucleotido adequado ou con-

junto de oligonucledtidos que & capaz de codificar para um frag-
mento do gene de ICAM-1 (ou que & complementar de um tal oligonu
cledtido ou conjunto de oligonucledtidos) & identificado (usando
© procedimento acima descrito), sintetizado e hibridado, por
meios bem conhecidos da especialidade, contra um ADN ou, de pre-
feré@ncia, contra um preparado de ADNc derivado de células huma-
nas que sao capazes de expressar sequéncias de genes de ICAM-1.
Técnicas de hibridacdo de Acidos nucleicos sio apresentadas por
Maniatis, T. et al., In: Molecular Cloning, a Laboratory Manual,
Coldspring Harbor, NY (1982) e por Haymes, B.D. et al., In: Nu-
cleic acid Hybrization, a Pratical Approach, IRL Press, Washing-
ton, DC (1985), indicagOes estas que sd3o aqui incorporadas por
referéncia. A fonte de ADN ou de ADNc terd sido de preferéncia
enriquecida para sequéncias de ICAM-1. Tal enriquecimento pode
mais facilmente ser obtido a partir de ADNc obtido por extracgao
de ARN de células cultivadas sob condigbes que induzem a sintese
de ICAM-1 (tal como U937 cultivadas em presenca de ésteres de
forbol, etc.).

Técnicas tais como ou semelhantes
dquelas descritas acima tém sucessivamente permitido a clonagem
de genes para de-hidrogenases de aldeido humanas (Hsu, L.C. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3771-3775 (1985)), fibronec-
tina (Suzuki, S. et al., Eur. Mol. Biol. Organ. J. 4: 2519-2524
(1985), gene receptor de estrogénio humano (Walter, P. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 7889-7893 (1985), activador de
plasminogéno de tipo de tecido (Pennica, D. et al., Nature 301:
214-221 (1983)) e ADN complementar de fosfatase alcalina placen-
taria de termo humana (Kam, W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 8715-8719 (1985)).

Numa via alternativa preferida de
clonagem do gene de ICAM-1, prepara-se um banco de vectores de
expressao por clonagem de ADN ou de preferéncia de ADNc de uma
célula capaz de exprimir ICAM-1 num vector de expressao. O banco
€ entdo submetido a selecgao para membros capazes de expressar
uma proteina que se liga ao anticorpo anti-ICAM-1 e que tem uma
sequéncia de nucledtidos que & capaz de codificar para polipepti
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deos que tém a mesma sequéncia de &cido aminados que a ICAM-1 ou
fragmentos de ICAM-1.

O gene de ICAM-1 clonado, obtido
através dos métodos descritos atris, pode ser operacionalmente
ligado a um vector de expressao e introduzido em células bacte-
rianas ou eucaridticas para produzir proteina ICAM-1. Técnicas
para tais manipulagoes sdao apresentadas por Maniatis, T. et al.,

supra, e sao bem conhecidas na especialidade.

D. Utilizacoes de An3lises de Agregacdo Dependente de LFA-1

A anadlise descrita acima, capaz de
medir a agregagao dependente de LFA-1, pode ser utilizada para
identificar agentes que actuam como antagonistas para inibir a
extensao da agregacao dependente de LFA-1. Tais antagonistas po-
dem actuar destruindo a capacidade de LFA-1 ou de ICAM-1 para me
diar a agregagao. Assim, tais agentes incluem imunoglobulinas
tal como um anticorpo capaz de ligagao quer a LFA-1 quer a ICAM-
-l. Adicionalmente, agentes nao-imunoglobulina (i.e., quimicos)
podem ser examinados, usando a analise acima descrita, para de-

terminar se sao antagonistas da agregacdo de LFA-1.

E. UtilizacOes de Anticorpos Capazes de Ligacao a Proteinas Re-
ceptoras de ICAM-1

1. Agentes anti-inflamatdrios

Os anticorpos monoclonais para mem-
bros do complexo CD 18 inibem muitas fungdes dependentes de ade-
sao de leucdcitos incluindo a ligagao a endotélio Haskard, D.,
et al., J. Immunol. 137: 2901-2906 (1986)), adesodes homotipicas
(Rothlein, R., et al., J. Exp. Med. 163: 1132-1149 (1986)), pro-
liferagao induzida por antigenes e mitogenes de linfdocitos (da-
vignon, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 4535-4539

(1981)), formaczo ge anticorpos (Fischer, A., et al., J. Immunol
136: 3198-3203 (1986)) e fungdes efectoras de todos os leucbci-
tos tais como actividade litica de células T citotdxicas (Kren-
sky, A.M., et al., J. Immunol. 132: 2180-2182 (1984)), macrdfa-
gos (Strassman, G., et al., J. Immunol. 136: 4328-4333 (1986)) e
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todas as células envolvidas em reacedes de citoxidade celular de

pendente de anticorpos (Kohl, S., et al., J. Immunol. 133: 2972-

-2978 (1984)). Em todas as fungdes referidas os anticorpos ini-

bem a capacidade do leucbcito de aderir ao substrato celular a-

'propriado, o qual por seu turno inibe o resultado final.

Como discutido acima, a ligagdo de
moléculas de ICAM-1 aos membros da familia LFA-1 de moléculas &
de importdncia fundamental na adesdo celular. Atravds do proces-
so de adesdo, os linfdcitos si3o capazes de monitorizar de modo
continuo um animal no que se refere i presenca de antigenes es-
tranhos. Apesar de estes processos serem normalmente desejaveis,
eles sao também a causa da rejeig¢3o no caso de transplantacoes
de orgaos, de rejeigao de enxertos de tecido e de muitas doencgas
autoimunes. Assim quaisquer meios capazes de atenuar ou inibir a
adesao celular seriam altamente desejaveis em receptores de trang
plantagoes de org3os e de enxertos de tecidos ou em doentes auto
imunes.

Os anticorpos monoclonais capazes
de ligagao a ICAM-1 sdo altamente desejiveis como agentes anti-
-inflamatdrios num individuo mamifero. Significativamente, tais
agentes diferem do geral dos agentes anti-inflamatdrios na cir-
cunstancia de que eles sdo capazes de inibirem a inibicdo de mo-
do selectivo e nao oferecem outros efeitos secundarios tais como
nefrotoxicidade que & encontrada com agentes convencionais. Os
anticorpos monoclonais capazes de ligagdo a ICAM-1 podem no en-
tanto ser usados para prevenir a rejeicdo de orgdos ou tecidos,
ou para modificar as respostas autoimunes sem o receio de tais
efeitos secundarios no individuo mamifero.

E importante notar que o uso de an-
ticorpos monoclonais capazes de reconhecer ICAM-1 pode permitir
a realizagao de transplantes de orgaos mesmo entre individuos

que tenham incoeréncia de HLA.

2. Supressores de Reacgdo Hipersensitiva de Tipo Retardado

Uma vez que as moléculas de ICAM-1
Sa0 expressas a maior parte das vezes em locais de inflamacao,
tais como aqueles sitios envolvidos em reacgao hipersensitiva de




lqualquer de dois modos. Primeiro, uma composigao contendo um an-
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tipo retardado, os anticorpos (especialmente os anticorpos mono-
clonais) capazes de ligacao a moléculas de ICAM-1 tém potencial
terap@utico na atenuagao ou eliminagdo de tais reacgdes. Esta

utilizagao do potencial terapéutico pode ser explorada por um

ticorpo monoclonal contra ICAM-1 pode ser administrada ao pacien
te que tem reacgao sensitiva de tipo retardado. Por exemplo, tais
composicoes podem ser dadas a um individuo que tenha estado em
contacto com antigenes tais como toxicoendro, sumagre venenoso,
etc.. Na segunda concretizacao, o anticorpo monoclonal capaz de
ligagao a ICAM-1 & administrado a um doente em conjunto com um
antigene a fim de evitar uma reacgao inflamatdria subsequente.
Assim, a co-administragao de um antigene e de um anticorpo mono-
clonal de ligagcao a ICAM-1 podem tornar temporariamente um indi-

viduo tolerante para a subsequente apresentacao de um tal gene.

3. Terapéutica para Doengas Inflamatdrias Crdnicas

Uma vez que pacientes com LAD des-

providos de LFA-1 nao dao uma resposta inflamatoria, acredita-se

:que o antagonismo do ligante natural de LFA-1, também inibira
uma resposta inflamatdria. A capacidade de anticorpos contra
'ICAM—l para inibir a inflamagdo fornece a base para o seu uso te
rapéutico no tratamento de doencas inflamatdrias crénicas e doen
¢as autoimunes, tal como lupus eritematoso, tiroidite autoimune,
encefalomielite alérgica experimental (EAE), esclerose miltipla,
algumas formas de sindroma de Reynaud diabético, artrite reuma-
toide, etc.. No geral, os anticorpos monoclonais capazes de liga
¢ao a ICAM-1 podem ser utilizados no tratamento daqueles doencgas

correntemente tratadas através de terapia com esterdides.

4. Aplicagobes em diagndstico e progndstico

Uma vez que a ICAM-1 é expressa
principalmente em locais de inflamacdao, os anticorpos monoclo-
nais capazes de ligacao a ICAM-1 podem ser empregues COMO um
meio de dar imagem ou visualizar os locais de infecg¢do e de in-
flamagao num paciente. Em tal utilizagdo, os anticorpos monoclo-
nais sao marcados para serem detectados através do uso de radio-




N,

isbtopos, marcacdes de afinidade (tal como biotina, avidina, etc
marcagoes fluorescentes, atomos paramagnéticos, etc.. Os procedi
mentos para realizar tal marcacdo s3o conhecidos na especialida-
de. A aplicagdo clinica de anticorpos para fornecer imagem para
diagndstico sdo revistos por Grossman, H.B., Urol. Clin. North
Amer. 13: 465-474 (1986), Unger, E.C., et al., Invest. Radiol.
20: 693-700 (1985) e Khaw, B.A.., et al., Science 209: 295-297
(1980).

A presenga de inflamagi3o pode ser
também detectada através do uso de ligantes de juncgdo tais como
ARNc ou ADN que se ligue &s sequéncias do gene de ICAM-1 ou as
sequéncias do ARNm de ICAM-1 de células que expressam ICAM-1. As
técnicas para realizar tais andlises de hibridagao sdo descritas
por Maniatais, T. (supra).

A detecgao de focos de tais anticor,
pos marcados de forma detectadvel & indicativa de um local de in-
flamagao ou de desenvolvimento de tumor. Numa forma de concreti-
zagao, este exame de inflamacdo & feito por remogao de amostras
de tecido ou sangue e incubagao de tais amostras na presenca de
anticorpos marcados de forma detectivel. Numa forma de concreti-
zagao preferida, esta técnica & feita dum modo nao invasivo atra]
vés do uso de desenvolvimento magnética de imagem, de fluorogra-
fia, etc. Um tal teste de diagndstico pode ser empregue na moni-
torizagao em receptores de transplante de orgios de sinais preco,
ces de potencial rejeigcao. Tais andlises podem tambem ser condu-
zidas em tentativas para determinar uma propensao pessoal para a
artrite reumatdide ou outras doengas inflamatdrias crénicas.

5. Adicional para a Introdugao de Material Antigénico Adminis,

trado com IntengOes Terapéuticas ou de Diagndstico

As respostas imunes a agentes tera-
péuticos ou de diagndstico tais como, por exemplo, insulina de
bovino, interferdo, activador de plasminogéneo de tipo de tecido
ou anticorpos monoclonais de murino prejudicam substancialmente
0 valor da terapéutica ou do diagndstico de tais agentes e podem
de facto causar doengas tal como a doenga do soro. Uma tal Situa
¢ao pode ser remediada através do uso dos anticorpos da presente

-
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‘agentes terapéuticos ou de diagndstico.

invengao. Nesta concretizacgdo, tais anticorpos poderiam ser admi
nistrados em combinagao com O agente terapéutico ou de diagnosti
co. A adigao de anticorpos evita que o receptor reconhega o agen
te, e além disso evita que o receptor de dar inicio a uma respos
ta imune contra este agente. A falta de uma tal resposta imune
resulta na capacidade do paciente para receber administragoes

adicionais do agente terapéutico ou de diagndstico.

F. Utilizacoes da Molécula-1 de Adesdao Intercelular (ICAM-1)

A ICAM-1 & um parceiro de ligagdo
de LFA-1. Como tal, a ICAM-1 ou os seus derivados funcionais po-
dem ser empregues por permuta com anticorpos capazes de ligagao
a LFA-1 no tratamento da doenca. Assim, na forma solubilizada,
tais moléculas podem ser empregues para inibir uma inflamacgao,
uma rejeig@o de orgado, uma rejeigdo de enxerto, etc.. A ICAM-1
ou os seus derivados funcionais podem ser usados da mesma manei-

ra que anticorpos anti-ICAM para diminuir a imunogeneicidade de

A ICAM-1, os seus derivados funcio-
nais e os seus antagonistas podem ser usados para bloquear as me
tasteses ou a proliferagcao de células de tumor que expressam
quer ICAM-1 quer LFA-1 nas suas superficies. Podem ser usados va]
riados métodos para realizar tal objectivo. Por exemplo, a migraj
¢ao de células hematopoiéticas requer a ligagdo LFA-1-ICAM-1. Os
antagonistas de tal ligacao contudo suprimem esta migracgao e blo]
queiam a metastese de células de tumor da linhagem de leucdcitos]
Em alternativa, moléculas de toxina derivatizada capazes de liga
cao quer de ICAM-1 quer de um membro da familia de moléculas LFA
-1 podem ser administradas ao paciente. Quando tais moléculas de
toxina derivatizada se ligam a células de tumor que expressam
ICAM-1 ou um membro da familia de moléculas LFA-1, a presencga da
toxina mata a célula de tumor deste modo inibindo a proliferacgdo

do tumor.

G. Utilizagoes de Antagonistas de Nao-Imunoglobulina de Adesio
dependente de ICAM-1

A adesao dependente de ICAM-1 pode
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itravés do uso das andlises acima descritas podem ser identifica-

zagao de tecnologia recombinante, ou por via proteolitica. As

ser inibida por antagonistas de nao-imunoglobulina que sao capa-
zes de ligagao quer a ICAM-~1 quer a LFA-1l. Um exemplo de um anta

-

gonista nao-imunoglobulina de ICAM-1 & LFA-1. Um exemplo de um

-

antagonista nao-imunoglobulina que se liga a LFA-1 & ICAM-1. A-

dos e purificados antagonistas nao-imunoglobulina adicionais. Os
antagonistas nao-imunoglobulina de ades3o dependente de ICAM-1
podem ser usados com o mesmo fim que oOs anticorpos para LFA-1 ou

que o0s anticorpos para ICAM-1.

H. Administracao das Composicdes da Presente Invencao

Os efeitos terapéuticos da ICAM-1
podem ser obtidos proporcionando a um paciente a moléecula de
ICAM-1 inteira ou quaisquer fragmentos peptidicos terapeuticamen
te activos de ICAM-1.

A ICAM-1 e os seus derivados funcio

nais podem ser obtidos quer por via sintética, mediante a utili-

vantagens terapéuticas da ICAM-1 podem ser aumentadas através do
uso de derivados funcionais de ICAM-1 que possuam acidos aminadaos
adicionais integrados a fim de facilitar o acoplamento a um su-
porte ou a fim de aumentar a actividade da ICAM-1. O Ambito da
presente invengao inclui ainda os derivados funcionais da ICAM-1
a que faltam alguns residuos de acidos aminados ou que conteéem
residuos de Acidos aminados alterados sempre que estes derivados
apresentem a capacidade de afectar a adesido celular.

Tanto os anticorpos da presente in-
vengao como a molécula de ICAM-1 descritos na presente especifi-
cagao sdo classificados como "substancialmente isentos de conta-
minantes naturais" se os preparados que os contém estao substan-
cialmente isentos dos materiais com que estes produtos sao nor-
malmente encontrafos no estado natural.

A presente invengao abrange os anti
corpos e os fragmentos biologicamente activos de anticorpos (se-
jam policlonais ou monoclonais) que tém capacidade de se ligarem
a ICAM-1. Estes anticorpos podem ser produzidos pPor um animal,

por cultura de tecidos ou por técnicas de ADN recombinante.
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Ao administrar a um paciente os an-
ticorpos ou os respectivos fragmentos com capacidade de ligagao
a ICAM-1 ou ao administrar ICAM~1 (ou um seu fragmento, variante
ou derivado) a um paciente, a dose do agente administrativo va-
riara de acordo com factores como a idade, o peso, a altura, o
sexo, a condigdo clinica geral, a histdria médica anterior, etc.
do paciente. Em geral & desejavel proporcionar ao paciente uma
dosagem de anticorpo que esteja na gama de desde cerca de 1 pg/
/kg a 10 mg/kg (de peso corporal do paciente), se bem que se pos
sa administrar uma dosagem inferior ou superior. Para proporcio-
nar moléculas de ICAM-1 ou dos seus derivados funcionais a um pa
ciente é preferivel administrar estas moléculas numa dosagem que
se estende desde cerca de 1 pg/kg a 10 mg/kg (de peso corporal
do paciente), se bem que possa ser administrada uma dosagem infe
rior ou superior. Conforme discutido seguidamente, a dose tera-
péutica eficaz pode ser reduzida se o anticorpo anti-ICAM-1 & ad
ministrado conjuntamente com um anticorpo anti-LFA-1. Na presen-
te memdria descritiva dois anticorpos (ou os seus derivados fun-
cionais) sdo considerados como administrados conjuntamente a um
paciente se s3ao administrados ao paciente com uma proximidade
temporal de tal ordem que & possivel detectar ambos os compostos
no soro do paciente.

Tanto o anticorpo capaz de ligacao
a ICAM-1 como a propria ICAM-1 podem ser administrados aos paci-
entes por via intravenosa, intramuscular, subcut@nea, entérica
ou parentérica. Quando se administra o anticorpo ou a ICAM-1 por
injecgdo, a administragdo pode ser por perfusao continua ou por
injecgbes isoladas numa Gnica ou em varias doses.

Os agentes anti-inflamatdrios da
presente invencdo destinam-se a ser proporcionados aos individu-
os receptores numa quantidade suficiente para suprimir a inflama
cao. Diz-se que uma quantidade & suficiente para "suprimir" a in]
flamagéo se a dosagem, a via de administragéo, etc., do agente
sao suficientes para atenuar ou evitar a inflamacgao.

Os agentes anti-inflamatdorios da
presente invencao podem ser proporcionados antes de se declarar

a inflamagdo (de modo a suprimir uma inflamagao prevista) ou de-
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Diz-se que uma composicao & "farma-
cologicamente aceitavel" quando a sua administracdo pode ser to-
lerada pelo paciente receptor. Diz-se que um agente como este &
administrado numa "quantidade terapéutica eficaz" se a quantida-
de administrada possui significado fisioldgico. Um agente possui
significado fisioldgico se a sua presenga tem como resultado uma
alteragao detectavel num paciente receptor.

As moléculas de anticorpo e de ICAM
-1 da presente invengao podem ser incorporadas em formulacgoes de
acordo com técnicas conhecidas para a preparacgao de composigoes
farmacéuticas Gteis, combinando estes materiais ou os seus deri-
vados funcionais numa mistura com uma substdncia veicular farma-
ceuticamente activa. As substancias veiculares adequadas e a res
pectiva formulagao, tais como de outras proteinas humanas, por
exemplo albumina de soro humano, sao descritas, por exemplo, em
Remington's Pharmaceutical Sciences (1l6th ed., Osol, A., Ed.,
Mack, Easton PA (1980)). A fim de formar uma composicao farmaceuy
ticamente aceitavel adequada para a administragao eficaz, tais
composicoes deverdo conter uma quantidade eficaz de um anticorpo
anti-ICAM-1 ou da molécula de ICAM-1 ou dos seus derivados fun-
cionais juntamente com uma quantidade adequada de uma substancia
veicular.

Podem ser utilizadas outras técni-
cas farmacéuticas para regular a duragao da acgiao. As prepara-
¢oes de libertagdo regulada podem ser conseguidas mediante o uso
de polimeros para complexar ou para absorver o anticorpo anti-
-ICAM-1 ou a ICAM-1 ou os seus derivados funcionais. A liberta-
gao requlada pode ser conseguida por selecgao das macromoléculas
adequadas (por exemplo poliésteres, poliacidos aminados, polivi-
nilpirrolidona, acetato de etilenovinilo, metilcelulose, carboxi
metilcelulose ou sulfato de protamina) e da concentracdo das ma-
cromoléculas bem como dos métodos de incorporagdo a fim de regu-
lar a libertagao. Outro método possivel para regular a duragao
da acgao por meio de preparados de libertacdo regulada consiste
em incorporar as moléculas do anticorpo anti-ICAM-1 ou de ICAM-1
ou dos seus derivados funcionais em particulas de um material po




limérico tal como poliésteres, polidcidos aminados, hidrogéis,
acido polilactico ou copolimeros de etileno-acetato de vinilo.
Em alternativa, em vez de incorporar estes agentes em particulas

poliméricas, & possivel aprisionar estes materiais em mlcrocapsu

i las preparadas, por exemplo, por técnicas de coacervagao ou por

polimerizacao interfacial, por exemplo em microcdpsulas de hidro
ximetilcelulose ou de gelatina e em microcapsulas de poli-(metil
metacrilato), respectivamente, ou em sistemas de libertagao de
produtos farmacéuticos sob a forma coloidal, por exemplo liposso
mas, microesferas de albumina, microemulsdes, nanoparticulas e
nanocapsulas ou em macroemulsdes. Tais técnicas sao descritas em
Remington's Pharmaceutical Sciences (1980) .

Uma vez descrita de um modo geral a
invengao, esta serad mais facilmente compreendida por referé@ncia
aos exemplos que se seqguem, o0s quais sao apresentados com a fina
lidade de ilustrarem a presente invengao e n3o devem ser conside
rados como limitando o seu ambito, a menos que tal seja especifi

cado.,.

EXEMPLO 1
Células de Mamiferos em Cultura

Geralmente, as células transforma-
das por EBV e os hibridomas da presente invencao foram mantidos
em meio de cultura RMPI 1640, suplementado com L-glutamina 20 mM
50 pg/ml de gentamicina, e soro fetal de bovino a 10% (ou fetal
de vitela). As células foram cultivadas a 379 C numa atmosfera
de ar com 5% de CO2 e de 95% de humidade.

Para estabelecer transformantes de
virus de Epstein-Barr (EBV) foram incubadas durante 16 horas lO6
células T extraidas de células mononucleares de sangue periféri-
co/ml em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal de vi
tela (FCS) e 50 pg/ml de gegtamicina com sobrenadantes contendo
EBV de células B95-8 (Thorley-Lawson, D.A. et al., J. Exper. Med
146: 495 (1977)). Foram colocadas células em allquotas de 0,2 ml
em 10 alvéolos de uma placa de microtitulagao. O meio foi substi

tu'do por meio RPMI 1640 (suplementado com 20% de soro fetal de

s
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de vitela e 50 pg/ml de gentamicina) até se verificar o cresci-
mento das células. As células cresceram na maioria dos alvéolos
e foram expandidas no mesmo meio. Estabeleceram-se blastos de fi
to-hemaglutinina (PHA) a 10° células/ml em meio RPMI 1640 (suple
mentado com 20% de soro fetal de vitela) contendo uma diluicgao
de 1:800 de PHA-P (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI). Expan
diram-se linhas de PHA com meio condicionado com interleuquina 2
(IL-2) e reforgaram-se semanalmente com PHA (Cantrell, D.A. et
al., J. Exper. Med. 158: 1895 (1983)). O processo acima descrito

foi divulgado por Springer, T. et al., J. Exper. Med. 160: 1901-

-1918 (1984), cuja referéncia se encontra aqui incorporada por
referéncia. As células obtidas por meio do processo acima descri
to s2o entao seleccionadas com anticorpos anti-LFA-1 a fim de de
terminar se expressam Os antigenes LFA-1l. Tais anticorpos foram
descritos por Sanchez-Madrid, F. et al., J. Exper. Med. 158:
1785 (1983).

EXEMPLO 2
Analises de Agregagdo e Adesdo Celular

A fim de avaliar a extensao da ade-
sao celular, foram usadas anilises de agregagao. As linhas de cé
lulas usadas em tais analises foram lavadas duas vezes com meio
de RPMI 1640 contendo tampao de Hepes 5 mM (Sigma Chemical Co.,
St. Louis) e foram ressuspendidas a uma concentragao de células/
/ml de 2x106. Adicionaram-se 50 pl de sobrenadantes de anticor-
pos monoclonais apropriados ou 50 Pl de meio completo com ou sem
anticorpos monoclonais purificados, 50 ul de meio completo con-
tendo 200 ng/ml do ester de forbol miristato-acetato de forbol
(PMA) e 100 pl de células a uma concentragao de 2x106 células/ml
em meio completo a placas de microtitulacdo de 96 alvéolos de
fundo raso (N?Q. 3596; Costar, Cambridge, MA). Deste modo foi ob-
tida uma concentragéo final de 50 ng/ml de PMA e 2x105 de célu-
las/alvéolo. Deixou-se as células sedimentarem espontaneamente e
o0 grau de agregagao foi marcado apds periodos de tempo variados.
Os resultados variaram de 0 a 5+, onde 0 indicava que essencial-

- 35 -



—
. \

mente nenhuma célula estava em aglomerados; 1+ indicava que me-
nos de 10% das células estavam em agregados; 2+ indicava que me-
nos de 50% das celulas estavam agregadas; 3+ indicava que ate
100% das células estavam em pequenos aglomerados soltos; 4+ indi
cava que até 100% das células se tinham agregado em aglomerados
maiores; e 5+ indicava que 100% das células estavam em agregados
grandes muito compactos. A fim de obter uma estimativa mais pre-
cisa da adesao celular, adicionaram-se os reagentes e as ceélulas
a tubos de poliestireno de 5 ml, na mesma ordem acima descrita.
Os tubos foram colocados numa placa de um agitador orbital a 379
C. Apds 1 hora a aproximadamente 200 rpm introduziram-se 10 ul
da suspensao celular num hemocitdmetro e o nimero de células li-
vres foi determinado. Determinou-se a percentagem de agregagao
pela seguinte equacgado:

nimero de células livres )

% agregagao = 100 x (1l- - -

numero de celulas introduzidas

O nimero de células introduzidas na
formula acima & o nimero de células por ml num tubo de compara-
Gao contendo apenas células e meio completo que nd3o foi incubado
O nimero de células livres na equagdo anterior & igual ao nimero
de células n3ao agregadas por ml dos tubos da experiéncia. Os pro
cessos acima foram descritos por Rothlein, R., et al., J. Exper.
med. 163: 1132-1149 (1986).

EXEMPLO 3
LFA-1 Agregacgao Celular Dependente

A analise qualitativa de agregacio
descrita no Exemplo 2 foi efectuada usando a linha de células JY
transformada por Epstein-Barr. Por adigdo de PMA ao meio de cul-
tura nas placas de microtitulagao, verificou-se a agregacido das
células. Gravagdes video efectuadas durante o decurso do proces-
so mostraram que as células JY no fundo dos alvéolos da placa de
microtitulagao eram mdveis e apresentavam membranas activas enruy
gadas e movimentos de pseudopodios. O contacto entre os pseudopd
dios de células vizinhas resultava muitas vezes em aderdncia cé-




|das células em direcgdes opostas. A diferenca primdria entre cé-
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lula-célula. Quando a aderéncia era mantida, a regi3o de contac-
to celular deslocava-se para o urdpode. Era possivel manter o

contacto, apesar dos movimentos vigorosos da célula e da tracgao

lulas tratadas por PMA e células nao tratadas parecia estar na
estabilidade destes contactos, uma vez formados. Com PMA, os a-
gregados de células desenvolveram-se, crescendo em tamanho 3 me-
dida que células adicionais aderiam 3 sua periferia.

Como segundo meio de medigao da ade
sao, usou-se a andlise quantitativa descrita no Exemplo 2. Agita
ram-se suspensoes de células a 200 rpm durante 2 horas, transfe-
riram-se para um hemocitdometro e contaram-se as células que nao
estavam agregadas. Na auséncia de PMA, 42% (D.P. = 20%, N = 6)
de células JY encontravam-se em agregados apds 2 horas, enquanto
que células JY incubadas em condig¢des idénticas com 50 ng/ml de
PMA tinham 87% (D.P. = 8%, N = 6) das células em agregados. Estu
dos cinéticos de agregacdo mostraram que o PMA aumentava a velo-
cidade e a grandeza da agregagao em todos os periodos de tempo

ensaiados (Figura 3).

EXEMPLO 4

Inibigao de Agregagdo das Células Usando Anticorpos Monoclonais

Anti-LFA-~-1

A fim de examinar os efeitos de an-
ticorpos monoclonais anti-LFA-1 na agregacdo celular induzida
por PMA, estes anticorpos foram adicionados a células incubadas,
de acordo com a andlise de agregag@o qualitativa do Exemplo 2.
Verificou-se que os anticorpos monoclonais inibiam a formagao de
agregados de células, quer na presenca quer na auséncia de PMA.
Tanto o fragmento F(ab')2 como o Fab' de anticorpos MOnoclonais
contra a cadeia alfa de LFA-1 foram capazes de inibir a agrega-
¢ao celular. Enquanto que essencialmente 100% das células forma-
ram agregados na auséncia de anticorpo anti-LFA-1l, verificou-se
que menos de 20% das células estavam em agregados quando se adi-
cionou o anticorpo. Os resultados desta experidncia foram descri|
tos por Rothlein, R. et al. (J. Exper. Med. 163: 1132-1149 (1986)

.




| toides transformadas por EBV de doentes, do modo descrito no

EXEMPLO 5
O Receptor LFA-1 & Necessidrio para a Agregagao Celular

Foram preparadas células linfoblas-

Exemplo 1. Estas células foram verificadas por meio de anticor-
pPOs monoclonais capazes de reconhecer LFA-1 e constatou-se que
as células eram deficientes em LFA-1.

A analise qualitativa de agregacio
descrita no Exemplo 2 foi utilizada, usando as células deficien-
tes em LFA-1 acima descritas. Estas células nao conseguiram agre

gar-se espontaneamente, mesmo na presengca do PMA.

EXEMPLO 6
A Descoberta de ICAM-1

As células deficientes em LFA-1 do
Exemplo 5, foram marcadas com diacetato de carboxifluoresceina
(Patarroyo, M. et al., Cell Immunol. 63: 237-248 (1981)). As cé-

lulas marcadas foram misturadas numa proporcao de 1:10 com célu-

las autdlogas ou JY e a percentagem de células marcadas com fluo
resceina em agregados foi determinada de acordo com O processo
de Rothlein, R. et al., J. Exper. Med. 163: 1132-1149 (1986). Ve
rificou-se que as células deficientes em LFA-1 eram capazes de

se co-agregar com células que expressavam LFA-1 (Figura 4).

A fim de determinar se o LFA-1 era
importante apenas na formacao de agregados ou na sua manutencgao,
foram adicionados aos agregados ja formados anticorpos capazes
de se ligarem ao LFA-1 acima descritos. Verificou-se que a adi-
cao de anticorpos desfazia fortemente a agregacgao realizada. Gra
vagdes de video efectuadas durante o decurso do processo confir-
maram que a adicao dos anticorpos monoclonais para agregados ja
formados comegava a causar disrupgao ao fim de 2 horas (Quadro
1) . Apds adigdo de anticorpos monoclonais contra LFA-1, os movi-
mentos pseudopddicos e as mudangas na forma das células indivi-
duais nos agregados continuavam inalterados. As células indivi-
duais dissociaram-se gradualmente a partir da periferia do agre-
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gado; ao fim de oito horas, a maioria das células estava disper-
sa. Na gravag¢ao video do processo, a separacao de agregados for-
mados por anticorpos monoclonais LFA-1, parecia equlvalente ao
processo de agregacao na auséncia de anticorpo monoclonal LFA-1

em sentido contrario.

QUADRO 1

(D

Capacidade de Anticorpos Monoclonais Anti-LFA- 1l para Separar Agr
gados ja Formados de Células JY Induzidas por PMA

Contagem de Agregacio

EXp. 18 h
2 he -mAb +mAb
1 4+ 4+ 1+°
2 3+ 4+ 1+
3 5+ 5+ 1+d

A agregagao na analise qualitativa em placa de microtitulacio
foi avaliada visualmente. Com anti-LFA-1 presente durante o pe-

riodo de analise, a agregacao foi menor que 1+.

a. Grau de agregagao imediatamente antes da adigao de antlcor
po monoclonal ao fim de 2 horas.

b. TS1/18 + TS1/22.
TSI/18.

d. TSI/22.

EXEMPLO 7
Necessidade de IGes Divalentes para Agregacdo Dependente de LFA-l

As adesoes dependentes de LFA-1 en-
tre células T citotdxicas e células visadas requerem a presenca
de magnésio (Martz, E. J. Cell. Biol. 84: 584-598 (1980)). A a-
gregagao de células JY induzida por PMA foi experimentada para
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verificagao de dependéncia de catides divalente. As células JY
nao conseqguiram agregar-se (usando a andlise do Exemplo 2) em

meio isento de ides de calcio ou magnésio. A adicdo de magnésio
divalente promoveu a agregagao a concentragodes t3o baixas como

0,3 mM. A adigao de ides de calcio, por si sd, teve pouco efeito.
Verificou-se, no entanto, que os ides de calcio aumentavam a ca-
pacidade de os ides de magnésio promoverem a agregacgao induzida
por PMA. Quando se adicionaram ides de calcio a 1,25 mM ao meio,
verificou-se que concentragdes de ides de magnésio t3o baixas co
mo 0,02 milimolares, promoviam a agregagao. Estes dados mostram
que a agregacgao de células dependente de LFA-1 necessita de ides
de magnésio e que ides de calcio, embora insuficientes por si sd
podem ter um efeito sinergético -com os ides de magnésio, de modo

a permitir a agregacgao.

EXEMPLO 8

O Isolamento de Células de Hibridoma Capazes de Expressar Anti-

corpos Monoclonais Anti-ICAM-1

Isolaram-se anticorpos monoclonais
capazes de se ligar ao ICAM-1 de acordo com o método de Rothlein
R. et al., J. Immunol. 137: 1270-1274 (1986), cuja referencia se

considera aqui incorporada por referéncia. Deste modo, imuniza-
ram-se intraperitonealmente 3 ratos BALB/C, com células mononu-
cleares de sangue periférico transformadas por EBV de um indivi-
duo deficiente em LFA-1 (Springer, T.A. et al., J. Exper. Med.

160: 1901 (1984)). Foram usadas aproximadamente 107 células em 1
ml de meio RPMI 1640 para cada imunizagao. As imunizagdes foram
administradas 45, 29 e 4 dias antes das células de bago terem si|
do removidas dos ratos, a fim de produzirem as linhas de células
de hibridomas desejadas. No terceiro dia, antes da remogéo das
células de bago, foi dado aos ratos um adicional de 107 células
em 0,15 ml de meio (por via intravenosa).

Fundiram-se células de bago isola-
das a partir dos animais acima descritos com células de mieloma
P3X73Ag8.653 numa proporgao de 4:1, de acordo com o protocblo de
Galfre, G. et al., Nature 266: 550 (1977). Introduziram-se ali-
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quotas das células de hibridoma resultantes numa placa de micro-
titulagao de 96 alvéolos. Os sobrenadantes do hibridoma foram se
leccionados com respeito‘é inibic3o de agrega¢ao e um hibridoma
inibidor (de mais de 600 alvéolos testados) foi clonado e subclo
nado por diluigao limitante. Este subclone foi designado RR1/1.
1.1. (seguidamente designado "RR1/1").

Verificou-se que o anticorpo mono-
clonal RR1/1 inibia de modo regular a agregagao estimulada por
PMA da linha de células JY que expressa LFA-1. O anticorpo mono-
clonal RR1/1 inibia a agrega¢ac no mesmo grau ou ligeiramente me|
nos que alguns anticorpos monoclonais das sub-unidades alfa ou
beta de LFA-1. Pelo contrario, o anticorpo monoclonal de compara
¢ao contra HLA, que se expressa abundantemente em células JY,
nao inibiu a agregagao. O antigene ligado pelo anticorpo monoclo
nal RR1/1 & definido como molécula-1 de ades3o intercelular (in-

tercellular adhesion molecule-1-ICAM-1).

EXEMPLO 9

Uso de Anticorpos Monoclonais Anti-ICAM-1 para Caracterizar a

Moléecula de ICAM-1

A fim de determinar a natureza de

ICAM-1 e, particularmente, para determinar se a ICAM-1 era dife-]
rente de LFA-1, foram imunoprecipitadas proteinas celulares, usan
do o anticorpo monoclonal RR1/1. A imunoprecipitacao foi realiza
da de acordo com o método de Rothlein, R. et al. (J. Immunol.
137: 1270-1274 (1986)). Lisaram-se células JY a 5 x 10/ células/
/ml em Triton X-100 a 1%, NaCl 0,14 m, Tris 10 mM a pH 8,0, com
fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1 mM, recentemente adicionado e
0,2 unidades por ml de aprotinina inibidora de tripsina (misturd
de lise) durante 20 minutos a 49 C. Centrifugaram-se os lisados
a 10 000 x g durante 10 minutos e realizou-se um tratamento preé-

vio para tornar a solugao limpida com 50 pl de uma suspensi3o a
50% de CNBr activado e Cl-4B de Sefarose temperada com glicina
durante 1 hora a 49 C. Imunoprecipitou-se um mililitro de lisada
com 20 pl de uma suspensao a 50% do anticorpo monoclonal RR1/1
ligado de um dia para o outro a Sefarose Cl1-4B (1 mg/ml), a 49 G
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!Anal. Biochem. 117: 307 (1981).

(Springer, T.A. et al., J. Exper. Med. 160: 1901 (1984)). O anti

corpo monoclonal ligado a Sepharose foi preparado usando activa-
¢ao por CNBr de Sepharose CL-4B em tampao de carbonato, de acor-
do com o método de March, S. et al. (Anal. Biochem. 60: 149

(1974)). Submeteram-se imunoprecipitados lavados a SDS-PAGE e co

loragao por prata, de acordo com o processo de Morrissey, J.H.

Apds diluigdo das proteinas com tam
pao de amostra de SDS (Ho, M.K. et al., J. Biol. Chem. 258: 636
(1983)) a 1009 C, as amostras foram divididas ao meio e submeti-

das a electroforese (SDS-8% PAGE) sob condigoes redutoras (Figu-
ra 5A) ou nao redutoras (Figura 5B). As bandas com pesos molecu-
lares de 50 kd e 25 kd correspondiam as cadeias pesada e leve de
imunoglobulinas da Sepharose com anticorpo monoclonal (Figura 5A
pista 3). Foram também observadas quantidadeé variaveis de ou-
tras bandas, na gama de pesos de 25 a 50 kd, mas nao foram vis-
tos em precipitados de células leucémicas reticuloendoteliais,
que abrangiam apenas uma banda de peso molecular de 90 kd. Veri-
ficou-se que a sub-unidade alfa de 177 kd e a sub-unidade beta
de 95 kd de LFA-1 migravam de modo diferente da ICAM-1 sob condi
coes redutoras (Figura 5A, pista 2) e nao redutoras (Figura 5B,
pista 2).

A fim de determinar o efeito de an-
ticorpo monoclonal RR1/1 na agregacao de linfoblastos PHA, usou-
-se a analise de agregacao quantitativa descrita no Exemplo 2.
Deste modo, estimularam-se células blasticas de células T duran-
te 4 dias, com PHA, lavaram-se cuidadosamente e em seguida culti
varam-se durante 6 dias na presenca de meio condicionado por IL-
-2. Verificou-se que a PHA era interiorizada durante esta cultu-
ra de 6 dias e nao contribuia para a anilise de agregagao. Em
trés andlises diferentes, com diferentes preparag¢oes de blastos
de células T, os anticorpos monoclonais ICAM-1 inibiram regular-

mente a agregag¢ao (Quadro 2).
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Inibigao pelo Anticorpo Monoclonal RR1/1 de Agregacao de Linfo-
blastos de PHA Estimulados por PMA

QUADRO 2

3 %

Exp. PMA ACM de agregacgao de inibigéob
1€ - Control 9 -
+  Control 51 ' 0
+ HLA-A,B 58 -14¢
+ LFA-1 alpha 31 39
+ ICAM-1 31 39
2€ - Control 10 -
+ Control 78 0
+ LFA-1 beta 17 78
+ IcaM-1 50 36
3f - -—- 7
+ Control 70
+  HLA-A,B 80 -14
+ LFA-3 83 -19
+ LFA-1 alpha 2 97
+ LFA-1 beta 3 96
+ IcaMm-1 34 51

. A agregagao de linfoblastos induzidos por PHA, estimulada com

- A agregacgao foi medida 1 hora apds a adigao simultanea de an-

. Um nlmero negativo indica realce percentual de agregacgao.
e. A agregagdo foi medida 1 hora apds a adigdo simultanea de an-

50 ng/ml de PMA, foi avaliada indirectamente por contagem mi-
croscopica do niilmero de células nio agregadas, como se descre
ve no Exemplo 2.

Inibigao percentual relativa a células tratadas com PMA e an-

ticorpo monoclonal X63.

ticorpo monoclonal e de PMA. As células foram agitadas a 175

rpm.

ticorpo monoclonal e de PMA. As células foram separadas por
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centrifugagdo a 200 x G durante 1 minuto, incubadas a 379 C
por 15 minutos, ressuspensas cuidadosamente e agitadas duran-
te 45 minutos a 100 rpm.

f. Trataram-se previamente as células com PMA durante 4 horas a
379 C. Apds a adigdo de anticorpo monoclonal, os tubos foram
incubados a 379 C estacionariamente por 20 minutos e agitados

a 75 rpm durante 100 minutos.

Os anticorpos monoclonais de LFA-1
€ram, consequentemente, mais inibidores do que os anticorpos mo-
noclonais de ICAM-1, enquanto que os anticorpos monoclonais de
HLA-A, B e LFA-3 nao tinham qualquer efeito. Estes resultados in
dicam que, dos anticorpos monoclonais testados, apenas os capa-
zes de se ligar a LFA-1 ou a ICAM-1 eram capazes de inibir ade-

sao celular.

EXEMPLO 10

Preparacgao de Anticorpo Monoclonal de ICAM-1

Imunizagdo

Um rato BALB/C foi imunizado por
via intraperitoneal (i.p.) com 0,5 ml de 2 x 107 de células JY
em meio de RPMI durante 103 dias e 24 dias antes da fusao. No
quarto e terceiro dias antes da fus3o, imunizaram-se ratos i.p.
com 107 de células U937 diferenciadas por PMA em 0,5 ml de meio
de RPMI.

Diferenciacao de células U937

As células U937 (ATCC CRL-1593) fo-
ram diferenciadas por incubagéo abzx lOS/ml em RPMI com 10% de
soro fetal de bovino, 1% de glutamicina e 50 pg/ml de gentamici-
na (meio completo) contendo 2 ng/ml de 1l2-miristato-acetato de
forbol (PMA) num recipiente estéril de polipropileno. No tercei-
ro dia desta incubagdo, metade do volume de meio foi removido e
substituido com meio completo fresco contendo PMA. No quarto dia

as células foram separadas, lavadas e preparadas para imunizagio,
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Fusao

Fundiram-se células de bago de ra-
tos imunizados com células de mieloma P3 x 63 Ag8-653 numa pro-
porcao de 4:1 de acordo com Galfre et al. (Nature 266:550 (1977)1L
Apds a fusdo, inocularam-se as células numa placa de microtitula
¢ao de 96 alvéolos de fundo raso a 105 células de baco/alvéolos.

Seleccao de células positivas anti-ICAM-1

ApOs uma semana, submeteram-se 50
ul do sobrenadante 3 andlise de agregagido qualitativa do Exemplo
2, usando JY e SKW-3 como linhas de células agregantes. Seleccio
naram-se as células dos sobrenadantes que inibiam a agregagao de
células JY mas ndo SKW-3 e clonaram-se estas células duas vezes
utilizando diluig¢do limitante.

Esta experiéncia teve como resulta-
do a identificagao e a clonagem de trés linhas separadas de hi-
bridoma, que produziam anticorpos monoclonais anti-ICAM-1. Os an,
ticorpos produzidos por estas linhas de hibridoma eram IgGZa’
IgG2b e IgM, respectivamente. A linha de células de hibridoma
que produzia o anticorpo anti-ICAM-1 IgGZa' foi dada a designa-
¢ao de R6'5'D6'E9'B2. O anticorpo produzido pela linha de célu-
las de hibridoma preferida foi designado por R6'5'D6'E9'B2 (aqui
referido como "R6-5-D6"). A linha de células de hibridoma R6'5"
D6'E9'B2 foi depositada na American Type Culture Collection em
30 de Outubro de 1987, sendo-lhe atribuida a designagao de ATCC
HB 9580.

EXEMPLO 11
Expressao e Regulacao de ICAM-1

_ A fim de se calcular a expressao
ICAM-1, desenvolveu-se uma analise radioimunoldgica. Nesta analj
se, foi iodado RR1/1 purificado, usando iodogénio a uma activida
de especifica de 10 uCi/pg. Cultivaram-se células endoteliais em
placas de 96 alvéolos e trataram-se como se descreve para cada
experiéncia. As placas foram arrefecidas a 49 C, colocando-as
num compartimento frio durante 0,5 a 1 hora e ndo imediatamente

- 45 -



em gelo. As monocamadas foram lavadas 3 vezes com meio completo
1251 RR1/1. As mo-

nocamadas foram entao lavadas 3 vezes com meio completo. O 1251

frio e depois incubadas 30 minutos a 49 C com

ligado foi liberto, usando NaOH 0,1 N, e medido. A actividade es

125I RR1/1 foi ajustada, usando RR1/1l nio marcado pa

pecifica de
ra obter um sinal linear acima do nivel de densidades de antige-
ne encontrado neste estudo. Foi determinada a ligag3o n3o especi
fica na presenga de excessos de milhares de vezes de RR1/1 nio
marcados e esta ligagao na@o especifica foi subtraida da ligacdo
total para se obter a ligacao especifica.

A expressao de ICAM-1 medida usando
a andlise radioimunoldogica acima descrita, & aumentada nas célu-
las endoteliais da veia umbilical humana (CEVUH) e nas células
endoteliais da veia safena humana (CEVSH), por IL-1, TNF, LPS e
IFN gama (Quadro 3). As células endoteliais da veia safena foram
usadas neste estudo para confirmar os resultados das células en-
doteliais da veia umbilical em células endoteliais da veia cava
inferior em cultura derivada de tecido adulto. A expressao basi-
ca de ICAM-1 & 2 vezes mais alta nas células endoteliais da veia
safena do que nas células endoteliais da veia umbilical. A expo-
sigao de células endoteliais da veia umbilical a IL-1 alfa recom
binante, IL-1 beta e TNF gama, aumenta a expressio de ICAM-1 10
a 20 vezes. IL-1 alfa, TNF e LPS foram os indutores mais poten-
tes e IL-1 foi menos potente numa base de peso e também a concen
tragoes saturantes para a resposta (Quadro 3). IL-1 beta a 100
ng/ml aumentou a expressao de ICAM-1 9 vezes mais na CEVUH e 7,3
veezes mais na CEVSH, com metade do aumento maximo ocorrendo a
15 ng/ml. O rTNF a 50 ng/ml, aumentou a expressiao de ICAM-1 16
vezes mais na CEVUH e 11 vezes mais na CEVSH com metade dos efei
tos maximos a 0,5 ng/ml. O interferao gama produziu um aumento
significativo na expressao de ICAM-1, de 5,2 vezes mais no CEVUH
ou 3,5 vezes mais no CEVSH, a 10 000 U/ml. O efeito de LPS a 10
ug/ml era semelhante em grandeza ao do rTNF. Combinagoes parale-
las destes mediadores tiveram como resultado efeitos aditivos ou
levemente menos do que aditivos na expressao de ICAM-1 (Quadro
3). A titulagao cruzada de rTNF com rIL-1 beta ou rINF gama nio
mostrou sinergismo entre estes, a concentragdes sub-Optimas ou




Optimas.
Uma vez que o LPS aumentou a expres;
sdo de ICAM-1 nas células endoteliais, a niveis algumas vezes en
contrados em meios de cultura, foi encarada a possibilidade de
que a expressao de ICAM-1 basal possivelmente seria devida ao
LPS. Quando foram analisadas varias quaﬁtidades de soro, verifi-
cou-se que O soro com baixa concentragao de endotoxina dava uma
expressao basal de ICAM-1 25% mais baixa. Todos os resultados
aqui relatados referem-se a células endoteliais cultivadas em so
ro de baixa endotoxina. No entanto, a inclusio do antibidtico jsle]
limixina B que neutraliza o LPS a 10 pg/ml diminui a expressao
de ICAM-1 em mais 25% (Quadro 3). O aumento na expressao de ICAM
-1 no tratamento com IL-1 ou TNF ndo foi efectuado pela presenca
de 10 pg/ml de polimixina B, o que & compativel com os baixos ni

veils de endotoxina nestas preparag¢des (Quadro 3).

QUADRO 3
Anticorpos Monoclonais Anti-ICAM-1

125

Condigao (16 h) I Ligado Especificamente (CPM)
CEVUH CEVSH

comparagao 603+ 11 - 1132 + 31 -
100 ng/ml rIL-1 beta 5680 + 633 9x 8320 + 766 7,3x
50 ng/ml rIL-1 alfa 9910 + 538 16x - -
50 ng/ml rTNF alfa 9650 + 1500 1léx 12690 + 657 11,2x
10 pg/ml LPS 9530 + 512 1léx 10459 + 388 9,2x
10 ng/ml rIFN gama 3120 + 308 5.2x 4002 + 664 3,5x
rIL-1 beta + rTNF 1469 + 1410 24x 16269 + 660 14x
rIL-1 beta + LPS 13986 + 761 23x 10870 + 805 10x
rIL-1 beta + rIFN gama 7849 + 601 13x 8401 + 390 7,4x
rTNF + LPS 15364 + 124124x 16141 + 1272 14x
rTNF + rIFN gama 13480 + 118922x 13238 + 761 12x
LPS + IFN gama 10206 + 320 17x 10987 + 668 10x
polimixina B (10 pg/ml) 480 + 23 - - -
polimixina B + rIIL-1 5390 + 97 11x - -
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QUADRO 3 (cont.)

Anticorpos Monoclonais Anti-ICAM-1

Condigao (16 h) l251 Ligado Especificamente (CPM)
CEVUH CEVSH
polimixina B + rTNF 9785 + 389 20x - -
1 ug/ml LPS 7598 + 432 13x - -
polimixina B + LPS 510 + 44 1.1x

A regulagao da expressao de ICAM-1
para niveis superiores em CEVUH E CEVSH- CEVUH ou CEVSH foi en-
saiada por inoculagao de placas de 96 alvéolos a 1:3 de uma mono
camada confluente e permitiu-se que crecessem de modo a reunir-
-se. As células foram entdo tratadas com os materiais ou meios
indicados durante 16 horas e realizou-se a analise de RIA como

nos métodos. Todas as situacdes foram feitas em quadriplicado.

EXEMPLO 12

Cinética de Indugdo de ICAM-1 por Interleuquina 1 e por Interfe-
rao Gama

A cinética dos efeitos de Interleu-
quina 1 e do Interferdo gama na expressio de ICAM-1 nos fibro-
blastos dérmicos foi determinada usando a anidlise de ligagao IgG

anti-rato de cabra com 1251, de Dustin, M.L. et al. (J. Immunol.

137: 245-254 (1986); cuja referéncia se considera aqui incorpora
da por referéncia). Para realizar esta anilise de ligagao, culti
varam-se fibroblastos dérmicos humanos em placas de microtitula-
¢do de 96 alvéolos, a uma densidade de 2 a 8 x 107 células/alveéo
lo (0,32 cm2). As células foram lavadas duas vezes com meio com-
i pleto RPMI 1640, como se descreve no Exemplo 1. As células foram
lavadas adicionalmente uma vez com solucao de sal eguilibrada de
Hanks (SSEM) HEPES 10 mM, NaN3 a 0,05% e soro bovino fetal inac-
tivado pelo calor a 10%. A lavagem com este tampao de ligagao
foi feita a 49 C. A cada alvéolo, adicionaram-se 50 ul do tampao
de ligagao acima descrito e 50 ul do sobrenadante de hibridoma
apropriado com X63 e W6/32 como amostras de comparag¢ao negativa
e positiva, respectivamente. Depois da incubag¢ao durante 30 minu
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|tos a 49 C, com agitagao suave, os alvéolos foram lavados duas

|de acordo com o método de Fraker, P.J. et al. (Biochem. Biophys.
(Res. Commun. 80: 849 (1978)). Depois de 30 minutos a 49 C, os al

vezes com tampao de ligagdo, e adicionou-se o segundo anticorpo

de IgG anti-rato de cabra 1251 a 50 nCi em 100 pl. O anticorpo

125

anti-rato de cabra I foi preparado usando iodogénio (Pierce),

véolos foram lavados duas vezes com 200 pl de tampao de ligacgao
e a camada celular foi dissolvida, adicionando 100 pl de NaOH
0,1 N. Esta solugao e uma lavagem de 100 pl foram analisados num
contador gama 5 500 de Beckman. A radioactividade ligada especi-
fica em impulsos por minuto. foi calculada como /cpm com anticor|
po monoclonal/-/cpm com X63/. Todas as fases, incluindo a indu-
¢ao com reagentes especificos, foram levadas a cabo em quadripli
cado.

O efeito da interleuquina-1 com um
beriodo de semi-vida para indugdo de Icam-1 de 2 horas foi mais
rapido do que o do interferio gama com um periodo de semi-vida
de 3,75 horas (Figura 6). O tempo decorrido para voltar aos ni-
veis de repouso de ICAM-1 pareciam depender do ciclo da célula
ou da taxa do crescimento da célula. Nas células em equilibrio,
0s efeitos da interleuquina-1l e do interfer3o gama sio estiveis
por 2 ou 3 dias, enquanto que em culturas de fase de crescimento
exponencial, a expressao de ICAM-1 esta perto da linha de base 2
dias depois da remogao destes agentes indutores.

As curvas de resposta em relacio a
dose para indugao de ICAM-1 por intefleuquina-l humana e de rato
recombinantes, e para interferao gama humano recombinante, sao
apresentadas na Figura 7. Descobriu-se que o interferio gama e 4
interleuquina~1l tinham dependéncias de concentracio similares
com efeitos quase idénticos, a 1 ng/ml. As interleuquinas 1 re-
combinantes de rato e humana também tém curvas similares, mas
sdo muito menos eficazes do que as preparagoes de interleuquina
1 humana para a indugdo da expressdo de ICAM-1.

A ciclo-hexamida, um inibidor de
sintese de proteinas, e a actinomicina D, um inibidor de sintesd
de ARNm, eliminam os efeitos tanto da interleuquina 1 como do in
terferao gama na expressdo de ICAM-1 em fibroblastos (Quadro 4).
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Além disso, a tunicamicina, um inibidor de glicosilagao ligada a
N, sO inibia o efeito da interleuquina 1 em 43%. Estes resulta-
dos indicam que a sintese de proteina e de ARNm, mas nao a glico
silagao ligada a N, s3o necessirios para o aumento estimulado pe

la interleuquina 1 e pelo interferdo gama da expressao de ICAM-1,

QUADRO 4

Efeitos de Ciclo-hexamida, Actinomicina D e Tunicamicina na In-
dugao de ICAM-1 por IL 1 e INF gama nos Fibroblastos Dérmicos Hu

manos?
125 .
I IgG anti-rato de cabra, liga-
do especificamente (cpm)
Tratamento anti-ICAM-1 anti~HLA-A.B.C
Comparagao (4 hr) 1524 + 140 11928 + 600
+ ciclohexamida 1513 + 210 10678 + 471
+ actinomicina D 1590 + 46 12276 + 608
+ tunicamicina 1461 + 176 12340 + 940
IL 1 (10 U/ml) (4 hr) 4264 + 249 12155 + 510
+ cicloheximida 1619 + 381 12676 + 446
+ actinomicina D 1613 + 88 12294 + 123
+ tunicamicina 3084 + 113 13434 + 661
IFN-7y (10 U/ml) (18 hr) 4659 + 109 23675 + 500
+ cicloheximida 1461 + 59 10675 + 800
+ actinomicina D 1326 + 186 12089 + 550

a. Cultivaram-se fibroblastos humanos até uma densidade de 8 x

2. Os tratamentos foram leva

X 104 células/alvéolos de 0,32 cm
dos a cabo num volume final de 50 pl contendo os reagentes in
dicados. Foram adicionadas ciclo-hexamida, actinomicina D e
tunicamicina, a 20 pg/ml, 10 pM e 2 pg/ml, respectivamente,
ao mesmo tempo que as citoquinas. Todos os valores sao médias

de alvéolos em quadriplicado + DP.
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EXEMPLO 13
A Distribuigao de Tecido de ICAM-1

Foram efectuados estudos histoquimi
cos em tecido congelado de orgaos humanos a fim de determinar a
distribuicao de ICAM-1 no timo, em ginglios linfiticos, intesti-
no, pele, rim e figado. Para realizar esta analise, fixaram-se
em acetona durante 10 minutos secgbes de tecidos congelados (4
pm de espessura) de tecidos humanos normais e coraram-se com an-
ticorpo monoclonal RR1/1 por uma técnica de imunoperoxidase que
empregou o método complexo de avidina-biotina (Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA) descrito por Cerf-Bensussan, N. et al. (J.
Immunol. 130: 2615 (1983)). Apds a incubagdo com o anticorpo, as

secgoes foram incubadas consecutivamente com IgG anti-rato de ca
valo biotinilada e com complexos de peroxidase avidina-biotinila
da. As secgdes foram, por fim, mergulhadas numa solugao contendo
3-amino-9-etil-carbazolo (Aldrich Chemical Co., Inc., Milwaukee,
WI) para desenvolver uma reacgdo colorida. Em sequida as secgoes
foram fixadas em formaldeido a 4% 5 minutos e foram contrastadas
com hematoxilina. Para amostras de comparagao tomaram-se secgdes
incubadas com anticorpos monoclonais nzo relacionados, em vez do
anticorpo RR1/1.

Verificou-se que a ICAM-1 tinha uma
distribuigao muito semelhante 3 dos antigenes da classe II do
complexo de histocompatibilidade maioritdrio (MHC). A maioria
dos vasos sanguineos (tanto pequenos como grandes) em todos os
tecidos mostravam coloragao de células endoteliais com anticorpo
ICAM-1. A coloragado endotelial vascular era mais intensa nas are
as interfoliculares (para-corticais), em ginglios linfaticos,
amigdalas e manchas de Peyer, em comparagao com os vasos do rim,
figado e pele normal. No figado, a coloragao era bastante restrij
ta ds células de cobertura sinusoidais; os hepatdcitos e as co-
berturas de células endoteliais, principalmente as veias e artée-
rias portais, nao foram coradas.

Na medula do timo, foi observada um
coloragdo difuse de células grandes e um padrio dentritico de co|
loragao. No cdrtice, o tipo de coloragdo era focal e predominan-




| temente dentritico. Os timdcitos n3o foram corados. No tecido
| linfdoide periférico, as células centrais germinais dos foliculos
linfdides secundarios foram intensamente coloridas. Em alguns fo
liculos linfdides, o padrio de coloragao €ra principalmente den-
ltritico, sem coloragao reconhecivel de linfdcitos. Foi também ob
servada uma coloragdo ténue de células na zona exterior. Além
disso, as células dentriticas com extensoes citoplasmaticas (cé~
lulas reticulares interdigitais) e um pequeno nimero de linfdci-
tos nas areas interfoliculares Ou paracorticais foram corados
com o anticorpo de ligagdo de ICAM-1.

Foram coradas células semelhantes a
macrofagos nos génglios 1infaticos e na mucosa do intestino del-
gado. Células semelhantes a flbroblastos (células fusiformes) e
células dentriticas espalhadas no estroma da maioria dos orgaos
estudados, foram coradas com o anticorpo de ligagc3o ICAM-1. Nao
se descortinou qualquer coloragao nas células indeterminantes de
Langerhans na epiderme. Nio foi observada qualquer coloragao no
tecido muscular liso.

A coloragao das células epiteliais
foi essencialmente vista na mucosa das amigdalas. Apesar de os
hepatocitos, o epitélio das vias biliares, as células epiteliais
intestinais e as células epiteliais tubulares no rim nio se cora;
rem na maioria das circunstancias, sec¢Bes de tecido de rim nor-
mal obtido de um especimen de uma nefrectomia com carcinoma de
células renais apresentou coloragao de muitas células tubulares
proximas para ICAM-1. Estas células tubulares também se coraram
com um anticorpo de ligagdo anti-HLA-DR.

Resumindo, o ICAM-1 é expressado em
células nao hematopoiéticas, como células endoteliais vasculares
(€ em células hematopoiéticas, como macrofagos de tecidos e blas-
tos de linfocitos C estimulados por mitogene. Verificou-se que a
ICAM-1 era expressa em pequenas quantidades nos linfdcitos de

sangue periferico.

EXEMPLO 14

Purificagao de Anticorpo Monoclonal de ICAM-1 Cromatografia de




|bo.

. lavada com uma série de tampdes detergentes de lavagem aumentan-—

Afinidade

Esquema de purificacao geral

A ICAM-1 foi purificada a partir de

células ou de tecido humano, usando cromatografia de afinidade
de anticorpo monoclonal. O anticorpo monoclonal RR1/1, reactivo
com ICAM-1, foi primeiro purificado e acoplado a uma matriz de
coluna inerte. Este anticorpo & descrito por Rothlein, R. et al.
J. Immunol. 137: 1270-1274 (1986), e Dustin, M.L. et al. (J.
Immunol. 137: 245 (1986)). A ICAM-1 foi dissolvida a partir de

membranas de células por lise das células num detergente nio id-

nico, o Triton X-100, a um pH quase neutro. O lisado celular con
tendo a ICAM-1 dissolvida foi entdo passado através de pré-colu-
nas projectadas para remover materiais que se ligam de modo nao
especifico ao material da matriz da coluna e em seguida atraves
da matriz da coluna de anticorpo monoclonal, permitindo que a

ICAM-1 se ligasse ao anticorpo. A coluna do anticorpo foi entao

do o pH para pH 11,0. Durante estas lavagens, a ICAM-1 ficou li-
gada a matriz do anticorpo, enquanto que os contaminantes nao 1i
gados e debilmente ligados foram eliminados. A ICAM-1 ligada foi]
depois eluida especificamente da coluna, por aplicagao de uma

mistura de detergente de pH 12,5.

Purificacao do anticorpo monoclonal RR1/1 e acoplagem covalente

a Sepharose CL-4B.

0 anticorpo monoclonal anti-ICAM-1
RR1/1 foi purificado a partir do fluido ascitico de ratos porta-
dores de hibridomas, ou de sobrenadantes de cultura de hibrido-
mas, por técnicas normais de precipitacdo de sulfato de amdnio e
cromatografia de afinidade da proteina A (Ey, et al., Immunochen
15: 429 (1978)). A IgG purificada ou IgG de ratazana (Sigma Che-

mical Co., St. Louis, MO) foi acoplada covalentemente 3 Sepharo-
se CL-4B (Pharmacia, Upsala, Suécia) usando uma modificagao do

método de March et al. (Anal. Biochem. 60: 149 (1974)). Resumida
mente, a Sepharose CL-4B foi lavada em agua destilada, activada
em 40 mg/ml de CNBr em K2HPO4 5 M (pH aproximadamente 12), duran
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te 5 minutos e depois lavada a fundo com HC1l 0,1 mM a 49 C. A
Sepharose filtrada e activada foi ressuspensa com um volume igual
de anticorpo purificado_(Z-lO mg/ml em NaHCO3 0,1 M, NaCl 0,1 M)/
A suspensao foi incubada por 18 horas a 49 C, com rotagao reci-
proca lenta. O sobrenadante foi ent3o analisado para determinar
a presenga de anticorpos desligados medindo a absorvancia a 280
nm e os restantes locais reactivos na Sepharose activada, foram
saturados, juntando glicina a 0,05 M. O éxito do acoplamento foi

normalmente superior a 90%.

Solubilizagao detergente de membranas preparadas a partir de ba-

¢o humano.

Todos os processos foram efectuados
a 49 C. Bago humano congelado (fragmentos de 200 g) de pacientes
com leucemia de células reticuloendoteliais foi mergulhado em ge|
lo, em 200 ml de solugac tris-salina (tris 50 mM, NaCl 0,14 M,
PH 7,4 a 4?2 C) contendo fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) ,
0,2 U/ml de aprotinina, e iodocetalmida 5 mM. O tecido foi corta)
do em pedagos pequenos e foi homogeneizado a 49 C com um homoge -
nizador de poténcia Tekmar. O volume foi ent3o ajustado a 300 ml
com solugao tris-salina e foram adicionados 100 ml de Tween 40 a
10% (Monopalmitato de polioxietileno sorbitol) em solugao tris-
-salina, para alcangar uma concentragio de 2,5% de Tween 40.

Para preparar membranas, o homoge-
neizado foi extraido usando tré@s batidas de um homogeneizador de
Dounce ou, de preferéncia, um homogeneizador de Potter Elvejhem
de Teflon, e em seguida centrifugado a 1000 x g durante 15 minu-
tos. O sobrenadante foi retido e a massa foi re-extraida em 200
ml de Tween 40 a 2,5% em solugéo tris-salina. Depois da centrify
gagéo a 1000 x g durante 15 minutos, os sobrenadantes de ambas
as extracgoes foram combinados e centrifugados a 150 000 x g, dy|
rante 1 hora, para agregar as membranas. As membranas foram lavg
das por ressuspensao em 200 ml de solucdo tris-salina e foram
centrifugadas a 150 000 x g durante 1 hora. O sdlido de membra-
nas foi ressuspenso em 200 ml de solugao de tris-salina e homoge]
neizada com um homogeneizador motorizado e um almofariz de Tef-

lon, até a suspensdo ter uma turvagdo uniforme. O volume foi en-
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ldurante 1 hora. Adicionou-se entao Triton X-100 ao sobrenadante

tdo preenchido até 900 ml com soluc3o de tris-salina e adicionou
-se N-lauroil-sarcosina, até uma concentragao final de 1%. Depois
de agitar a 49 C durante 30 minutos, o material insolivel no 1i-~

sado por detergente foi retirado por centrifugacao a 150 000 x g

até uma concentragdo final de 2% e o lisado foi agitado a 49 C

durante 1 hora.

Dissolugdo por detergente de cédlulas linfoblastdides B JY

A linha de células linfoblastdides
B JY transformadas por EBV cresceu em RPMI-1640, contendo 10% de
soro fetal de vitela (FCS) e HEPES 10 mM, até uma densidade apro
ximada de 0,8 1,0 x lO6 células/ml. A fim de aumentar a expres-
sdo superficial das células de ICAM-1, foi adicionado 12-mirista
to-13-acetato de forbol (PMA) até 25 ng/ml durante 8 a 12 horas
antes da colheita das células. Foi também adicionado vanadato de
sddio (50 pM) as culturas durante este periodo. As células foram
reunidas por centrifugagdo a 500 x g durante 10 minutos e lava-
das duas vezes na solugao salina equilibrada de Hank (HBSS) por
ressuspensaoc e centrifugacao. As células (aproximadamente 5 g
por 5 litros de cultura) foram lisadas em 50 ml de tampao de 1li-
se (NaCl 0,14 M, Tris 60 mM a pH 8,0, Triton X-100 a 1%, 0,2
U/ml de aprotinina, PMSF 1 mM, 50 pM de vanadato de sddio) por
agitagdo a 492 C durante 30 minutos. Os niicleos nio lisados e os
residuos insoldveis foram removidos por centrifugagao a 10 000 x
g por 15 minutos, seguida de centrifugacao do sobrenadante a
150 000 x g durante 1 hora e filtragido do sobrenadante através
de papel de filtro Whatman de 3 mm.

Cromatografia de afinidade de ICAM-1 para estudos de estrutura.

Para purificagao de ICAM-1 em larga
escala para ser usado em estudos de estrutura usou-se uma coluna
de 10 ml de RR1/1 de Sepharose CL-4B (acoplada a 2,5 mg de anti-
corpo/ml de gel) e duas pré-colunas de 10 ml de Sepharose CL-4B,
temperadas com glicina e IgG de ratazana acoplada a Sepharose
CL-4B (2 mg/ml). As colunas foram ligadas em séries e lavadas
previamente com 10 volumes de coluna de tampao de lise, 10 volu-
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nmes de coluna de tampao de pH 12,5 (trietilamina 50 mM, Triton
X-100 a 0,1%, pH 12,5 a 49 C), seguido por equilibrio com 10 vo-
lumes de coluna de tampao de lise. Um litro de lisado por deter-
gente de bago humano foi carregado com um caudal de 0,5 a 1,0 ml
por minuto. As duas pré-colunas foram usadas para remover materi
al npo especificamente ligado do lisado antes da passagem atra-
vés da coluna de Sepharose RR1/1.

Depols de carregada, a coluna de
Sepharose RR1/1 e o ICAM-1 ligado foi lavada sequencialmente a
um caudal de 1 ml/minuto com um minimo de 5 volumes de coluna de
cada uma das seguintes solugobes: 1) tampdo de lise; 2) Tris 20
mM a pH 8,0/NaCl 0,14 M/Triton X-100 a 0,1%; 3) glicina 20 mM pH
10,0/Triton X-100 a 0,1%, e 4) trietilamina 50 mM a pH 11,0/Tri-
ton X-100 a 0,1%. Todas as misturas de lavagem continham PMSF 1
mM e 0,2 U/ml de aprotinina. Depois da lavagem, a ICAM-m de liga
cao restante foi eluida com 5 volumes de coluna de tampdo de elui
cao (trietilamina 50 mM Triton X-100 a 0,1% pH 12,5 a 49 C) a um
caudal de 1 ml/3 minutos. A ICAM-1 eluida foi reunida em fracgoes
de 1 ml e imediatamente neutralizada pela adigéo de 0,1 ml de
Tris 1 M a pH 6,7. Identificaram-se as fraccoes contendo ICAM-1
por electroforese em SDS poliacrilamida de aliquotas de 10 pl
(Springer et al., J. Exper. Med. 160: 1901 (1984)), seguido de

uma coloracgao por prata (Morrissey, J.H., Anal. Biochem. 117:

307 (1981)). Nestas condigoes a maior parte da ICAM-1 foi eluida
num volume de coluna, aproximadamente, com uma pureza superior a
90%, a julgar pelos electroferogramas corados com prata (uma pe-
quena quantidade de IgG, lixiviada da matriz de afinidade, era o
contaminante principal). As fracgoes contendo ICAM-1 foram combi
nadas e concentradas, aproximadamente 20 vezes mais, usando mi-
croconcentradores Centricon-30 (Amicon, Danvers, MA). A ICAM-1
purificada foi avaliada por andlise de proteina Lowry de uma ali
quota precipitada pbr etanol do volume reunido: produziram-se
aproximadamente 50 )] de ICAM-1 pura a partir de 200 g de bago
humano.

Aproximadamente 200 pg de ICAM-1 pu
rificada, foram submetidos a um segqundo estagio de purificacgao,
por electroforese de gel de SDS-poliacrilamina. A banda represen
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tando a ICAM-1 foi visualizada embebendo o gel em KCL 1 M. A re-
gido de gel que continha a ICAM-1 foi, entao, cortada e electro-
-eluida, de acordo com o método de Hunkapiller et al., Meth. En-

zymol. 91: 227-236 (1983). A proteina purificada tinha um grau

|de pureza superior a 98%, a julgar pela coloragao de prata e por

SDS-PAGE.

Purificacao de afinidade de ICAM-1 para estudos funcionais

A ICAM-1 foi purificada para uso em
estudos funcionais a partir de lisados por detergentes de célu-
las JY, tal como descrito acima, mas numa escala mais pequena
(uma coluna de 1 ml de Sepharose RR1/1), e com as modificacgoes
seguintes. Todas as solugdes continham 50 pM de vanadato de so-
dio. Depois de lavar a coluna com tampao de pH 11,0, contendo
0,1% de Tritan X-100, a coluna foi lavada outra vez com 5 volu-
mes de colunas do mesmo tampao, contendo 1% de n-octil-beta-D-
-glucopiranosido (octilglucdsido) em lugar de 0,1% de Triton X-
-100. O detergente de octllgluc051do desloca o Triton X-100 liga

do & ICAM-1 e, ao contrario do Triton X-100 pode ser removido

subsequentemente por didlise. A ICAM-1 foi entao dissolvida com
tampao de pH 12,5, contendo 1% octilglucdsido em vez de 0,1% de
Triton X-100 e foi analisado e concentrado, como acima descrito.

EXEMPLO 15
Caracteristicas da ICAM-1 Purificada

A ICAM-1 purificada a partir de ba-
¢o humano, migra em gel de SDS-poliacrilamida sob a forma de uma
banda larga de Mr de 72 000 a 91 000. A ICAM-1 purificada a par-
tir de células JY também migra sob a forma de uma banda larga de
Pm de 76 500 a 97 000. Estes Pm situam-se na gama mencionada pa-
ra imunoprecipitados de ICAM-1 de diferentes fontes celulares:
Pm = 90 000 para células JY, 114 000 na linha de celulas mielomo
nociticas U937 e 97 000 em fibroblastos (Dustin et al., J. Immu-
nol. 137: 245 (1986)). Esta gama ampla de Pm foi atribuida a um
grau de glicosilagdao elevado, mas varfivel. O precursor nao glicg
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silado tem um Mr de 55 000 (Dustin et al.). A proteina purifica-
da quer a partir das células JY quer de baco humano retém a sua
actividade antigénica como evidéncia pela sua capacidade de reli
gagao a coluna de afinidade original e, por imunoprecipitagao
com RR1/1-Sepharose e electroforese de SDS-poliacrilamida.

Para produzir fragmentos de pepti-
deos de ICAM-1, foram reduzidos aproximadamente 200 pg com ditri
teitol 2 mM/2% de SDS, seguidb de alquilagao com &cido iodoacétij
co 5 mM. A proteina foi precipitada com etanol e dissolvida em
NH4CO3 0,1 M/CaCl 10,1 mM/0,1% de zwittergent 3-14 (Calbiochem),
e digerida com 1% p/p de tripsina a 379 C durante 4 horas, segui
do de uma digestao adicional com 1% de tripsina, durante 12 ho-
ras a 379 C. Os peptideos tripticos foram purificados por HPLC
de fase inversa, usando uma coluna C4 (Vydac) de 0,4 x 15 cm. Os
peptideos foram eluidos com um gradiente linear de 0% a 60% de
acetonitrilo, em acido trifluoroacético a 0,1%. Submeteram-se
peptideos seleccionados a andlise de sequéncia num microsequen-
ciador de fase gasosa (Applied Biosystems). A informagao sobre

as sequéncias obtida deste estudo & apresentada no Quadro 5.

QUADRO 5

Sequéncia de adcidos Aminados dos Peptideos Tripticos da ICAM-1

Residuo Peptideo
de acido
aminado 50a 50b 46a 46b X 45 K AA J U 0 M1
1 [T/v] A (vyv/a( E VvV S L E A L V L
2 F S Q P E F N L G L T L/E
3 L I T A L P P D S G L P/(G)
4 T S F A A T L \% I P
5 v L P P P \% R L E G/Y
6 Y G L L N T P \% T N/L
7 P 1 P P v Y Q T P (N)
8 T P I I T/I G G CcC P/V (Q)
9 S F G (G) L - L S K (E)
10 E E (Q) - D E T (D)
11 A S D/P K S L S
12 G/S v v P F F C
13 A T D Q S E D
14 G \Y W V/L A - Q
15 I K T P
16 S K
17 A
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QUADRO 5 (cont.)
Sequéncia de Acidos Aminados dos Peptideos Tripticos da ICAM-1

Residuo Peptideo

de Acido

JAminado 50a 50b 46a 46b X 45 K AA J U O M1
18 P
19 X
20 Q
21 L

() = Sequéncia de confianca baixa.

/ 7 = Sequéncia de confianca muito baixa.

/ = Indica ambiguidade na sequéncia; o 3cido aminado mais pro

vavel é catalogado primeiro.
a = Peptideo maior.
b = Peptideo menor.

EXEMPLO 16

O gene para ICAM-1 pode ser clonado
usando gualquer de varios procedimentos. Por exemplo a informa-
Gao da sequéncia de acidos aminados obtida por meio da sequencia
cao dos fragmentos de ICAM-1 provenientes do tratamento com tri-
psina (Quadro 5) pode ser usada para identificar uma sequéncia
oligonucleotidica que corresponderia ao gene de ICAM-1. Em alter
nativa o gene de ICAM-1 pode ser clonado usando um anticorpo an-

ti-ICAM-1 a fim de detectar clones que produzem ICAM-1.

Clonagem do gene para ICAM-1 por meio da utiiizagéo de sondas

oligonucleotidicas

Por meio do uso do cddigo genético
(Watson, J.D., em: Molecular Biology of the Gene, 38 Ed., W.A.
Benjamim, Inc., Menlo Park, CA (1977)) & possivel identificar um

ou varios oligonucleotidos diferentes, cada um dos quais tem a

capacidade de codificar os peptideos trlptlcos de ICAM-1. A pro-
babilidade que um oligonucledtido particular constitua de facto
a sequéncia real de codificagao de ICAM-1 pode ser estimada por
consideracado das relagdes de emparelhamento anormal de bases e &
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frequéncia com que um coddo particular & realmente usado (para
codificar para um acido aminado particular) em células eucarioti
cas. Estas "regras de utilizagao de coddes" sdo descritas por La
the, R., et al., J. Molec. Biol. 183: 1 - 12 (1985). Usando as
"regras de utilizagao de codoes" de Lathe, identifica-se um tni-

co oligonucledtido ou um conjunto de oligonucledtidos contendo
uma sequéncia de nucledtidos teoricamente "mais provavel" (isto
€, a sequéncia de nucledtidos com a redundancia mais baixa) com
capacidade para codificar as sequéncias peptidicas tripticas de
ICAMI.

O oligonucledtido ou o conjunto de
oligonucledtidos contendo a sequéncia teoricamente "mais prova-
vel" com capacidade de codificar os fragmentos de ICAM-1 & utili
zado para identificar a sequéncia de um oligonucledtido ou de um
conjunto de oligonucledtidos complementares com capacidade de hi
bridar com a sequéncia ou com o conjunto de sequéncias "mais pro
vaveis". Um oligonucledtido contendo uma sequéncia complementar
como estas pode ser utilizado como sonda para identificar e iso-
lar o gene de ICAM-1 (Maniatis, T., et al., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
NY (1982).

Tal como descrito anteriormente na
secgao C, & possivel clonar o gene de ICAM-l a partir de prepara
¢Oes de ADN eucaridtico que se suponha conter este gene. A fim
de identificar e clonar o gene que codifica para a proteina ICAM
-1 submete-se a uma selecgao um banco de ADN verificando a res-
pectiva capacidade para hibridar com as sondas de oligonucledti-
dos acima descritas. Uma vez que & provavel que apenas existam
duas cdpias do gene para ICAM-1 numa célula normal dipldide, e
uma vez que & possivel que o gene para ICAM-1 possa ter longas
sequéncias nao transcritas intercaladas (intrdes) cuja clonagem
nao & pretendida, & preferivel isolar as sequéncias que codifi-
cam para ICAM-1 a partir de um banco de ADNc preparado a partir
de ARNm de uma célula produtora de ICAM-1 em vez de um banco de
ADN gendmico. As preparag¢des de ADN ou de ADNc apropriadas sio
cindidas com enzimas ou fragmentos aléatoriamente e sao em segui]
da ligadas em vectores recombinantes. A capacidade destes vecto-
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res recombinantes para hibridagao com as sondas oligonucleotidi-
cas acima descritas & entdo medida. Descrevem-se procedimentos

de hibridagao por exemplo em Maniatis, T., Molecular Cloning: A

| Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,

NY (1982) ou em Haymes, B.T., et al., Nucleic Acid Hybridizationl

|A Pratical Approach, IRL Press, Oxford, Inglaterra (1985). Os

vectores que se verificar serem capazes de hibridar nestas condi
GOes sdao entdo analisados a fim de determinar a extensio e a na-
tureza das sequéncias de ICAM-1 que cont@m. Com base unicamente
em consideragdes estatisticas, & possivel identificar inequivoca
mente um gene que codifica para a molécula de ICAM-1 (por selec-
cao de hibridagdo) usando uma sonda oligonucleotidica de apenas
18 nucledtidos.

Deste modo, resumidamente, a identi
ficagao real das sequéncias peptidicas de ICAM-1 permite a iden-
tificagdo da sequéncia tedrica "mais provavel", ou de um conjun-
to de sequéncias nestas circunstincias, capazes de codificar pa-
ra o peptideo. Por construgdo de um oligonucledtido complementar
desta sequéncia tedrica (ou por construgdo de um conjunto de oli
gonucledtidos complementares do conjunto dos oligonucleétidos
"mais provaveis"), obtém-se uma molécula de ADN (ou um conjunto
de moléculas de ADN) com a capacidade de funcionarem como sonda
a fim de identificar e isolar o gene para ICAM-1.

Usando as sequéncias peptidicas de
ICAM-1 do Quadro 5 determinou-se a sequéncia "mais provavel" de
um oligonucledtido capaz de codificar para os peptideos AA e J
(Quadros 6 e 7, respectivamente). Sintetizaram-se oligonucledoti-
dos complementares déstas sequéncias e purificaram-se para serem
usados como sondas a fim de isolar sequéncias do gene de ICAM-1.
Geraram-se bancos de ADNc de dimensoes seleccionadas adequados a
partir do poli(A)+ ARN de células HL-60 induzidas por PMA e de
células endoteliais da veia umbilical estimulada por PS., Prepa-
rou-se um banco de ADNc de dimensao seleccionada usando poli(A)+
ARN de células HL-60 induzidas por PMA de acordo com o método de
Gubler, U., et al., (Gene 25: 263-269 (1983)) e Corbi, A., Et
al., (EMBO J. 6: 4023-4028 (1987), cujas referéncias sio incorpo
radas por referéncia na presente especificagao.
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Preparou-se um banco de ADNc de di-
mensao seleccionada usando poli(A)+ ARN de células endoteliais
da veia umbilical estimuladas durante 4 horas com 5 pg/ml de PS,
O ARN foi extraido por homogeneizag¢ao das células em isotiociana;
to de guanidinio 4 M e por ultracentrifugacdo do sobrenadante a-
‘traves dum gradiente de CsCl (Chirgwin, J.M., el al., Biochem.
18: 5294-5299 (1979)). Isolou-se Poli(a)’ ARN a partir da mistu-
ra de espécies totais de ARN usando cromatografia em oligo- (4T) -

-celulose (Tipo 3, Collaborative Research) (Aviv, H., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 69: 1408-1412 (1972)).

QUADRO 6

Oligonucledtido Complementar da Sequéncia Nucleotidica mais pro-

vavel capaz de codificar para o Peptideo de ICAM-1 AA

Residuo de Peptideo aA Sequéncia mais Sequeéncia
Acido Aminado de ICAM-1 provavel que Complemen
de ICAM-1 codifica para tar

o peptideo AA

5 3!
162 Glu G C
A T
G C
163 ) Leu C G
T A
G C
164 Asp G C
A T
C G
165 Leu C G
T A
G C
166 Arg C G
G C
G C
167 Pro C G
C G
C G
168 Gln C G
A T
G C
169 Gly G C
G C
C G
170 Leu C G
T A
G C
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QUADRO 6 (cont.)

Oligonucledtido Complementar da Sequéncia Nucleotidica mais pro-

vavel capaz de codificar para o Peptideo de ICAM-1 AA

Residuo de Peptideo AA Sequéncia mais Sequeéncia
Acido Aminado de ICAM-1 provavel que Complementar
de ICAM-1 codifica para

o peptideo AA

171 Glu G C
A T
G C
172 Leu C G
T A
G C
173 Phe T A
T A
T A
174 Glu G C
A T
G C
3! 57
175 Asn A T
A T
C G
176 Thr A T
C G
C G
177 Ser U A
C G
A
37 57




QUADRO 7

Oligonucledotido Complementar da Sequéncia Nucleotidica mais pro-

vavel capaz de codificar para o Peptideo de ICAM-1 J

Residuo de Peptideo AA Sequéncia mais Sequéncia
Acido Aminado de ICAM-1 provavel que Complementar
de ICAM-1 Codifica para

o peptideoc AA

5! 3!
19 Val G C
T A
G C
20 Thr A T
C G
C G
21 Cys T A
G C
C G
22 Ser T A
C G
C G
23 Thr A T
C G
C G
24 Ser T A
C G
C G
25 Cys T A
G C
T A
26 Asp G c
A T
C G
27 Gln C G
A T
G C
28 Pro C G
C G
C G
29 Lys A T
A T
3 57

A primeira cadeia de ADNc foi sinte
tizada usando 8 Bg de poli(A)+ ARN, transcriptase inversa de vi-
rus da mieloblastose de aves e um iniciador oligo(dT). O hibrido
ADN-ARN foi digerido com RNase H (BRL) e a segunda cadeia foi
sintetizada usando polimerase I de ADN (New England Biolabs). 0O
produto foi metilado com metilase de Eco RI (New England Biolabs],
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ligada através de extremidades alinhadas a adaptadores Eco RI
(New England Biolabs), digerida com Eco RI e seleccionada por di
mensao num gel de agarose de baixo ponto de fus3ao. O ADNc maior
do que 500 pb foi ligado a R_gtlo previamente digerido com Eco
RI e desfosforilado (Stratagene). O produto da ligac¢do foi em se
guida acondicionado (Stratagene gold).

Os bancos de células endoteliais da
veia umbilical e HL-60 foram em seguida cultivadas em placa a
20 000 PFU/150 mm. O ADN recombinante foi transferido em duplica
do para filtros de nitrocelulose, foi desnaturado em NaOH 0,5

cido a 809 C durante 2 horas (Benton, W.D., et al. , Science 196:
180-182 (1977)). 0s filtros foram pré-hibridados e hibridados em
SSC 5x contendo solugdo de Denhadt 5x, NaPO, 50 mM e 1 pg/ml de

ADN de esperma de salmao. A pré-hibridacdo foi levada a efeito a
459 C durante 1 hora.

A hibridagao foi levada a efeito
usando oligonucledtidos de sentido oposto de 32 pb de ('S5-TTGGG-
CTGGTCACAGGAGGTGGAGCAGGTGAC) ou de 47 pb de ('5-GAGGTGTTCTCAAAC-
AGCTCCAGGCCCTGGGGCCGCAGGTCCAGCTC) baseados, do modo acima discu-
tido, nos peptideos tripticos de ICAM-1 J e AA, respectivamente
(Quadros 6 e 7) (Lathe, R., J. Molec. Biol., 183: 1-12 (1985)).
Os oligonucledtidos foram marcados com 5-(32P)ATP usando quina-

se de polinucledtidos T4 e sob condigdes recomendadas pelo forne
cedor (New England Biolabs). Apds hibridacao dum dia para o ou-
tro, lavaram-se os filtros duas vezes com SSC 2x/SDS a 0,1% du-
rante 30 minutos a 459 C. Isolaram-se destas placas os fagos que
mostraram hibridagao. Estes fagos foram purificados por sucessi-

vos ciclos de hibridagdo e seleccgio.

Clonagem do gene para ICAM-1 mediante o uso de anticorpo anti-
-ICAM-1

O gene para ICAM-1 pode em alterna-
tiva ser clonado mediante o uso de um anticorpo anti-ICAM-1. O
ADN, ou de preferéncia o ADNc, & extraido e purificado a partir
de uma célula com capacidade de expressar ICAM-1l. O ADNc purifi-
cado & fragmentado (por fragmentacdo mecanica, por digestao com
endonucleases, etc.) para dar um conjunto de fragmentos de ADN

-3

M/NaCl 1,5 M, neutralizado em Tris 1 M a PH 7,5/NaCl 1,5 M e aque
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ou de ADNc.

EXEMPLO 17
Analise dos clones de ADNc

O ADN fagico dos clones positivos
foi digerido com Eco RI e foi examinado por andlise de Southern
usando um ADNc de um clone como sonda. As insergoes de ADNc de
dimensdo maxima que foram capazes de hibridagdo cruzada foram
subclonadas no local Eco RI do vector plasmideo pGEM 42 (Prome-
ga). Os subclones de HL-60 contendo o ADNc tanto numa orientagao
como na orientagao contrdria foram suprimidos por digestao com
exonuclease III (Henikoff, S., Gene 28: 351-359 (1984)) de acor-
do com as recomendagoes do fabricante (ERASE-a-Base, Promega).
Os ADN's progressivamente suprimidos foram ent3o clonados e sub-
metidos a sequenciagdo de terminagdo de cadeia de didesoxinucled
tido (Sanger, F. et al., Proc. Natt. Acad. Sci (USA) 74: 5463-
-5467 (1977)) de acordo com as recomendacoes do fabricante (Se-

quenase, U.S. Biochemical). As regicdes 5' e de codificagao do
ADNc de HL-60 foram completamente sequenciadas nas duas cadeias
e a regiao 3' foi sequenciada aproximadamente a 70% nas duas ca-
deias. Sequenciou-se um ADNc endotelial representativo ao longo
da maior parte do seu comprimento por clonagem sistematica de
fragmentos de enzimas de restrigao de reconhecimento de 4 pb.

Estabeleceu-se a sequéncia de ADNc
de um dos ADN's das células HL-60 e de uma das células endoteli-
ais (Figura 8). A sequéncia de 3023 pb contém uma regido 5' nao
traduzida curta e uma regiao 3' de 1,3 kb nao traduzida com um
sinal de poliademilacao de consenso na posiéao 2966. 0 quadro de
leitura livre mais comprido comega no primeiro ATG na posigao 58
e acaba com um tripleto de terminagao TGA na posicdo 1653. A
identidade entre a sequéncia de acidos aminados traduzida e as
sequéncias determinadas de 8 diferentes peptideos tripticos tota]
lizando 91 acidos aminados (sublinhados na Figura 8) confirmam
que se isolaram clones de ADNc de ICAM-1 auténticos. Com base em
analises de sequéncia, apresentam-se no Quadro 8 possiveis pepti]
deos dentro da sequéncia de ICAM-1 reconhecida por LEA-1.
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QUADRO 8

Sequéncia de acidos aminados de peptideos tripticos de ICAM-1

Peptideo Residuos Sequéncia

J 14-29 XGSVLVTCSTSCDOQTPEK
30-39 LLGIETPTL (P) (K)

50 78-85 (T) FLTVYXT
89-95 VELAPLTP

AA 161-182 XELDLRPQGTLE —--

LFEXTSAPIXOQL
K 232-246 LNPTVTYGXDSTFSATK
45 282-295 SFPAPNUV (T/I) LXKP Q (V/L)

-- indica que a sequéncia continua na linha seguinte.
As sequéncias sublinhadas foram usadas para preparar sondas oli

gonucleotidicas.

A analise de hidrofobicidade (RKytr,
J., et al., J. Molec. Biol., 157: 105-132 (1982)) sugere a pre-

senga de uma sequéncia de sinal de 27 residuos. A atribuicao da

glutamina +1 est3d de acordo com a impossibilidade verificada de
obter a sequéncia N-terminal de 3 preparagaes diferentes da pro-
teina ICAM-~1; a glulamina pode ciclizar-se para formar acido pi-
roglutémico, dando como resultado uma extremidade N-terminal blg
queada. A sequéncia traduzida de 1 a 453 & predominantemente hi-
drofilica, seguindo-se um dominio transmembranal presumivel hi-
drofdbico de 24 residuos. O dominio transmembranal & sequido ime
diatamente por varios residuos com carga incluidos no dominio
presumivelmente citoplasmatico de 27 residuos.

A dimensdo prevista da cadeia do
polipeptideo maduro & de 55 219 Daltons, em concordincia excelen
te com a dimensao observada de 55 000 para a ICaM-1 desglicosilg
da (Dustin, M.L., et al., J. Immunol, 137: 245-254 (1986)). Pre-
véem-se oito locais de glicosilac3o ligada a N. A auséncia de as

paragina nas sequéncias peptidicas tripticas de dois destes lo-
cais confirma a sua glicosilagdo e a sua oriéntagéo extracelular]
Tomando como base 2 500 Daltons por hidrato de carbono ligado a
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N de alto contelido em manose, prevé-se uma dimens3o de 75 000 pa
ra o precursor ICAM-1 em comparacao com os seis observados de

73 000 Daltons (Dustin, M.L., et al., J. Immunol. 137: 245-254
(1986)). Apods conversao do hidrato de carbono complexo de alto

contelido em manose, a glicoproteina ICAM~1 tem 76 a 114 kd, con-
forme o tipo de célula (Dustin, M.L., et al., J. Immunol. 137:
245-254 (1986)). Deste modo o ICAM-1 & uma proteina de membrana

integral altamente glicosilada mas, fora esse aspecto, normal.

EXEMPLO 18

ICAM-1 & um Membro de Ligagdo de Integrina da familia de Super-

genes da Imunoglobulina

O alinhamento das repetigdes inter-
nas de ICAM-1 foi levado a efeito usando o programa de alinhamen
to de proteinas Microgenie (Queen, C., et al., Nucl. Acid. Res.,
12: 581-599 (1984)) segquido de inspecgao. O alinhamento de ICAM-
-1 com IgM, N-CAM e MAG foi levado a efeito usando os programas
Microgenie e ALIGN (Dayhoff, M.O., et al., Meth. Enzymol. 91:
524-545 (1983)). Fez-se uma busca em quatro bases de dados de se|

quéncias de proteinas mantidas pela National Biomedical Research
Foundation para tentar encontrar similaridades de sequéncias pro
teicas usando o programa FASTP de William e Pearson (Lipman, D.
J., et al., Science 227: 1435-1439 (1985)).

Uma vez que a ICAM-1 & um ligando

de uma integrina, nao era de esperar que fosse um membro da fami
lia dos supergenes das imunoglobulinas. No entanto a inspecgao
da sequéncia ICAM-1 mostra que preenche todos os critérios pro-
postos para ser considerado membro da familia de supergenes das
imunoglobulinas. Estes critérios sio discutidos mais adiante.

0 dominio extracelular completo da
ICAM-1 é constituido por 5 dominios homdlogos semelhantes a imu-
noglobulinas, os quais sio apresentados alinhados na Figura 9A.
Os dominios 1 a 4 tém 88, 97, 99 e 99 residuos de comprimento,
respectivamente, e estiao por conseguinte no dominio de dimensdes
normais para Ig; o dominio 5 estd truncado em 68 residuos. Bus-
cas na base de dados NBRF usando o programa FASTP revelaram homg
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logias significativas com membros da familia de supergenes das
1munoglobu11nas, incluindo os dominios C de IgM e de IgG, o domi
nio variavel de subunidade o< do receptor das células T e a glico
proteina beta alfa 1 (Figura 9B-D).

Usando a informacao acima, comparou
-se a sequéncia de acidos aminados da ICAM-1 com as sequéncias
de acidos aminados de outros membros da familia de supergenes
das imunoglobulinas.

Foram diferenciados trés tipos de
dominios de superfamilias de Ig, V, Cl e C2. Tanto o dominio V
como os dominios C sao constituidos por 2 folhas @ ligadas entre
si pela ligagao de dissulfureto intra- domlnlos, o0 dominio V con-
tém 9 cadeias @ anti-paralelas enquanto que os dominios C tém 7.
Os dominios constantes foram divididos nos conjuntos Cl e C2 com
base nos residuos caracteristicos apresentados na Figura 9A. O
conjunto Cl inclui proteinas envolvidas no reconhecimento de an-
tigenes. O conjunto C2 inclui varios receptores Fc e proteinas
envolvidas na adesao, incluindo CD2, LFA-3, MAG e NCAM. Verifi-
cou-se que os dominios de ICAM-1 eram mais fortemente homdlogos
com dominios do conjunto C2, colocando a ICAM-1 neste conjunto;
este facto reflecte-se numa mais forte similitude com os residu-
0s conservados em C2 do que em Cl, como se apresenta para as ca-
deias €SB—F na Figura 9. Além disso, & possivel alinhar os domi-
nios da ICAM-1 muito melhor com as cadeias €5A e G dos dominios
C2 do que com estas cadeias nos dominios V e Cl, permitindo re-
forgar bons alinhamentos ao longo de todo o dominio C2. Nas Figuy
ras 9B e 9C mostram-se os alinhamentos dos dominios C2 de NCAM,
MAG e glicoproteina @valfa l; a identidade vai de 28 a 33%. Tam-
bém se mostram os alinhamentos com um receptor VK de uma ceélula
T de 27% de identidade e do dominio C 3 IgM de 34% de identidade)
(Figuras 9B, 9D).

Uma das mais importantes caracteris
ticas dos dominios das imunoglobulinas & a existéncia de pontes
de dissulfureto entre as cisteinas das cadeias @ B e F que esta-
bilizam a "sandwich" da folha €3; na ICAM-1 as cisteinas sao man|
tidas em todos os casos, excepto na cadeia f do dominio 4 onde
se encontra uma leucina que pode fazer frente na "sandwich" e es
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tabilizar o contacto, conforme proposto para alguns outros domi-
nios dos conjuntos V e C2. A distancia entre as cisteinas (43,
50, 52 e 37 residuos) & como descrita para o conjunto C2.

A fim de verificar a presenga de 1li
gagées de dissulfureto intracadeias na ICAM-1, submeteu-se ICAM-
-1 de células endoteliais a SDS-PAGE sob condigdes redutoras e
nao redutoras. A ICAM-1 de células endoteliais foi usado porque
apresenta uma menor heterogeneidade de glicosilacao do que a ICAM
~1 de células esplénicas JY ou filiformes e permite uma maior
sensibilidade a desvios de Mr. Por conseguinte, purificou-se a
ICAM-1 a partir de culturas de células endoteliais da veia umbi-
lical estimulada durante 16 horas por LPS (5 pg/ml) por cromato-
grafia de imunocafinidade, tal como descrito acima. Ressuspendeu-
-se ICAM-1 precipitada por acetona em tampao de amostra (Laemmli
U.K., Nature 227: 680-685 (1970)) com 0,25% de 2-mercaptoetanol
ou iodoacetamida 25 mM e levou-se a 1009 C durante 5 min. As a-
mostras foram submetidas a SDS-PAGE 4670 e coloragao por prata
4613. A ICAM-1 das células endoteliais tinha um Mr aparente de
100 kd sob condigoes redutoras e de 96 kd sob condi¢des n3o redu
toras sugerindo fortemente a presenca de pontes de dissulfureto
intracadeia na ICAM-1 nativa.

Por meio da utilizagao da sequéncia
primaria para prever a estrutura secundaria (Chon, P.Y., et al.,
Biochem 13: 211-245 (1974)) encontrou-se as cadeias tipotg em ca
da dominio de ICAM-1l, como se esperava, marcadas de a ate g na
Figura 9 A parte superior, exactamente de acordo com a previsdo
de um dominio de imunoglobulina e correspondendo &as posicoes das
cadeias A a H nas imunoglobulinas (Figura 9A, parte inferior).
No dominio 5 faltam as cadeias A e C mas, uma vez que estas for-
mam os bordos das superficies, as superficies podem ainda formar
-se, talvez com a cadeia D tomando o lugar da cadeia C, como foi
proposto para alguns outros dominios C2; a ligagao de dissulfure
to caracteristica entre as cadeias B e F nio seria afectada. Des;
te modo, os critérios para a dimensao do dominio, a homologia
das sequéncias, a manuteﬁgéo das cisteinas formando as presumi-
veis ligagoes de dissulfureto intra-dominios, a presenca de liga
coes de dissulfureto e a estrutura prevista da superficie p-séo
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todos satisfeitos pela inclusao da ICAM-1 na familia de superge-
nes de imunoglobulina.

Verificou-se que a ICAM-1 & mais
fortemente hombloga com as glicoproteinas NCAM e MAG do conjunto
C2. Este facto & de particular interesse uma vez que tanto a NCAM
como a MAG sao mediadoras da adesdao célula-célula. A NCAM & im-
portante nas interacgdes neurdnio-neurdnio e neuro-muscular (Cun
ningham, B.A., et al., Science 236: 799-806 (1987)), enquanto
que a MAG & importante nas interacgdes neurdnio-oligodendrdcitos

e oligodendrdocito-oligodendrdcito durante a mielinagao (Poltorak,
M., et al., J. _Cell Biol. 105: 1893-1899 (1987)). A expressio de
NCAM e de MAG na superficie celular & regulada de acordo com O

desenvolvimento durante a formacao do sistema nervoso e a mieli-
nagao, respectivamente, em analogia com a indugao regulada da
ICAM-1 na inflamagao (Springer, T.A., et al., Ann. Rev. Immunol.
5: 223-252 (1987)). A ICAM-1, a NCAM (Cunningham, B.A., et al.,
Science 236: 799-806 (1987)), e a MAG (Salzer, J.L. et al., J.
Cell Biol. 104: 957-965 (1987)) sdo similares na estrutura geral

além de serem homdlogas, uma vez que qualquer delas & uma glico-
proteina de membrana integral constituida por 5 dominios C2 que
formam a regiao extracelular N-terminal, se bem que na NCAM este
ja presente alguma sequéncia adicional n3o semelhante a Ig entre
o Gltimo dominio C2 e o dominio transmembranal. A ICAM-1 alinha-
~-se ao longo de todo o seu comprimento, incluindo os dominios
transmembranal e citoplasmatico, com a MAG com 21% de identidade
encontra-se a mesma % de identidade na comparaci@o dos 5 dominios
de ICAM-1 e de NCAM-1. NA Figura 10 mostra-se uma comparagao por
meio de um diagrama das estruturas secundarias da ICAM-1 e da
MAG. Uma comparagdo dominio a dominio mostra que o nivel de homo|
logia entre os dominios das moléculas de ICAM-1 e de NCAM (x +
desvio padrao 21 + 2,8% e 18,6 + 3,8% respectivamente) & seme-
lhante ao nivel de homologia da comparagio dos dominios da ICAM-
-1 com os dominios da NCAM e da MAG (20,4 +3,7e21,9 + 2,7,
respectivamente). Se bem que haja evidéncia de divisio alternatij
va nas regides C-terminais de NCAM (Cunningham, B.A., et al.,
Science 236: 799-806 (1987); Barthels, D., et al., EMBO J. 6:
907-914 (1987)) e do MAG (Lai, C., et al., Proc. Natt. Acad. Sci]
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(USA) 84: 4377-4341 (1987)), ndo se encontrou qualquer evidéncia
deste facto na sequenciagdo de clones de ICAM-1 de HL-60 ou endo
telial ou em estudos da espinha dorsal proteica da ICAM-1 e do
precursor em varios tipos de ceéelulas (Dustin, M.L., et al., J.
Immunol. 137: 245-254 (1986)).

A ICAM-1 funciona como um ligante

para LFA-1 em interacgoOes entre linfdcitos e varios tipos dife-
rentes de células: Os linfdcitos ligam-se 3 ICAM-1 incorporados
em camadas duplas de membrana artificiais e esta iigagéo necessi
ta da existéncia de LFA-1 no linfdcito, demonstrando directamen-
te a interacgdo de LFA-1 com a ICAM-1 (Marlin, S.D., et al., Cel]
21: 813-819 (1987)). A LFA-1 & uma integrina dos leucdcitos e
ndo tem caracteristicas de imunoglobulina. As integrinas leucoci

tarias incluem uma subfamilia de integrinas. As outras duas sub-
familias sdo mediadoras nas interaccdes célula-matriz e reconhe-
cem a sequéncia RGD no interior dos respectivos ligandos que in-
cluem a fibronectina, a Vitromectina, o colagénio e o fibrinogeée-
nio (Hynes, R.O., Cell gg: 459-554 (1987); Ruoslahti, E., et al.|
Science 238: 491-497 (1987)). As integrinas leucocitarias sd sido
expressas nos leucdcitos, estdao envolvidas nas interacgoes célu-

la-célula e os dnicos ligandos conhecidos s3o ICAM-1 e iC3b, um
fragmento do componente complementar C3 'que nao apresenta carac-
teristicas semelhantes a uma imunoglobulina e qﬁe € reconhecido
por Mac-1 (Kishimoto, T. K., et al., In: Henkoyte Typing III,
McMichael, M. (ed.), Springer-Verlag, New York (1987); Springer,
T.A., et al., Ann. Rev. Immunol. 5: 223-252 (1987); Anderson, D.
C., et al., Ann. Rev. Med. 38: 175-194 (1987)). No Quadro 9 apre

sentam-se possiveis peptideos da sequéncia ICAM-1, com base em

andlise sequencial, que sdo reconhecidos por LFA-1.
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QUADRO 9

Peptideos da sequéncia de ICAM-1 possivelmente reconhecidos por
LFA-1
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A ICAM-1 constitui o primeiro exem-
plo de um membro da familia de supergenes de imunoglobulina que
se liga a uma integrina. Se bem que ambas estas familias desempe
nhem um papel importante na adesd3o celular, a interacgao entre
elas nao tinha sido ainda prevista. Pelo contrario, as interac-
¢oes dentro da superfamilia de genes dée imunoglobulina sio bas-
tante comuns. E muito possivel gue se venham a encontrar outros
exemplos de interacgao entre as familias das integrinas e das
imunoglobulinas. A LFA-1 reconhece um ligando diferente da ICAM-
-1 (Springer, T.A., et al., Ann. Rev. Immunol. 5: 223-252 (1987)

e a integrina leucocitaria Mac-1 reconhece um ligando diferente
de C3bi na adesao neutrdfilo-neutrdfilo (Anderson, D.C., et al.,
Ann. Rev. Med. 38: 175-194 (1987)). Além disso, vesiculas conten

do MAG purificada ligam-se a neurites, que s3o MAG, e portanto a

MAG deve ser capaz de interacg¢do heterofilica com um receptor di

ferente (Poltorak, M. et al., J. Cell Biol. 105: 1893-1899 (1987)
Foi sugerido que o papel da NCAM

nas interacgoes celulares neural-neural e neural-muscular seja
devido a interacgdes homofilicas NCAM-NCAM (Cunningham, B.A., et
al., Science 236: 799-806 (1987)). O papel imbortante de Mag nas
interacgoes entre voltas girantes adjacentes de células de Sch-

wann que envolvem os axdnios durante a formagdo da bainha de mig)
lina pode ser devido a interacgao com um receptor diferente ou 4
interacgao homofilica MAG-MAG. A homologia com NCAM e a ocorran-
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cia frequente de interacgdes dominio-dominio dentro da familia
de supergenes de imunoglobulinas levanta a possibilidade de que
a ICAM-1 possa participar em interacgdes homofilicas bem como em
interacgoes heterofilicas ICAM-1-LFA-1. No entanto a ligagao de
células B linfoblasticas que Co-expressam densidades semelhantes
de LFA-1 e de ICAM-1 a ICAM-1 em monocamadas celulares artifici-
ais pode ser completamente inibida por meio de pré-tratamento
dos linfoblastos B com ACM de LFA-1, enquanto que a aderéncia
ndo & afectada pelo pré-tratamento dos linfoblastos com ACM de
LFA-1. O pré-tratamento da monocamida com ACM de ICAM-1 suprime
completamente a ligagdo (Dustin, M.L., et al., J. Immunol 137:
245-254 (1986)). Estas constatagbes mostram que, se chegam a
ocorrer interacgées homofilicas de ICAM-1, estas devem ser muito

mais fracas ‘do que as interacgdes heterofilicas com LFA-1.

A possibilidade de que as integri-
nas leucocitarias reconhegcam ligandos de um modo fundamentalmen-
te diferente esta de acordo com a presenga de uma sequéncia de
180 residuos nas respectivas sub-unidades o, o que pode ser im-
portante na capacidade de ligagdo dos ligandos e gque nao esta
presente nas integrinas que reconhecem RGD (Corbi, A., et al.,
EMBO J. 6: 4023-4028 (1987)). Se bem que tenha sido proposto que
a Mac-1 reconhega a sequéncia RGD presente em iC3b 5086, nao ha
qualquer sequéncia RGD na ICAM-1 (Fig. 8). Este facto esta em
concordancia com a incapacidade do peptideo fibronectina GRGDSP
e do peptideo de regulagdo GRGESP de inibirem a ades3o ICAM-1I-
~LFA-1 (Marlin, D.D., et al., Cell 51: 813-819 (1987)). No entan
to, existem sequéncias relacionadas tais como PRGGS € RGEKE em

regices da ICAM-1 que se prevé constituam ciclos entre as cadeiasd
@ a e b do dominio 2 e ¢ e d do dominio 2, respectivamente (Fig
9), que deste modo estido acessiveis para reconhecimento. Consti-
tui um facto de interesse a circunstincia de a moldcula MAG homd
loga conter uma sequéncia RGD entre os dominios 1 e 2 (Poltorak,
M., et al., J. Cell Biol. 105: 1893-1899 (1987); salzer, J. L.,
et al., J. Cell Biol. 104: 957-965 (1987)).
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EXEMPLO 19
Analise de mancha de Southern e Northern

Foram realizadas analises de mancha
de Southern usando 5 pg de ADN gendmico extraido de trés linhas
de células: BL2, uma linha de células de linfoma de Burkitt (of
ta do Dr. Gilbert Lenoir); e linhas de células JY e Er-LCL linfo
blastdide B transformada por EBV

Os ADNs foram digeridos com 5X a
quantidade recomendada pelos fornecedores de endonucleases Bam
HI e ECO RI (New England Biolabs). ApOs electroforese através de
um gel de agarose a 0,8%, os ADNs foram transferidos para uma
membrana de nylon (Zeta Probe, Biorad). O filtro foi pré-hibrida,
do e hibridado de acordo com procedimentos normais usando ADNcC
de ICAM obtido a partir de HL-60 marcado com o(—(32P)d XTP's por
iniciagao aleatdria (Boehringer Mannheim). Realizaram-se andli-
ses de mancha de Northern usando 20 pg de ADN total ou 6 ng de
poli(A)+ ARN. O ARN foi desnaturado, separado por electroforese
através de um gel de agarose-formaldeido a 1% e electrotransferi
do para Zeta Probe. Os filtros foram pré-hibridados e hibridados
conforme anteriormente descrito (Staunton, D.E., et al., EMBO J.

6: 3695-3701 (1987)) usandc a sonda de ADNc de HL-60 das sondas
' 32

oligonucleotidicas marcadas por P (descritas acima).

As analises de mancha de Southern
usando a sonda de ADNc de 3 kb e ADN gendmico digerido com Bam
HI e EcoRI mostraram fragmentos predominantes simples que hibri-
dam de 20 e de 8 kb, respectivamente, sugerindo a ocorréncia de
um Gnico gene e sugerindo que a maior parte da informagdao de co-
dificagao estd presente na fracgido de 8 kb. Em anidlises de man-
cha de 3 linhas de células diferentes n3o hi evidéncia de poli-

morfismo dos fragmentos de restricao.

EXEMPLO 20
Expressao do Gene de ICAM-1

Um "vector de expressao" & um vec-

tor (devido 3@ presenga de sequéncias apropriadas de requlagao de
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'de ADN (ou de ADNc) que tenha sido clonada no vector e deste mo-

{hospedeira apropriada. Quando se utiliza um vector de expressao

- ' w__:wg}im:mamﬁm;%:”:\

transcrigao e/ou de tradugdo) & capaz de expressar uma molécula

do produzir um polipeptideo ou uma proteina.
A expressao das sequéncias clonadas

ocorre quando o vector de expressdao é introduzido numa célula

procaridtico, entdo a célula hospedeira apropriada pode ser qual
quer célula procaridtica capaz de expressar as sequéncias clona-
das. De modo semelhante, se se emprega um vector de expressao eu
caridtico, entdo a célula hospedeira apropriada podera ser qual-
quer célula eucaridtica capaz de expressar as sequéncias clona-
das. E importante notar que, uma vez que .0 ADN eucarlotlco pode
conter sequéncias intercaladas e uma vez que estas sequéncias
nao podem ser correctamente processadas em células procaridticas,
é preferivel empregar ADNc de uma célula que seja capaz de ex-
pressar ICAM-1 a .fim de produzir um banco de vectores de expres-
sao gendmico procaridtico. Os procedimentos para preparar ADNc
e para produzir um banco gendmico sio descritos por Maniatis, T.|
et al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Har
bor Press, Cold Spring Harbor, NY (1982)).

O banco gendmico de vectores de ex-

pressao acima descrito & usado para produzir um banco de células
hospedeiras (cada uma das quais contém um membro do banco de vec
tores). O vector de expressdo pode ser introduzido numa celula
hospedeira por uma qualquer de variadas técnicas (por exemplo,
transformagao, transfeccdo, fusdo de protoplastos, electropora-
Gao, etc.). O banco de células contendo Os vectores de expressao
é propagado por clonagem e os seus membros sao avaliados indivi-
dualmente (por uma analise imunoldgica) a fim de determinar se
produzem uma proteina capaz de ligagao a anticorpo anti-ICAM-1.
Os vectores de expressio destas cé-
lulas que produzem uma proteina capaz de ligagao a anticorpo an-
ti-ICAM-1 sao entdo analisados mais em profundidade para determi
nar se expressam (e portanto se contém) o gene de ICAM-1 comple-
to, se expressam (e contém) apenas um fragmento do gene de ICAM-
-1 ou se expressam (e contém) um gene cujo produto, embora rela-

cionado imunologicamente com a ICAM-1, n3o & ICAM-1l. Se bem que
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|das para determinar se s3o capazes de codificar para polipepti-

uma anidlise como esta possa ser realizada por qualquer técnica
conveniente, & preferivel determinar a sequéncia de nucledtidos
do fragmento de ADN ou de ADNc que foi clonado no vector de ex-

pressao. Estas sequéncias nucledtidicas sio em seguida examina-

deos contendo a mesma sequéncia de acidos aminados dos fragmen-
tos de digestao triptica da ICAM-1 (Quadro 5).

Um vector de expressao que contém
uma molécula de ADN ou de ADNC que codifica o gene de ICAM-1 po-
de, deste modo, ser reconhecido: (i) pela capacidade para diri-
gir a expressao de uma proteina que & capaz de ligagao a anticor
po anti-ICAM-1; e (ii) pela presenca de uma sequéncia nucledtidi
ca que é capaz de codificar para qualquer dos fragmentos tripti-
cos da ICAM-1. A molécula de ADN clonada de um vector de exXpres-
sdo como os descritos pode ser retirada do vector de expressao e

isolada sob a forma pura.

EXEMPLO 21
Actividades Funcionais de ICAM-1 Purificada

Nas células, normalmente, a ICAM-1
funciona como uma proteina de superficie associada com a membra-
na celular. Por conseguinte a fun¢3o da ICAM-1 purificada foi en|
saiada depois de uma molécula ter sido reconstitulda em membra-
nas lipidicas artificiais (lipossomas ou vesiculas) por dissolu-
¢ao da proteina em 1ipidos solubilizados por detergentes apds re
mogao do detergente por didlise. A ICAM-1 purificada a partir de
células JY e eluida no detergente octilglucdsido, conforme des-
crito acima, foi reconstituida em vesiculas e as vesiculas con-
tendo ICAM-1 foram fundidas em lamelas de vidro ou em alvéolos
de cultura em plastico a fim de permitir a deteccdo de células

que se liguem 3 proteina.

Preparacao de membranas planares e de vesiculas ligadas a plas-

tico

Preparam-se vesiculas pelo método
de Gay et al., (J. Immunol. 136: 2026 (1986)). Resumidamente,




dissolveram-se fosfatidilcolina de ovo e colesterol em clorofdr-
mio e misturaram-se numa propor¢ao molar de 7:2. A mistura de 11
pidos foi seca por rotagao sob uma corrente de azoto até se ob-
ter uma peliéula fina e em seguida foi liofilizada durante 1 ho-
ra a fim de eliminar completamente os tragos de clorofdrmio. A
pelicula lipidica foi em sequida dissolvida em octilglucosido a
1%/NaCl 0,14 M/tris 20 mM (pH 7,2) até uma concentracao final de
fosfatidilcolina de 0,1 mM. Aproximadamente 10 pg de ICAM-1 puri
ficada ou de glicoforina humana (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO}, utilizada como glicoproteina de membrana de comparagao, fo-
ram adicionados a cada ml de lipidos dissolvidos. A solugdo pro-
teina- lipidos-detergente foi ent3o dialisada a 49 C contra 3 mu
dancas de 200 volumes de tris 20 mM/NaCl 0,14 M a PH 7,2 e uma
mudanga de HBSS. )

As membranas planares foram prepara
das pelo método de Brian et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 8l: 6159

(1984) . Ferveram-se lamelas de vidro (11 mm de didmetro) durante
15 minutos numa diluigao de 1:6 de detergente 7X (Linbro), lava-
ram-se dum dia para o outro em agua destilada, passaram-se por
etanol a 70% e secaram-se ao ar. Colocou-se no fundo de cada al-
véolo, numa placa de 24 alvéolos, uma gota de 80 pg de suspensao
das vesiculas contendo ICAM-1 ou glicoforina e as lamelas de vi-
dro preparadas conforme descrito foram postas cuidadosamente a
flutuar na superficie. Apds 20 a 30 minutos de incubagao a tempe|
ratura ambiente os alvéolos foram cheios com HBSS e as lamelas
foram invertidas a fim de virar a membrana planar para cima. Os
alvéolos foram em seguida lavados abundantemente com HBSS a fim
de eliminar as vesiculas nio ligadas. A membrana planar nunca
foi exposta ao ar.

Durante as experiéncias com membra-
nas planares fundidas a superficie de vidro verificou-se que as
vesiculas contendo ICAM-1 se ligavam directamente & superficie
de plastico de placas de cultura de tecidos multi-alvéolos e que
conservavam a actividade funcional, conforme evidenciado pela 1i
gagao especifica de células. Estas vesiculas s3o sequidamente re|
feridas por "vesiculas ligadas ao plastico” ("plastic-bound vesi]
cles" = PBV), uma vez que a natureza das vesiculas lipidicas 1li-
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gadas ao plastico nao foi determinada. As vesiculas ligadas ao
plastico foram preparadas por adigao de 30 pl de uma suspensio
de vesiculas directamente ao fundo dos alvéolos em bandejas de
cultura de tecidos de 96 alvdolos (Falcon), seguida de incubacao
e lavagem, de modo analogo ao descrito para as membranas plana-

res.

Andlise de adesido celular

As anadlises de ades3o celular foram
realizadas essencialmente de modo idéntico para as membranas pla
nares e para as vesiculas ligadas ao plastico, com a {inica dife-
renga de que o numero de células e os volumes para as analises
para PBV foram reduzidos para um quinto dos valores usados em
analises de membranas planares.

Prepararam-se lifocitos T de indivi
duos normais para comparacao e de um paciente com Deficiéncia de
Adesao aos Leucdcitos ("Leukocite Adhesion Deficiency" = LAD) cyj
jas células nao tinham capacidade para expressar LFA-1 (Anderson)|,
D.C. et al., J. Infect. Dis 152: 668 (1985)) por cultura de célyj
las monocleares de sangue periférico com 1 pg/ml de concavalina
A (Con-A) em meio RPMI-1640 mais FCS a 20% a 5 x lQ5 células/ml
durante 3 dias. Em seguida as células foram lavadas duas vezes

com RPMI e uma vez com metil-alfa-D-manopiranosido a fim de eli-
minar a lecitina residual da superficie celular. As células fo-
ram cultivadas em meio RPMI/FCS a 20% contendo 1 ng/ml de I1-2
recombinante e foram usadas entre 10 e 22 dias depois do inicio
da cultura.

A fim de detectar a ligagdo das cé-
lulas as membranas planares ou a PBV, marcaram-se com isdtopos
radioactivados células blasticas Con-A, as linhas de cé&lulas lin]
foma T SKW-3 e JY linfoblastdides B transformadas por EBV (posi-
tiva em relagao a LFA-1) e a linha de células linfoblastdides de
ficientes em LFA-1 (BBN) (derivada a partir do paciente 1, Sprin
ger, T.A. et al., J. Exper. Med. 160: 1901-1918 (1986)) por incuy
bagdo de 1 x 107 c&lulas em 1 ml de meio RPMI-1640/FCS a 10% com
100 pCi de Na®l
vagens com meio RPMI-1640 a fim de eliminar a marcagao ndo incor

Cr0, durante 1 hora a 379 C, seguida de quatro 1laj
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porada. Em experiéncias de bloqueio de anticorpos monoclonais,
submeteram-se células ou vesiculas ligadas ao plastico a pré-tra
tamento com 20 pg/ml de anticorpo purificado em meio RPMI-1640/
/FCS a 10% a 49 C durante 30 minutos, seguido de 4 lavagens para
eliminar o anticorpo nao ligado. Em experiéncias sobre os efei-
tos de catioces divalentes sobre a ligagao celular, as células fo
ram lavadas uma vez COm Ca2+, HBSS isento de M92+ mais 10% de
FCS dialisado, e adicionou-se CaCl e MgCl até as concentragoes
indicadas. Em todas as experiéncias as células e as membranas
planares ou as PBV foram pré-equilibradas a temperatuta apropria
da (49 C, 229 C ou 379 C) no tampao de anadlise apropriado.

A fim de medir a ligagao das célu-
las a ICAM~1 purificada, centrifugaram-se durante 2 minutos a 25
X g células marcadas com 51Cr (5 x 105) transformantes de EBV
em analise de membranas planares; 1 x 105 transformantes de EBV
ou células SKW-3 e 2 x 10° células blisticas Con-A em analises
de PBV) sobre as membranas planares ou as PBV, incubando em se-
guida a 49 C, 229 C ou 379 C durante uma hora. Apds a incubacgdo,
eliminaram-se as células nao ligadas por oito ciclos de enchimen,
to e aspiragao com tampao pré—equilibrado a temperatura aproprial
da. Determinou-se a quantidade de células ligadas por solubiliza,
cao do conteudo dos alvéolos com NaOH 0,1 N/tritou X-100 a 1% e
contagem num contador gama. Determinou—se a percentagem de liga-
cao dividindo o resultado em cpm do valor associado & células,
Em analises de membranas planares o valor em cpm foi corrigido
para a razao entre a superficie das lamelas e a superficie dos
alvéolos de cultura.

Nesta analises, as células linfo-
blastdides B transformadas por EBV, as células T de linfoma SKW-
-3 e os linfoblastos T Con-A ligaram-se especificamente a ICAM-1
em membranas artificiais (Figuras 11 e 12). A ligagao era especi
fica uma vez gque as células se ligaram de modo muito fraco &s
membranas planares ou a vesiculas de comparagao contendo quanti-
dades equivalentes de outra glicoproteina de superficie das cély
las humanas, a glicoforina. Além disso, os transformantes por
EBV positivos em relagao a LFA-1l e os blastos ligaram-se, enquan

to que as células correspondentes negativas em relagao a LFA-1
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nao se conseguiram ligar em quantidade significativa, demonstran
do que a ligagao era dependente da presenga de LFA-1 nas células.

Tanto a especificidade da ligagio
das células como a dependéncia de LFA-1 celular foram confirma-
dos em experiéncias de bloqueio de anticorpos monoclonais (Figuf
ra 13). Foi possivel inibir a ligagdo de células JY em 97% quan-
do as PBV contendo ICAM-1 foram tratadas previamente com o anti-
corpo monoclonal anti-ICAM-1 RR1/1. O tratamento prévio das célu
las com o mesmo anticorpo teve um efeito reduzido. Pelo contri-
rio, o anticorpo monoclonal anti-LFA-1 TS1/18 inibiu a ligacgao
em 96%, mas apenas quando o tratamento prévio foi feito as célu-
las e n3o ds PBV. Um anticorpo de comparacdo TS2/9 reactivo com
LFA-3 (um antigene de superficie dos linfdcitos diferente) nio
teve qualquer efeito de inibigao significativo quando se efectu-
ou o tratamento prévio quer nas células quer nas PBV. Esta expe-
riéncia demonstra que a ICAM-1 medeia nas membranas artificiais
sd por si, e n3o qualquer contaminante presente em pequena quan-
tidade, a adesdo celular observada e que a adesdo & dependente
da existéncia de LFA-1 na célula a ligar.

A ligagdo de células a ICAM-1 em
membranas artificiais também apresentou duas outras caracteristi
cas do sistema de adesao dependente de LFA-1: dependéncia da tem
peratura e necessidade da presenga de catioes divalentes. Como
se mostra na Figura 14, os blastos Con-4 ligam-se a ICAM-1 em
PBV mais eficazmente a 379AC, parcialmente a 229 C e muito fran-
camente a 49 C. Como se mostra na Figura 15, a ligagéo era com-
pletamente dependeﬁte da presenga de ides divalentes. A concen-
tragoes fisioldgicas era suficiente apenas'Mg2+ para a maxima 1i

2+ isoladamente produzida ni-

gagao das células, enquanto que Ca
veis de ligagao muito baixos. No entanto Mg2+ a um décimo da con]
centragéo normal com Ca2+ apresentava um efeito sinergistico e
produzia a ligagdo maxima.

Resumidamente, a especificidade da
ligagao das ceélulas a ICAM-1 purificada incorporada em membranas
artificiais, a inibigdo especifica com anticorpos monoclonais e
a dependéncia da temperatura e de catides divalentes demonstram
que a ICAM-1 é um ligando especifico para o sistema de adesao de
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pendente de LFA-1.

EXEMPLO 22

Expressao de ICAM-1 e de HLA-DR em Reacgoes Alérgicas e ao En-

saio do Penso Tdxico

Estudaram-se bidpsias da pele de
cinco individuos normais no que respeita a respectiva expressao
de ICAM-1 e de HLA-DR. Verificou-se que enquanto que as células
endoteliais em alguns vasos sanguineos normalmente expressam
ICAM-1, nao existe expressio de ICAM-1 em queratindcitos de pele
normal. Ndo se observou coloracio de HLA-DR em qualquer querati-
nécito de bidpsias de pele normal. Estudou-se entao a cinética
da expressao de ICAM-1 e de antigenes da classe IT em células em
bidpsias de lesdes da pele alérgicas e tdxicas. Verificou-se que
metade dos individuos estudados tinham queratindcitos que expres
savam ICAM-1 quafro horas apdos a aplicagao do hepteno (quadro 10}
Havia um aumento na percentagem de individuos que expressavam
ICAM-1 nos seus queratindcitos com o tempo de exposigao ao hapte
no bem como um aumento na intensidade da coloragao indicando
maior expressao de ICAM-1 por queratindcito até &s 48 horas. De
facto, nesse momento uma quantidade de queratindcitos em todas
as biépsiaé apresentaram coloraégo positiva para ICAM-1. As 72
horas (24 horas apds se ter retirado o hapteno), sete dos oito
individuos ainda tinham express3o de ICAM-1 nos seus queratindci
tos, enquanto a expressdo de ICAM-1 num individuo decaiu entre
48 e 72 horas.
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QUADRO 10

Cinética da Indugao de ICAM-1 e de HLA-DR em Queratindcitos de

Bidpsias dos Ensaios de Penso Alérgico

Tempo apds N@ de Apenas Apenas ICAM-1

aplicagao bidpsias ICAM-1 HLA-DR +

do penso HLA-DR
(h)

Pele Normal 5 0 0 0

Ensaio do

P?l’lSO
alergico
4 6 32 0 0
8 9 3 0 0
24 8 7 0 0
48P 8 5 0 3
72 8 6 0 1

a) As amostras foram consideradas positivas se pelo menos se co-
raram pequenos conjuntos de queratindcitos

b) Todos os pensos foram retirados neste momento.

Histologicamente o padrao de colora
gao para ICAM-1 nos queratindcitos de bidpsias colhidas quatro
horas apds a aplicagdo do hapteno era normalmente em pequenos
conjuntos. As 48 horas, a ICAM-1 era expressa na superficie da
maioria dos queratindcitos, nao se verificando qualquer diferen-
ca entre o centro e a periferia da lesao. A intensidade da colo-
ragao diminuia & medida que os queratindcitos estavam mais prdxi
mos do stratum corneum. Esta verificacao foi feita em bidpsias
colhidas tanto do centro como da periferia das lesoes. Também
nesse momento o ensaio do penso era.positivo (infiltragao, erite
ma e vesiculas). Néo-se observou qualquer diferenca na expressao
da ICAM-1 quando se aplicaram diferentes haptenos nos individuos
sensiveis. Além dos queratindcitos, a ICAM-1 também era expressa
em algumas células mononucleares e células endoteliais no local

da lesao.
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A expressao de HLA-DR em queratind-
citos em lesoes alérgicas da pele era menos frequente do que a
de ICAM-1. Nenhum dos individuos estudados tinha lesdes com que-
ratindcitos que adquiriam colorag¢do positiva para HLA-DR até 24
horas apds a aplicagao do hapteno. De facto, apenas quatro amos-
tras submetidas a bidpsia tinham queratindcitos que expressavam
HLA-DR e nenhuma bidpsia tinha queratindcitos que ram positivos
em relagdo a HLA-DR e n3o de ICAM-1 (Quadro 10).

" Em contraste com a lesao do ensaio
do penso alérgico, a lesdao do ensaio do penso toxico, induzida
com 5leo de croton ou com sulfato de sddio e laurilo tinha quera
tinocitos que apresentavam pouca ICAM-1 ou nenhuma nas respecti-
vas superficies em todos os momentos do ensaio (Quadro 11). De
facto, as 48 horas apds a apliqagéo do penso, que era o momento
Optimo para a expressdo de ICAM-1 nos individuos do ensaio do
penso alérgico, apenas um dos 14 individuos do ensaio do penso
toxico tinha expressdo de ICAM-1 nos queratindcitos nas suas le-
soes. Também em contraste com as bidpsias do ensaio do penso a-
lérgico, nd3o havia expressdao de HLA-DR nos queratindcitos das le
sOes de ensaios do penso tdxico.

Estes dados indicam que a ICAM-1 &
expressa em inflamagao de origem imune e nao em inflamagao de
origem toxica, e deste modo a expressao de ICAM-1 pode ser usada
para distinguir entre inflamagao de origem imune e de origem td-
xica, tal como uma insuficiéncia renal aguda em pacientes com
transplantes do rim em que & dificil de determinar se a insufici
éncia & devida a rejeigd3o ou 3 nefrotoxicidade do agente terapéuy
tico de imuno-supressao. A bidpsia renal e a avaliacao da regula
Gao para o aumento da expressido de ICAM-1 permitir3o uma diferen
ciagdo da rejeicdo de origem imune e da reacgao de toxicidade de

origem nao-imune.
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QUADRO 11

Cinética da Indug3o de ICAM-1 e de HLA-DR em Queratindcitos de

Bidpsias dos Ensaios do Penso Toxico

Tempo apds

aplicacao N¢ de Apenas Apenas ICAM-1
do penso bidpsias ICAM-1 HLA-DR +
(h) HLA-DR
4 4 0 0 0
8 12 0 0
24 3 1 0 0
agP 14 1 0 0
72 3 1 0 0

a) As amostras foram consideradas positivas se pelo menos se co-
raram pequenos conjuntos de queratindcitos.

b) Todos os pensos foram retirados neste momento.

EXEMPLO 23
Expressao de ICAM-1 e de HLA-DR em Doengas Cutlneas Benignas

Estudaram-se células de bidpsias de
pele de pacientes com varios tipos de doencas inflamatdrias da
pele no que respeita a sua expressio de ICAM-1 e de HLA-DR. Uma
quantidade de queratindcitos em bi6psias-de eczema de contacto
alérgico, de penfigdide/pénfigo e de liquen plano expressavam
ICAM-1. As biopsias de liquen plano mostraram a coloragao mais
intensa com um padrao similar a ou ainda mais forte do que o ob-
servado nas bidpsias de ensaios de penso alérgico de 48 horas
(Quadro 12). Em concordancia com os resultados observados no en-
saio de penso alérgico, a coloragido de ICAM-1 mais intensa foi
observada em locais de infiltra¢do intensa de células monoclea-
res, Além disso, 8 de 11 bidpsias de liquen plano ensaiadas fo-
ram positivas no que se refere a expressiao de HLA-DR em querati-
nocitos.

' A expressdo de ICAM-1 nos queratind|

citos de bidpsias da pele de pacientes com exantema e urticaria
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foi menos pronunciada. Apenas quatro de sete pacientes ensaiados
com estas doengas tinham queratinécitos'que expressavam ICAM-1
no local da lesao. A expressao HLA-DR foi encontrada apenas num

paciente e em conjunto com ICAM-1.
As células endoteliais e alguns in-

filtrados de células mononucleares de todas as doengas de pele
inflamatdrias benignas ensaiadas expressavam ICAM-1 em graus va-

riaveis.

QUADRO_12

Expressao de ICAM-1 e de HLA-DR em Queratindcitos de Doencgas Cu-

tdneas Benignas

Diagndstico N de Apenas Apenas ICAM-1
casos ICAM-1 HLA-DR +
HLA-DR

Eczema aler-
gico de con-

tacto 5 3@ 0

Ligquen plano 11 3

Penfigdide/

/Pénfigo 2 2 0 0
Exantema 3 2

Urticaria 4 1 0 1

a) As amostras foram consideradas como positivas se pelo menos

Se coraram pequenos conjuntos de queratindcitos.

EXEMPLO 24

Expressao de ICAM-1 em Queratindcitos de Lesdes de Pele de Pso-

riase

Estudou-se a expressao de ICAM-1 em
bidpsias de pele de 5 pacientes com psoriase antes do inicio e
periodicamente durante o tratamento com PUVA. Foram obtidas bid-
psias de 5 pacientes com psoriase classica confirmada hlstologl—
camente. As blOpSlaS foram colhidas sequencialmente antes e du-
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rante o periodo indicado de tratamento com PUVA. Administrou-se
PUVA 3 a 4 vezes por semana. As bidpsias foram colhidas da peri-
feria das placas de psoriase de cinco pacientes e foram, além
disso, colhidas bidpsias de pele clinicamente normal em quatro
dos pacientes.

As amostras de bidpsias de pele
frescas foram congeladas e conservadas em azoto liquido. Secaram
-se ao ar dum dia para o outro & temperatura ambiente secgdes
criostaticas de 6 microns, fixaram-se em acetona durante 10 minu
tos e coraram-se imediatamente ou embrulharam-se em folha de aly
minio e guardaram-se a -809 C até serem coradas.

A coloragao foi realizada do modo
seguinte. Incubaram-se as secgoes com anticorpos monoclonais e
coraram-se pelo método da imunoperoxidase em trd@s fases (Stein,
H., et al., Ad. Cancer Res. 42: 67-147, (1984)), usando um subs-

trato de diaminobenzidina H292' Usaram-se amigdalas e ganglios

para amostras de comparagao positivas para coloragao anti-ICAM-1
e HLA-DR. Para amostras de comparagao negativas usaram-se teci-
dos corados na auséncia de anticorpo primario.

Os anticorpos monoclonais contra
HLA-DR foram adquiridos de Becton Dickinson (Montainview, Cali-
fornia). O anticorpo anti-ICAM-1 monoclonal era R6~5-D6. A Ig an
ti-rato de coelho conjugada com peroxidase e a Ig anti-coelho de
suino conjugada com peroxidase foram adquiridos de DAKAPATTS, Co
penhaga} Dinamarca. O tetracloridrato de diaminobenzidina foi ob
tido de Sigma (St. Louis, Mo.).

Os resultados do estudo mostram que
as células endoteliais em alguns vasos sanguineos expressam ICAM
-1 tanto em pele doente como em pele normal mas a intensidade de
coloragdao e o nimero de vasos sanguineos que expressam ICAM-1 au
mentou nas lesces da pele de psoriase. Para além disso, o padrao
de expressdo de ICAM-1 em queratindcitos.de lesdes de psoriase
nao tratada dos cinco pacientes variava desde apenas pequenos
conjuntos de células coradas até muitos queratindcitos corados.
Durante o decurso do tratamento com PUVA, a expressido de ICAM-1
em 2 dos pacientes {paciente 2 e 3) mostrou uma redicao conside-

ravel que procedeu ou coincidiu com a remissio clinica (Quadro
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13). Os pacientes 1, 4 e 5 tiveram diminuig¢des e aumentos da ex-
pressdo de ICAM-1 durante o tratamento com PUVA, os quais coinci
diram com remissoes e recidivas clinicas, respectivamente. N3o
havia expressao de ICAM-1 em queratindcitos de pele normal antes
ou depois do tratamento com puva. Este facto indica que o PUVA
nao induz ICAM-1 em gueratindcitos de pele normal.

E de salientar a observacgdo de que
a densidade do infiltrado de cé&lulas mononucleares estava em re-
lagao com .a quantidade de expressao de ICAM-1 nos queratindcitos.
Esta observagao diz respeito tanto & diminuicido do nimero de cé-
lulas mononucleares em lesOes durante o tratamento com PUVA quan
do a expressao de ICAM-1 também diminuiu como ao aumento do niime
ro de células monocleares durante o tratamento com PUVA quando
a expressao de ICAM-1 nos queratindcitos era mais pronunciada.
As células endoteliais e as cé&lulas mononucleares da pele s3o
também positivas em relagdo a ICAM-1l. Em pele clinicamente nor-
mal, a expressao de ICAM-1 estava confinada 3s c2lulas endoteli-
ais sem classificagao de queratindcitos.

A expressao de HLA-DR em queratind-
citos era varidvel. Nao houve qualquer bidpsia positiva para HLA
-DR que fosse também positiva em relagcao a ICAM-1.

Em resumo, estes resultados mostram
que antes do tratamento a expressao de ICAM-1 & pronunciada nos
queratindcitos e estd relacionada com um infiltrado denso de cé-
lulas mononucleares. Durante o tratamento com PUVA verifica-se
uma diminuigao pronunciada da coloragdao de ICAM-1 em paralelo
com a melhoria clinica. Histologicamente o infiltrado dermal tam
bém diminuiu. Quando era Obvia uma recidiva clinica durante o

tratamento, a expressao de ICAM-1 nos queratindcitos aumentava,

uma remissao clinica durante o tratamento, havia uma diminuicio
da coloragao da ICAM-1 nos queratindcitos em concordincia, bem
como uma diminuigao no infiltrado dérmico. Deste modo, a expres-
sao de ICAM-1 nos queratindcitos correspondia 3 densidade do in-
filtrado de células mononucleares da derme. Estes dados mostram
que a resposta clinica ao tratamento com PUVA tinha como resulta

do uma diminuigdao pronunciada da expressdo de ICAM-1 nos querati




|da ICAM-1, a qual por seu turno reduz a infiltracao dérmica e a
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nocitos paralelamente com um declinio mais moderado das células
mononucleares. Este facto indica que a expressao de ICAM-1 nos
queratinocitos & responsivel pelo inicio e pela manutengao da in

filtragao dérmica e que o tratamento com PUVA provoca a redugao

resposta inflamatdria. Os dados também indicam que havia uma ex-
pressao varidvel de HLA-DR nos queratindcitos durante o tratamen
to com PUVA.

A expressao de ICAM-1 nos queratind
citos de lesOes de psoriase estd em concordancia com o grau de
gravidade clinica da lesdo bem como com a dimensio da infiltra-
¢cao dérmica. Deste modo a ICAM-1 desempenha um papel central na
psoriase e a inibig¢3o da sua expressdo e/ou a inibigdo da sua in
teracgao com o complexo CD 18 sobre as células mononucleares cong
tituird um tratamento efectivo da doenca. Além disso, a monitori
zagdo da express3o de ICAM-1 nos queratindcitos constituiri um
meio eficaz de diagndstico e de prognodstico, bem como de avalia-

¢ao do curso de terapia da psoriase.

QUADRO 13

Expressao Sequencial por Queratindcitos em Lesdes com Psoriase
(PS) e em Pele clinicamente Normal (N) antes e durante o Trata-

mento com PUVA

Tempo antes e

durante o Paciente n¢
tratamento 1 2 3 4 5
com PUVA PS PS N PS N PS N PS N
0 + + - ++ - ++ - +++ -
1 dia +
1 semana + + - - - ++ - + -

0
2 semanas +4 + - + - + -
3 semanas ++

* 0

4 semanas ++ + - - - ++ -
5-6 semanas - - 3 -
7 semanas . (++) (+) ++i -
10 semanas (++) - -




——

+++ Muitos queratindcitos positivos

++  Alguns queratindcitos positivos

+ Queratindcitos positivos em focos

(+) Muito poucos queratindcitos positivos esporadicos
- Auséncia de coloragido positiva

* Remissao clinica

0 Recidiva clinica

EXEMPLO 25
Expressao de ICAM-1 e de HLA-DR em Doencas Cutineas Malignas

Ao contrario das condigOes cutaneas
benignas, a expressao de ICAM-1 com queratindcitos de lesdes da
pele malignas era muito mais varidvel (Quadro 13). Dos 23 linfo-
mas de células T cutdneos estudados, foram identificados querati
ndcitos positivos para ICAM-1 em apenas 14 casos. Havia uma ten-
déncia para os queratindcitos de bidpsias de lesBes de micose
fungdide perderem expressao de ICAM-1 com o progresso da doenga
para estadios mais avangados. No entanto, a expressido de ICAM-1
foi observada numa proporgdo variavel dos infiltrados de células
mononucleares da maior parte das lesdes de linfoma de células T
cutaneas. Entre os restantes linfomas estudados, quatro de entre
oito tinham queratindcitos que expressavam ICAM-1. Dos 29 pacien
tes com doengas cuténeas malignas examinados, 5 tinham queratind

citos que expressavam HLA-DR sem expressarem ICAM-1 (Quadro 14).
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QUADRO 14

Expressao de ICAM e de HLA-DR em Queratindcitos de Doengas Cuta-

neas Malignas

Diagndstico Ne de Apenas Apenas ICAM-L,
casos ICAM-1 HLA-DR HLA-DR
CTCL, MFI 8 18 0 4
CTCL, MFII-ITII 10 1 2 5
CTCL, SS 3 1 0 2
CTCL, Células grandes 2 0 2 0
CBCL 2 0 0 1
Leucemia cutanea 3 1 1 1
Histiocitose X 1 0 0 0

a) As amostras foram consideradas como positivas se pelo menos

Se coraram pequenos conjuntos de queratinocitos.

EXEMPLO 26

Efeito de Anticorpos Anti-ICAM-1 na Proliferac3o de Células Mo-

nonucleares no Sangue Periférico Humano

A proliferagao das células mononu-
cleares do sangue periférico humano & induzida pela presencga e
pelo reconhecimento de antigenes ou de mitogenes. Certas moléecu-
las, como o mitogene concanavalina A ou o anticorpo OKT3 de liga
cao de células T, causam a ocorréncia de uma proliferagcdo ndo eg]
pecifica de células mononucleares no sangue periférico.

As células mononucleares do sangue
periférico sdo heterogéneas no sentido de que sio compostas por
sub-populagCes de células que s3o capazes de reconhecer antige-
nes especificos. Quando uma célula mononuclear do sangue perife-
rico que é capaz de reconhecer um antigene especifico particular
encontra o antigene, induz-se a proliferacido dessa sub-populagao
de células mononucleares. O toxdide do tétano e a hemocianida da

Megathura crenulata (Keyhole Limpet hemocyanin) sao exemplos de
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|lantigenes que sd3o reconhecidos por sub-populagido de cé&lulas mono

nucleares periféricas mas nao sao reconhecidos por todas as célu
las mononucleares periféricas em individuos sensibilizados.

Ensaiou-se a capacidade do anticor-
po monoclonal anti-ICAM-1 R6-5-D6 para inibir as respostas proli
ferativas das células mononucleares do sangue periférico em sis-
temas conhecidos por necessitarem de adesoes célula-célula.

Purificaram-~se cé&lulas mononuclea-
res do sangue periférico em gradientes de Ficoll-Paque (Pharma-
cia), de acordo com as instrugaes do fornecedor. A seguir a uma
concentragao na interface, as células foram lavadas trés vezes
com meio RPMI 1640 e foram cultivadas em placas de microtitula-
cao de 96 alvéolos de fundo plano a uma concentragao de 108 celu
las/ml em meio de RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
de bovino, glutamina 2 mM e gentamicina (50 pg/ml).

Adicionou-se o antigene as células,
seja o mitogene de células T, concanavalina A (0,25 pg/ml); o an
ticorpo OKT3 de ligagao de células T (0,001 jpg/ml); hemocianina
de Megathura crenulata (10 g/ml) ou toxoide de tétano (diluigao

a 1:100 da origem) e cultivaram-se as células como descrito aci-
ma na presenga ou na auséncia de anticorpo anti-ICAM (R6-5-D6);
iconcentrag'éo final de 5 g/ml). Cultivaram-se as células durante
'3,5 dias (experiéncia com concanavalina A), 2,5 dias (experién-
cia com OKT3) ou 5,5 dias (experiéncias com hemocianina de Mega-

thura crenulata e com toxdide de tétano) antes de terminar as ex

periéncias.

Dezoito horas antes de terminar a
experiéncia adicionaram-se 2,5 PCi de 3H-—timidina as culturas..
Determinou-se a proliferacao celular por medida da incorporagao
de timidina no ADN pelas células mononucleares do sangue perifé-
rico. A timidina incorporada foi reunida e contada num contador
de cintilagao liquida (Merluzzi et al., J. Immunol. 139: 166-168

(1987)). Os resultados dessas experiéncias sao apresentados na
Figura 16 (experiéncia com concanavalina A), Figura 17 (experién
cia com OKT3), Figura 18 (experiéncia com hemocianina de Megathu
ra crenulata) e Figura 19 (experiéncia do toxdide de tétano).
Verificou-se que o anticorpo anti-

- 92 -




h _ -
e T A R R e, e

-ICAM-1 inibe as respostas proliferativas ao mitogene de células
T nao especificas, ConA; o antigene associado a células T nio es
pecificas, OKT-3; e os antigenes especificos, hemocianina de Me-

gathura crenulata e toxdide de tétano, em células mononucleares.

A inibigao pelo anticorpo anti-ICAM-1 era comparavel 3 do anti-
corpo anti-LFA-1 sugerindo que a ICAM-1 & um ligando funcional
da LFA-1 e que este antagonismo da ICAM-1 inibira as respostas

especificas do sistema de defesa.

EXEMPLO 27
Efeito do Anticorpo Anti-ICAM-1 na Reacgido de Linfdcitos Mistos

Como discutido acima, a ICAM-1 & ne
cessaria para interacgoes celulares efectivas durante uma respos
ta imune mediada por meio de adesao celular dependente de LFA-1.
A indugao de ICAM-1 durante as respostas imunes ou as doengas in
flamatbias permite a interacgdo de leucdcitos entre si e com cé-
lulas endoteliais.

Quando se cultivam linfdcitos de
dois individuos nao relacionados na presenga uns dos outros, ob-
servou-se a transformagao dos blastos e a proliferacdo celular-
dos linfdcitos. Esta resposta de uma populacdo de linfdcitos &
presenca de uma segunda populagao de linfdcitos & conhecida como
uma reacgao de linfdcitos mistos (mixed lymphocyte reaction =
= MLR) e & andloga 3 resposta de lifdcitos 3 adig¢do de mitogé-
nios (Immunology The Science of Self-Nonself Discrimination,
Klein, J., John Wiley & Sons, NY (1982), pp. 453-458).

As experiéncias foram levadas a

efeito para determinar o efeito dos anticorpos monoclonais anti-
-ICAM na MLR humana. Estas experiéncias foram conduzidas como se
segue. O sangue periférico foi obtido de dadores normais sauda-
veis por venipunctura. Ovsangue foi colhido em tubos com hepari-
na e foram diluidos 1:1 & temperatura ambiente com solugdo sali-
na equilibrada G de Puck (GIBCO). A mistura de sangue (20 ml)
foi depositada numa camada sobre 15 ml de um gradiente de densi-
dade de Ficool/Hypaque (Pharmacia, densidade = 1,078, temperatu-
ra ambiente) e foi centrifugada a 100 x g durante 20 minutos. A
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interface foi entdo separada e lavada 3 x em solucdo G de Puck.
As células foram contadas num hemacitdmetro e ressuspensas em
meio de cultura RPMI- 1640 (GIBCO) contendo 0,5% de gentamicina,
L-glutamina 1 mM (GIBCO) e 5% de soro AB humano inactivo pelo ca
lor (569 C, 30 min) (Flow Laboratories) (seguidamente referido
por meio de cultura RPMI).

Usou-se nestas experiéncias anti-
~ICAM-1 de rato (R6-5-D6). Todos os anticorpos monoclonais (pre-
parados a partir de ascites por Jackson Immuno Research Laborato
ries, Boston, MA) foram usados sob a forma de preparagoes de IgG
purificadas.

As células mononucleares de sangue
periférico (peripheral blood mononuclear cells = PBMC) foram cul
tivadas no meio a 6,25 x lO5 células/ml em placas de microtitula
¢do de fundo redondo Limbro (n® 76-013-05). Irradiaram-se célu-
las estimuladoras de um dador separado a 1000 R e cultivaram-se
com células receptivas 3 mesma concentragao. O volume total por
cultura era de 0,2 ml. As amostras de comparagao incluiam apenas
células receptivas bem como apenas células estimuladoras. As pla)
cas de cultura foram incubadas a 379 C numa atmosfera de ar humi
dificado com 5% de CO, durante 5 dias. Os alvéolos de cultura fo
ram agitados com 0,5 pCi de timidina tritiada (SHT) (New England
Nuclear) durante as Gltimas 18 horas da cultura. Em alguns casos
levou-se a efeito uma MLR de duas vias. O protocolo foi o mesmo
exepto que as células do segundo dador n3o foraminactivadas por
irradiacgao.

As células foram colhidas em fil-
tros de fibra de vidro usando um amostrador miltiplo automatico
(Skatron, Noruega), e foram enxaguadas com agua e metanol. Os
filtros foram secos numa estirpe e analisados num contador de
cintilagao liguida Beckman (LS-3810) em Aquasol. Os resultados
foram calculados sob a forma de médias + desvio padrao em 6 cul-
turas individuais.

O Quadro 16 mostra que os anticor-
pos monoclonais anti-ICAM-1 purificados inibem a MLR de um modo
dependente da dose com supressio aparente significativa a 20 ng/
/ml. A IgG purificada tinha pouco ou nenhum efeito. A supressao




de MLR pelo anticorpo monoclonal anti-ICAM-1 ocorre quando o an-

ticorpo & adicionado nas primeiras 24 horas de cultura (Quadro

17).
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QUADRO 16

Efeito do Anticorpo Anti-ICAM-1 na Reacc¢ao de Linfdcitos de

uma Via
Incorporagao de 3up (CPM) do anticorpo ) em células Recepti-
vas 2) e Ccélulas Estimuladoras 2
- - - 4459 + 143
- + - 148 ¥ 17
+ - - 698 ¥ 72
+ + - 42,626 + 1,579
+ + mIgG (10.0 ng) 36,882 + 1,823 (14%)
+ + mIgG ( 0.4 ug) 35,500 + 1,383 (17%)
+ + mIgG ( 0.02 pg)42,815 ¥ 1,246 ( 0%)
+ + R6-5-D6 (10.0 pg) 8,250 + 520 (81%)
+ + R6-5-D6 ( 0.4 pg) 16,142 + 858 (62%)
+ + R6-5-D6 ( 0.03 pg)28,844 +1,780 (32%)

Células Receptivas (6,25 x lOS/ml).

Células Estimuladoras (6,25 x lOS/ml, irradiadas a 1000 R)
Anticorpo Monoclonal Purificado a ICAM-1 (R6-5-D6) ou IgG de
rato purificada (mIgG) 3s concentragoes finais (pg/ml) .
Média + DP das culturas 5 a 6, os nimeros entre paréntesis

indicam inibigao em percentagem da MLR.
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QUADRO 17

Tempo de Adigao de Anti-ICAM-1

R  gb) Adicoes c) Incorporagdo de 3ur (CPM)

Tempo de adigao do meio ou do anticorpo
Dia 0 Dia 1 Dia 2

- - meio 2059+ 14 476 + 132 247 + 75

- + meio 189 + 16 nd® nd

+ - meio 1,860 + 615 nd nd

+ + meio 41,063 + 2,940 45,955 + 2,947 50,943 + 3,072

+ + R6-5-D6 17,781 + 1,293 38,409 + 1,681 47,308 + 2,089
(57%)F (16%) (7%)

a) Células Receptivas (6,25 x 105/ml)

b) Células Estimuladoras (6,25 x 10°/ml, irradiadas a 1000 R)

c) Adicionou-se meio de cultura ou anticorpo monoclonal purifica
do anti-ICAM-1 (R6-5-D6) a 10 pg/ml no dia 0 a 24 horas de in
tervalo.

d) Média + DP das culturas 4 a 6

e) nd = nao efectuado ’

f) Percentagem de inibicao

Em resumo, a capacidade do anticor-
PO contra ICAM-1 para inibir a MLR mostra que ©Os anticorpos mono
clonais anti-ICAM-1 té&m utilidade terapéutica na rejeig¢ao aguda
de enxertos. Os anticorpos monoclonais anti- ICAM-1 também tém
utilidade terapéutica em afecgoes mediadas imunoldgicas relacio-
nadas dependentes de células reguladas por LFA-1/ICAM-1 a inte-
racgoes celulares.

Estas experiéncias descritas mos-
tram que a adigao de anticorpos monoclonais anti-ICAM-1 inibe a
reacgao de linfdcitos mistos (MLR) quando efectuada durante as
primeiras 24 horas de reacgdo. Além disso a ICAM-] & regulada
com tendéncia a aumentar nos mondcitos do sangue periférico huma,
no durante a cultura in vitro.

Além disso, verificou-se que a ICAM
-1 nao & expressa em linfdcitos ou em mondcitos de sangue perlfe
rico humano. A ICAM-1 & regulada com tendéncia a aumentar nos ule]
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nocitos de células cultivadas isoladamente ou de células cultiva
das em conjunto com células de dadores nio relacionados numa re-
acgdo de linfdcitos mistos usando anidlises citométricas de cau-
dal normais (Figura 20). Esta regulagao para o aumento da ICAM-1
nos mondcitos pode ser usada como indicador de inflamacio, parti
cularmente se a ICAM-1 & expressa em mondcitos frescos de indivi
duos com inflamagdo aguda cronica.

A especificidade da ICAM-1 para mo-
nocitos activados e a capacidade do anticorpo contra ICAM-1 para
inibir uma MLR sugerem que OS anticorpos monoclonais contra ICAM
-1 podem ter utilidade potencial para diagndstico e para terapia
na rejeigdo aguda de enxertos e nas afecgdes mediadas pelo siste

ma imune relacionadas que requerem interac¢des célula a célula.

EXEMPLO 28

Efeitos Sinergisticos da Administracao Combinada de Anticorpos
Anti-ICAM-1 e Anti-LFA-1

Conforme .se apresenta no Exemplo 27|
a MLR & inibida pelo anticorpo anti-ICAM-1. A MLR pode também
ser inibida pelo anticorpo anti-LFA-1. A fim de determinar se a
administragdo combinada dos anticorpos anti-ICAM-1 e anti-LFA-1
teria um efeito realcado ou sinergistico, levou-se a efeito uma
analise de MLR (realizada conforme descrito no Exemplo 27) na
presenga de varias concentragoes dos dois anticorpoé.

Esta analise de MLR revelou que a
combinagdo de anti-ICAM-1 com anti-LFA-1, a concentragdes &s
quais nenhum dos anticorpos isoladamente inibe consideravelmente
a MLR, & significativamente mais potente na inibic3o da resposta
por MLR (Quadro 18). Este resultado indica que as terapias que
envolvem a co-administragao do anticorpo anti-ICAM-1 (ou de frag
mentos deste) e de anticorpo anti-LFA-1 (6u de fragmentos deste)
tém a capacidade de proporcionar uma terapia anti-inflamatoria
melhorada. Esta terapia melhorada permite a administracao de do-
ses inferiores do anticorpo em relagdo 3 que seria de outro modo
terapeuticamente efectiva e tem importancia em circuntancias nas

quais as altas concentragoes de anticorpos individuais induzem




uma resposta anti-idiotipica.

QUADRO 18

Efeitos de varias Doses de Anti-ICAM-1 e de Anti-LFA-1 (R3-1) na

Reacgao de Linfdcitos Mistos

% de Inibigao
Concentragao (ug/ml)
Anti-ICAM-1 (R6-5-D6)

Anti-LFA-1 0 .004 .02 .1 .5 2.5
0.0 0 7 31 54 69 70
0.0008 1 7 28 48 62 71
0.004 0o . 13 30 50 64 72
0.02 29 38 64 75 84 86
0. 92.5 90 91 | 92. 92 92
0. 93 90 90 92 93 91

EXEMPLO 29

Efeito do Anticorpo Anti-ICAM-1 na Supress3o da Rejeigdo de dr-

gaos Aldgenos Transplantados

A fim de demonstrar o efeito do an-
ticorpo anti-ICAM~1 na supressdo-da rejeicdo de um drgdo aldgeno
transplantado, fizeram-se transplantagdes aldgenas de rins para
macacos Cynomolgus de acordo com o método descrito por Cosimi et
al., (Transplant. Proc. 13: 499-503 (1981)), com a modificagéo

de que se usou Valium e cetamina para anestesia.

Deste modo, a transplantagdo do rim
foi levada a efeito essencialmente como se seqgue: Levaram-se a
efeito enxertos renais heterotropicos em macacos Cynomolgus de 3
a 5 kg, essencialmente como descrito por Marquet (Marquet et al.,
Medical Primatology, Part II, Basileia, Karger, P. 125 (1972))

ap0s indugdo de anestesia com Valium e cetamina. Construiram-se

anastomases extremidade-para-lado dos vasos renais do dador num
retalho de aorta ou de veia cava usando sutura 7-0 de Prolene. O
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ureter do dador foi':etirado com uma espatula e implantado na be,
xiga por abordagem extravesical (Taguchi, Y., et al., em Dausset
et al., (eds.), em: Advances in Transplantation, Baltimore, Wil-

liams & Wilkins, p. 393 (1968)). A fungdo renal foi avaliada por
determinagdOes de creatinina do soro semanais ou bi-semanais.
Alem disso obtiveram-se bidpsias frequentes do enxerto para exa-
me histopatoldgicas e realizaram-se autSpsias completas em todos
os receptores n3o sobreviventes. Na maioria dos receptores, rea-
lizou-se nefrectomia bilateral na ocasido da transplantacido e a
morte urémica subsequente foi considerada como o ponto final da
sobrevivéncia do enxerto. Em alguns receptores efectuaram-se ne-
frectomia nativa unilateral e ligag3o ureteral contralateral na
ocasido da transplantagdo. Quando ocorreu rejeigao dos enxertos,
a ligagao do ureter autdlogo foi entao removida resultando a res
tauragdao da fungdo renal normal e a oportunidade de continuar a
monitorizagao imunoldgica do animal receptor.

Administrou-se o anticorpo monoclo-
nal R6-5-D6 diariamente durante 12 dias antes do transplante a
uma dose de 1 a 2 mg/kg dia. Os niveis de creatinina no soro fo-
ram determinadas periodicamente a fim de monitorizar a rejeigao.
O efeito do anticorpo anti-ICAM-1 na rejeicao pelo sistema imune

dos rins aldgenos é apresentado no Quadro 15.

QUADRO 15 )
Tempo de Sobrevivéncia de Receptores
de Rins Aldgenos

Macaco de Tempo de Macaco n® Tempo de sobre
comparagao Sobrevivéncia tratado com vivéncia a)

ne (dias) R6-5-D6 (dias)

1 8 1 20

2 11 2 8

3 11 3 30

4 10 4 31

5 9 5 11,

6 10 6 23

a) Fol administrado aos animais 1 a 2 mg/kg. dia durante 12 dias
com inicio nos 2 dias antes da transplantacgao.
b) Ainda vivendo em 8 de Abril de 1988.
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Os resultados mostram que o anticor
PO R6-5-D6 era eficaz no prolongamento das vidas dos macacos que
receberam transplantagdes de rins aldgenos.

A presente invencgao foi descrita em
relagdo com os respectivos modos especificos de concretizacgao,
mas devera entender-se que podera ser submetida a outras modifi-
cagoes e deverd entender-se que a presente invengao abrange quais
quer variagoes, usos ou adaptagdes da invencao seguindo, em ge-
ral, os principios da invencdo e incluindo as divergéncias da
presente memdria descritiva tal como decorrem de praticas conhe-
cidas ou habituais da técnica 3 qual a invengao pertence e como
podem ser aplicadas ds caracteristicas essenciais anteriormente
apresentadas, conforme se segue de acordo com o ambito das rei-

vindicagoes anexas.
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REIVINDICACOES

Processo para a preparacdao de ICAM-

-1 substancialmente livre de contaminantes naturais caracteriza-

do por compreender as fases de:

(a) solubilizar ICAM-1 a partir das membranas de células que ex-
pressam ICAM-1l, de modo a que se obtenha um preparado de
ICAM-1 solubilizado,

(b) introduzir o referido preparado de ICAM-1 solubilizado numa
matriz de afinidade que contém imobilizado um anticorpo com
capacidade de se ligar a ICAM-1,

(c) permitir ao referido ICAM-1 que se lique ao referido anticor]
po da referida matriz de afinidade,

(d) remover da referida matriz todos os compostos que nao tenham
capacidade para estabelecerem ligagao com o referido anticor,
po e

(e) recuperar o referido ICAM-1 sob a forma substancialmente pu-
ra por meio de eluigao do referido ICAM-1 a partir da referi

da matriz.

Processo de acordo com a reivindica]
géo 1, caracterizado por compreender adicionalmente as seguintes
fases:

(f) purificar o referido ICAM-1 recuperado da fase (e) por meio
de electroforese preparativa e gel e
(g) eluir o referido ICAM~1 recuperado a partir do gel utiliza-

do na fase (f).
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Processo de acordo com qualquer das

reivindicagoes 1 ou 2, caracterizado por o ICAM-1 referido pos-
suir adicionalmente capacidade de ligagao a uma molécula presen-

te na superficie de um linfocito.

Processo de acordo com a reivindica
Gao 3, caracterizado por o referido ICAM-1 conter pelo menos um

polipeptideo seleccionado a partir de um grupo constituido por:

(a) -V-T-C-S-T-S-C-D-Q-P-K;
(b) -X-G-$-V-L-V-T-C-S-T-S-C-D-Q-P-K;
(c) -L-L-G-I-E-T-P-L;
(d) -F-L-T-V-Y-X-T;
(e) -V-E-L-A-P-L-P;
(f) -E-L-D-L-R-P-Q-G-L-E-L-F-E;
(g) -L-N-P-T-V-T-Y-G-X-D-S5-F-S-A-K;
(h) -S-F-P-A-P-N-V;
(1) -L-R-G-E-K-E-L;
(j) -R-G-E-K-E-L-K-R-E-P;
(k) -L-R-G-E~K-E-L-K~R-E-P-A-V-G-E-P-A-E;
(1) -P-R-G-G-S;
(m) -P-G-N-N-R-K;
(n) -Q-E-D-S-Q-P-M;
(o) -T-P-E-R-V-E-L-A-P-L-P-S§;
(p) -R-R-D-H-H-G-A-N-F-S; e
(g) -D-L-R-P-Q-G-L-E.
- 52 _
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Processo de acordo com a re1v1nd1ca
caracterizado por se obter um derivado funcional de ICAM-
-1 que & um fragmento de ICAM-1 com capacidade de ligacido a uma

gcao 3,

molécula presente na superficie de um linfdcito.

Processo de acordo com a reivindica]
Gao 3, caracterizado por se obter um derivado funcional de ICAM-
-1 que & um variante de ICAM-1 com capacidade de ligac¢do a uma
molécula presente na superficie de um linfdcito.

|

[

‘gao 3,

Processo de acordo com a reivindica]
caracterizado por se obter um derivado funcional de I1CAM-

-1 que €& um andlogo de ICAM-1 com capacidade de ligacdao a uma mo)
lécula presente na superficie de um linfdcito.

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 3, caracterizado por se obter um derivado funcional de ICAM-
-1 que & um derivado quimico de ICAM-1 com capacidade de ligagao

a uma molécula presente na superficie de um linfdcito.




i

Processo de acordo com gualquer das
reivindicagées 1l a 8, caracterizado por a molécula do ICAM-1 re-
ferido ou do respectivo derivado funcional ser marcada de modo

detectavel.

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 9, caracterizado por a referida marcagao ser seleccionada de
entre o grupo constituido por um radiocisdtopo, uma enzima, uma
marca por afinidade, uma marca por fluorescéncia, uma marca para

magnética e uma marca por um radical livre.

Processo para a preparagao de uma
molécula de ADN capaz de expressar ICAM-1 ou um seu derivado fun
cional caracterizado por se seleccionar um ADN contendo o gene
de ICAM-1 ou um seu fragmento de entre um banco de vectores lan-
cadeiras de insergoes de ADNc ou por se sintetizar uma sequéncia
de ADN que codifique para a sequéncia de acidos aminados do IcaM
-1 ou dum seu fragmento e por se clonar este ADN eventualmente
apds selecgdo por hibridacao.

Processo de acordo com a reivindicaj
Gao 11, caracterizado por o referido ICAM-1 ou o referido seu de
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rivado funcional ter a capacidade de codificar pelo menos um po-

lipeptideo seleccionado de entre o grupo constituido por:

(a) -V-T-C~S-T-S-C-D-Q-P-K;
(b) -X-G-§-V-L-V-T-C-S-T-S-C-D-Q-P-K;
(c) -L-L-G-I-E-T-P-L;
(d) -F-L-T-V-Y-X-T;
(e) -V-E-L-A-P-L-P;
(f) -E-L-D-L-R-P-Q-G-L-E-L-F-E;
(g) -L-N-P-T-V-T-Y-G-X-D-S-F-S-A-K;
(h) -S-F-P-A-P-N-V;
(i) -L-R-G-E-K-E-L;
(j) -R-G-E-K-E-L-K-R-E-P; _
(k) -L-R-G-E-K-E-L-K-R-E-P-A-V-G-E-P-A-E;
(1) -P-R-G-G-S;
(m) -P-G-N-N-R-K;
(n) -Q-E-D-S-Q-P-M;
(o) -T-P-E-R-V-E-L-A-P-L-P-S;
(p) -R-R-D-H-H-G-A-N-F-S; e
(§) -D-L-R-P-Q-G-L-E.
_l3§_

Processo para a preparagao de um an,
ticorpo com capacidade de ligagao a uma molécula escolhida de en
tre o grupo constituido por ICAM-1 e por um derivado funcional
de ICAM-1 caracterizado por compreender as fases de:

(A) imunizar um animal com uma celula que expresse ICAM-1,

(B) fundir as células do bago do referido animal com uma linha
de células de mieloma,

(C) permitir a formagao de células de hibridomas que segregam an
ticorpos a partir das células fundidas de baco e de mieloma,

(D) escrutinar as referidas células de hibridoma para isolamento
das referidas células de hibridoma pretendidas gue possuen a
capacidade de produzir um anticorpo capaz de ligagao a ICAM-
-1 ou a um derivado funcional de ICAM-1 e
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(E) isolar o referido anticorpo a partir de uma cultura das refe

ridas células.

Processo de acordo com a reivindica
cao 13, caracterizado por o referido anticorpo ser um anticorpo
monoclonal.

Processo de acordo com a reivindicg

cao 14, caracterizado por o anticorpo monoclonal ser R6-5-D6.

I

Processo de acordo com a reivindica
gao 13, caracterizado por a molécula referida possuir capacidade
de ligagao a um receptor presente na superficie de um linfécito
e a ligagao do referido anticorpo 3 referida molécula prejudicar
a capacidade da referida molécula para se ligar 3 referida molé-
cula receptora do referido linfocito.

1o

Processo de acordo com a reivindica
gao 16, caracterizado por o referido anticorpo ser um anticorpo

monoclonal.
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Processo de acordo com qualquer das

reivindicagoes 13 a 17, caracterizado pPor o anticorpo ser marca-
do.

- 19—~ -~

Processo para a prepara¢ao de uma
célula de hibridoma com capacidade de produzir um anticorpo mono
clonal de acordo com qualquer das reivindicacgdes 14, 15 e 17, ca
racterizado por compreender as fases de:

(A) imunizar um animal com uma célula que expresse ICAM-1,

(B) fundir as células do bago do referido animal com uma linha
de células de mieloma,

(C) permitir a formagao de células de hibridomas que segregam an
ticorpos a partir das celulas fundidas de bago e de mieloma,

(D) escrutinar as referidas células de hibridoma para isolamento
das referidas celulas de hibridoma pretendidas que possuem
a capacidade de produzir um anticorpo capaz de ligagao a
ICAM-1 ou a um derivado funciona de ICAM-1.

()]

Processo de acordo com a reivindica
géo 19, caracterizado por a referida celula de hibridoma com ca-
pacidade para produzir o anticorpo monoclonal R6-5-D6 ser a célu
la ATCC HB 9580.

- 21- -
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Processo para a preparagao de um

fragmento de anticorpo com capacidade de se ligar a referida mo-

| 1écula caracterizado por o referido fragmento ser obtido a par-

tir de um anticorpo de acordo com qualquer das reivindicagoes 13

a 17.

- 22= -

Processo de acordo com a reivindica
cao 21, caracterizado por o referido fragmento se apresentar sob

forma marcada.

[§ed)

Processo de acordo com a reivindica]
¢ao 19, caracterizado por na fase (A) o animal referido ser imu-
nizado com uma célula que expressa ICAM-1 mas n3o expressa LFA-
-1 e por a fase (D) referida compreender as fases de:

(1) incubar o anticorpo segregado de qualquer das referidas célu
las de hibridoma com um preparado de linfdcitos que contém
uma pluralidade de células com capacidade de agregacgao,

(2) examinar o referido anticorpo segregado no que respeita a
respectiva capacidade para inibir a agregacao das referidas
células do referido preparado de linfdcitos e

(3) seleccionar para a referida célula de hibridoma pretendida
uma célula de hibridoma que produz um anticorpo com capacida
de de inibigao da referida agregagdo das referidas células

do referido preparado de linfocitos.
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Processo de acordo com a reivindica
¢ao 19, caracterizado por a fase (D) de escrutinio referida com-
preender as fases de:

(1) incubar o anticorpo segregado de qualquer das referidas célg
las de hibridomé com um preparado de linfdcitos que contem
uma pluralidade de células com as caracteristicas de:

(a) serem aptas para se agregarem e
(b) nao serem aptas para se agregarem na presenga de um anti
corpo com capacidade de se ligar a ICAM-1,

(2) verificar que o referido anticorpo segregado da referida cé-
lula de hibridoma nao se liga a um membro da familia de molé
culas LFa-1, '

(3) seleccionar para a referida célula de hibridoma pretendida
uma célula de hibridoma que produz um anticorpo com capacida
de de inibigao da agregac@o expontinea das referidas células
do referido preparado de linfdcitos e

(4) verificar que o referido anticorpo seleccionado da referida
célula de hibridoma n3oc se liga 3s moléculas da familia de

LFA-1.

Processo para a identificagdo de um
antagonista de adesao intercelular que ndo & uma imunoglobulina
caracterizado por compreender as fases de:

(A) incubar um agente capaz de ser um antagonista de adesao in-
tercelular que nao & uma imunoglobulina com um preparado de
linfdocitos que contém uma pluralidade de células com capaci-
dade de agregagao,

(B) examinar o referido preparado de linfécitos a fim de determi
nar se a presencga do referido agente inibe a agregacao das
referidas celulas do referido preparado de linfdcitos;
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sendo que a inibicdo da referida agregagao identifica o refe

rido agente como um antagonista da adesio intercelular.

[§o)

Processo para a preparag¢do de um a-
gente para o tratamento da inflamagao resultante de uma resposta
do sistema especifico de defesa de um mamifero ou para a supres-
sd3o de metdsteses de numa célula tumoral hematopoiética que re-
quer um membro funcional da familia LFA-1 para migrag¢ao caracte-
rizado por se incorporar como principio activo uma quantidade a-
dequada para o fim em vista dum agente seleccionado de entre o
grupo constituido por: um anticorpo com capacidade de se ligar a
ICAM-1; um fragmento de um anticorpo, tendo o referido fragmento
a capacidade de se ligar a ICAM-1; ICAM-1; um derivado funcional
de ICAM-1; e um antagonista de ICAM-1 que nao seja uma imunoglo-
bulina, quando os referidos agentes sao obtidos de acordo com

qualquer das reivindicagdes 1 a 10, 13 a 18, 21 a 22 ou 25.

(Jo))

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 26, caracterizado por o referido antagonista do ICAM-1 que
nao & uma imunoglobulina ser diferente de LFA-1.

1

Processo de acordo com a reivindica
Gao 26, caracterizado por o referido agente anti-inflamatdrio selr

um anticorpo com capacidade de ligagdo a ICAM-1.
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Processo de acordo com a reivindica-
cdo 28, caracterizado por o referido anticorpo ser um anticorpo
monoclonal.

Processo de acordo com a reivindica-
¢do 29, caracterizado por o referido anticorpo monoclonal ser o !
anticorpo monoclonal R6-5-D6.

Processo de acordo com a reivindica-
cdo 26, caracterizado por o referido agente anti-inflamatdrio
ser um fragmento de um anticorpo com capacidade de ligacao a
ICAM-1.

- 322 -

Processo de acordo com a reivindica-
cdo 31, caracterizado por o referido fragmento ser um fragmento
do anticorpo R6-5-D6.

h - 332 -

Processo para a preparacao de um

agente para a supressdo do crescimento de células tumorais que
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expressam ICAM-1 caracterizado por se incorporar como principio
activo uma quantidade adequada para o fim em vista duma toxina
seleccionada de entre o grupo constituido por um anticorpo deri
vatizado por uma toxina com capacidade de ligagao a ICAM-1; um
fragmento de anticorpo derivatizado por uma toxina com capacida
de de ligacdao a ICAM-1; um membro da familia de moléculas LFA-1
derivatizado por uma toxina e um derivado funcional de um mem-
bro da familia de moléculas LFA-1 derivatizado por uma toxina.

Processo para a preparacio de uma
composicdo para o diagndstico da presenca e para a localizacio
de uma inflamagdo resultante de uma resposta do sistema especi-
fico de defesa num mamifero caracterizado por se incorporar um
ligante marcado de modo a ser detectavel com capacidade de iden

tificar uma célula que expresse ICAM-1.

Processo para a detecgdo e localiza-
¢d@o de uma inflamacdo resultante de uma resposta do sistema es-
pecifico de defesa num mamifero que se suspeite ter a referida
inflamacao caracterizado por compreender as fases de:

(a) incubar uma amostra de tecido do presumivel paciente com
uma composicao contendo um ligante marcado detectavel com
capacidade de identificar uma célula que expressa ICAM-1 e

(b) detectar o referido ligante.

Processo de acordo com qualquer das
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reivindicacoes 34 e 35, caracterizado por o referido ligante es |

tar ligado na referida amostra ao tecido referido.

Processo de acordo com qualquer das
reivindicacgdes 34 e 35, caracterizado por o referido ligante
ter a capacidade de se ligar a ICAM-1 e ser seleccionado de en-

tre o grupo constituido por um anticorpo e um fragmento de um

- anticorpo.

Processo de acordo com a reivindica-
¢do 37, caracterizado por o referido anticorpo ser um anticorpo
monoclonal.

- 392 -

Processo de acordo com a reivindica-
cdo 38, caracterizado por o referido anticorpo monoclonal ser o
anticorpo monoclonal R6-5-D6.

Processo de acordo com qualquer das
reivindicacbes 34 e 35, caracterizado por o referido ligante
ser uma molécula de acido nucleico com capacidade de ligacao a
uma molécula seleccionada de entre o grupo constituido por uma

sequéncia de ADN de ICAM-1 e uma sequéncia de ARNm de um gene
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para ICAM-1.

Processo de acordo com a reivindica-
cao 40, caracterizado por a referida molécula de acido nucleico
codificar para pelo menos um polipeptideo seleccionado de entre
© grupo constituido por:

(a) =V-T-C-5-T-S-C-D-Q-P-K;

(b) -X-G-S-V-L-V-T-C-$-T-S-C-D-Q-P-K;
(c) -L-L-G-I-E-T-P-L;
(d) -F-L-T-V-Y-X-T;
(e) -V-E-L-A-P-1-P;
(f) -E-L-D-L-R-P-Q-G-L~E-L-P-E;
(g) -L-N-P-T-V-T-Y-G-X-D-S-P-S-A-K;
(h) -S-F-P-A-P-N-V;
(i) -L-R-G-E-K~E-L;
(j) ~-R-G-E-K-E-L-K-R-E-P;
(k) -L-R-G-E-K-E-L-K-R-E-P-A-V-G-E-P-A-E;
(1) -P-R-G-G-S;
(m) -P-G-N-N-R-K;
(n) -Q-E-D-S-Q-P-M;
(0) -T-P-E-R-V-E-L-A-P-L-P-§;
(p) -R-R-D-H-H-G-A-N-F-S; e
(g) -D-L-R-P-Q-G-L-E.
- 422 -

Processo para a preparacio de uma
composicdo para o diagndstico da presenca e para a localizacio
de células tumorais que expressam ICAM-1 num mamifero caracteri
zado por se incorporar um ligante marcado de modo a ser detecta
vel com capacidade de ligacdo a ICAM-1, sendo o referido ligan-

te seleccionado de entre o grupo constituido por um anticorpo e
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- reivindicacbes 42 e 43, caracterizado por o referido ligante

/

~7

um fragmento de um anticorpo com capacidade de ligagao a ICAM-1.

Processo para a deteccdo e localiza-
cdo de células tumorais que expressam ICAM-1 num mamifero que
se suspeite ter as referidas células caracterizado por compreen
der as fases de:

(a) incubar uma amostra de tecido do presumivel paciente com
uma composic¢ao contendo um ligante marcado detectavel com
capacidade de se ligar a ICAM-1 e

(b) detectar o referido ligante.

Processo de acordo com qualquer das
reivindicacbes 42 e 43, caracterizado por o referido ligante se

ligar ao ICAM-1 presente na referida amostra de tecido.

Processo de acordo com qualquer das
ser seleccionado de entre o grupo constituido por: um anticorpo

monoclonal com capacidade de ligagao de ICAM-1; e um fragmento

do referido anticorpo monoclonal que possul capacidade de liga-
¢ao de ICAM-1,

- 462 -
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Processo de acordo com a reivindica-
cado 45, caracterizado por o referido anticorpo monoclonal ser o

anticorpo monoclonal R6-5-D6.

Processo para a preparacio de uma
composicdo para o diagnéstico da presenca e para a localizacio
de células tumorais que expressam um membro da familia LFA-1 de
moléculas num paciente que se suspeite possuir as referidas cé-
lulas caracterizado por se incorporar um ligante marcado de mo-
do a ser detectavel com capacidade de ligacdo a um membro da fa
milia LFA-1 de moléculas sendo o referido ligante seleccionado
de entre o grupo constituido por ICAM-1 e por um derivado fun-

cional de ICAM-1.
- 48a -

Processo para a detecgdo e localiza-
cdo de células tumorais que expressam um membro da familia LFA-
-1 de moléculas num paciente que se suspeite ter as referidas
células caracterizado por compreender as fases de:

(a) incubar uma amostra de tecido do presumivel paciente na
presenca de uma composicdo contendo um ligante marcado de-
tectavel com capacidade de se ligar a um membro da familia
LFA-1 de moléculas, sendo o referido ligante seleccionado
de entre o grupo constituido por ICAM-1 e um derivado fun-
cional de ICAM-1

(b) detectar o referido ligante que esteja ligado a um membro
da familia LFA-1 de moléculas presente na referida amostra
ou tecido
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A requerente declara que os primei-
ros pedidos desta patente foram apresentados nos Estados Unidos
da América, em 4 de Maio de 1987, 1 de Novembro de 1987 e 16 de
Fevereiro de 1988, sob os nimeros de série 045,963, 115,798 e
155,943, respectivamente.

Lisboa, 3 de Maio de 1988.

O AGENTE UFILIAL DA CHORIL AR T INDTSIRIAY
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE MOLECULAS DE ADESEO INTERCELULAR
E DE LIGANTES QUE PROMOVEM A LIGACAO DESTAS MOLECULAS BEM COMO
DE AGENTES TERAPEUTICOS E DE DIAGNOSTICO QUE OS CONTEM"

A invengao refere-se a um processo
para a preparagao de ICAM-1, substancialmente livre de contami-
nantes naturais que compreende as fases de:

(a) solubilizar ICAM-1 a partir das membranas de células que ex-
pressam ICAM-1, de modo a que se obtenha um preparado de
ICAM~1 solubilizado,

(b) introduzir o referido preparado de ICAM-1 solubilizado numa
matriz de afinidade que contém imobilizado um anticorpo com
capacidade de se ligar a ICAM-1,

(c) permitir ao referido ICAM-1 que se ligue ao referido anticor
po da referida matriz de afinidade,

(d) remover da referida matriz todos Os compostos que nao tenham
capacidade para estabelecerem ligagao com o referido anticor
po e

' (e) recuperar o referido ICAM-1 sob forma substancialmente pura

por meio de eluicado do referido ICAM-1 a partir da referida

matriz.
Fig. 1

U




L WYOI =—> W 2

4 _M V47 Wo SIDWJJOU
SOIUSBIONID SD)NJAD SDINgo

[ V7]
Wo  S2JUIIDIIP SIDWIOU SDJNJID SOP ODSIPY

1’914



PN SLEEE )

fa g

JDUIIOU

JOWJIOU/DUIIOU  SDJN)D 3P 0DS3DY

—

¢ 914



FIG. 3

00t

08

09 0r ()4

OVOVOIUDVY %

120

90

60

30

TEMPO(mMmiIn)



“ de céllas FI* em ogregados

40 60 80 100

20

FIG. 4

oo _

PACIENTE NUMERO
2 3 ¢ 5
CELULAS B TRANSFORMADAS POR EBV



= a3 e e




N

LICACAO ESPECIFICA CE

1251 (cpmx 10)

2

-3)

(cpmx 10

LIGACAO ESPECIFICA DE 125

I

s

P,

P i e

L ) 3 i
7

1 2 31 ¢ 5 10
TEMPO (horas)

0 001 o7 7 1 10 100

CONCENTRACAD DE CITOTOXINA(ng/m1)



FIG.8

57

$* mmmmmm

g 1T s 13

OCT Q¢ AT OOC CAG ACA TCT 147

CTC TIC CCA &GA
L F P G P G N A

A

s acar
4

L

7C CTG CIC (1
L v v L

LT CS T O TA
R P A L P A

t

P

CIC CAA GAA GAT ACC CAA A 327

P [$]

Q

v g ED

MG GIG TAT GAA CTC A MT
x vy EL s N

S

oG CCA OO 006 GC AT CTCACY GIG CIC TG 507
PRANLTVVL)Z)

LRCOVEGCA

T

X CIA COC TOC CAG CTG GAG &GT

AAC (T
N L

s W@ P VvV G X

?

L

C.'CC!I‘!CTC:OCQ‘AC!CGZMG
Q

Yy ¢ L @ 18

A

X T TAC CAG CTC CAG 647

E 21

NC CAG K CAS C5 957
Q

00G GAG CTT 1227
L 8

R E

c o W

TOC CAG 1317

G- 4
s ..o
}>  Ba
e f<

E 49

Y

[ 4

s

T O GG TAT GAG 1497
R

AT GTG CTC
N V L

v

XX OX GG GIG KX
T R E VT

v

by
[

L

TR
Y

CTT GG X K
L E G T

€35 O0C KOG KT KCT CAA 06 GAG
r AR S TOQGE

1587
48]

g
b~

8=
o
He
$=
-

[
= -

e
o
E~
Bo
§=<
G

BEx
G-
B>
8=
B
g=
>

-

S

L~

>

-
-

CTINCT 148)
505

e
Reace o

0T 0TS TR KT
P *

o XT XS
Q A T P

KA
T

-
W
N

M\ CCT A
P

ATS
14

alacs
P

T XT
[

AMA
K

TA

¢c ¢ A Q

ACA TTA A NI XY
R L

T

AN
X

ATCCEATCCAET

STGNG )
‘di tﬂm‘. '. AT

GARCACNT TCOACACAT

RGO CA GG T CACCART AT AT X
T

o
CAGTTTOCTOCASTGATCATSGR

) TATATUGACTCG .

B

AAREAS o)

n

o~

AN aod e rener. o7)

L

Y A e

0
)

T
o
TART MR

CNCACSIOGTCTCS AT TOXCAG

P WA

[ ORISR

AAZZAAASTASS LN ALz s as At ANASA )

fren



5 -

FIG. 9

@ -xgu_
& -1t -

-zu..O:_

3uu<:
Od¥no

uau...:...@_. i
M

s
B vo™m “_

JATOYHL-
1250X2171

YYYJnsa

uﬂJ‘&Uh

._..ﬂxuﬂ_u.._<><z._._...._-umv»uu-..u:,..

AL AN - -fINXOCANY I[TA SasAlsswusyfijca umu—-u.on
:.,n..x tHplymAaIALLLAD @._u Yid ===

X uxu

J 2

5+ -[2 " > 3INET I} v s IR u x
Ak 2relds - : svabrsdlsopdoasafihlst o

i

o>n<@ E-u-u@:-.—qu_unﬁuxqu-u-

B e e T

1 “ 5@ ED « BB se g
a[g v B @ DEia 1 1

-“B G,_. nsvill] B &u 213948 ¥

r- -Q. Y AR

XK24D0w

E El LR M- - .._._G..
- g w e m UHMB._ .a_Fi ulU
S{ajr s . - = I -4 l(.
:a._am_ Hu.._ ...:&. : 4@. - A
(@@ eve ‘B-H- - - d - .

n..@ o n -

DMK B el
HAD 441

OYOplAlLphsOD <r<
LIRS

uum-v

uu—>b<

«..m-u-

“=AY

.G.o»-:..-

WINJIIN|(404n30L
YAdADN~

4A03174s

]
Ty e i

& D m
B s 1
YN :QSDU.@

1 SOwv

e

LA A R R gk i

._w.'

v
MMm LI

B
4umv>o b

Ank

v

w-m

1)
LI OiAfIV 1 vsest g gy Yot mosrr-ece
o - !u»- AALDDI02ITAN RS &S A~ T4 T4s . SR EPVT)
.

R

100! ¥92-20¢ 1-wadry
100 262102 Wi
[£12 0 IR I £V 1]

figisat-at L3

ORI e

(%]

o

N

A

rvec
S50
-yt
[HIET]
"t
(S~



FIG 10

1CAM-1
N
PRGGS
Dl
RGEXE

D2

99—
D3

®—

MAG
N
Dl
RD
D2
—




% DE CELULAS LIGADAS

FIG T

<0«

30

20

70 +

Proreinag ng
Membranag

M Clicoforina
[ ICAM 1

— —

JY (LFAT1) BBN(LFA1")

Células linfoblastéides B LFA 1 posiFivas
Frans formadas por EBV [ligam-se @

ICAM 1 em membrangs planares



,

DE CELULAS LIGADAS

e

o

SRR 2 4

FIG, 12

P RANERTE

50

40 9

309

Expl., 1

0.]_.4 —

Expl, 2

LFAT LFA 1" |

1
Blastos Con-A

SKWY.3

Proteing em
vesiculas

B Glrcoforing
O 1CAM 1

Linfoblastos T LFA 1 posiFivas e célulos T
de linfoma ligam-se g ICAM 1 em vesiculas

a pldstico




FIG. T3

(Va)
< 30
I
S ]
~ 4
w 204 { F—
3 1 Pré-tratamento
> 1 por Acm
‘O - )
O . @ celulas
170 ,
8 O vesiculas
N { :
Pre. 0- - PBV 2/13

tratamento  nenhum Nenhum 7S2 TS1/18 RR 1/1
} |

Glicoprotreina ICAM-1

Proteing em
vesiculas

Inibicoo da ligacao de celulas linfoblastoides

B JY g ICAM 1 em vesiculas ligadas a pldstico
por pré-Fraftamento das células ou das
vesiculas com anticorpos monoclonais



FIG 714

’

CELULAS LIGADAS

Y DE
-3
Q
A

0:;7 el i

Protei/na em
vesiculas

B Giicoforino
O 1icam1

4° 22° 37°
TEMPERATURA ©O¢

Efeito da temperatura no ligacoo de Iinfoblastos
T aICAM 1 em vesiculas ligadas a pldsticos




FIG. 15

50
r
{04
O
N Proteina em
§ 30+ vesicuylas
3 ) B Glicoforina
w <07 [0 ICAM1T
Q -
N 104
Conc.,, mM OJ‘- _l_——l -
Mgl 7.0 1.0 - - 1.0 0.1 0.1
ca?™: 1.2 1.2 - 1.2 = = 1.2

Necessidade de catioes divalentes para a hqogo'o
de linfoblastos T a ICAM 1 em vesiculas ligadas Q

pldstico.



llllllllllllll
rrrrrrrrrrrrrrr
QQQQQQQQQQ
mmmmmmmmm



B Rt
' IAEEIN
v - ) |
Lt S el T,

7

74//

2z




FIG. 18

x“""

\i




FIG 19

1
T

ANTI

* i
' f




~—
. v

NUMERO DE CELULAS

e T L B e m e s
Tt e ISV “.
o
N
F
el
4~.‘;/
-
h -1
-1 -
MM | T LR | T K[rlrr[l T TrrTIT ]

100

LOG dg fluorescencia




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

