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PATENTE N©¢ 98 935

"processo de preparacao de andlogos de polipéptidos de local
activo de interleucina-8, anticorpos, de deteccdo da
presenca de IL-8 e de composigdes terapéuticas"

RESUMO

0 presente invento refere-se ao processo de preparagdo de
andlogos de polipéptido do local activo de interleucina-8 (IL-8)
e de anticorpos para o local activo, que compreende a adigédo
sequencial de residuos de aminodcido a cadeia peptidica em
crescimento, estando o terminal amino ou o terminal carboxilo
protegido com um grupo protector selectivamente removivel,
adequado, até se ter preparado o andlogo polipeptidico desejado.

0 invento refere-se ainda ao processo para a detecgédo da
presenca de IL-8 num fluido corporal, o qual compreende:

(a) misturar uma aliquota de fluido corporal com uma
composicdo de anticorpo que imunorreage com um segmento do
terminal carboxi de IL-8 ou com um anticorpo que imunorreage com
um segmento do terminal amino de IL-8,

(b) manter a referida mistura de imunorreacgao sob con-
dicées de ensaio bioldgico durante um periodo de tempo suficiente
para formar um produto de imunorreacgao;

e

(c) detectar a presenga do referido produto de imunor-

reacgdo e assim a presenga de IL-8.

0 invento refere-se ainda ao processo de preparagao de
composigdes terapéuticas dos andlogos de polipéptido preparados.
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MEMORIA DESCRITIVA

Campo Técnico
0 presente invento refere-se a citoquinas e ao seu papel em

reacg¢oes inf;amatérias. Mais especificamente, o presente invento
refere-se ao processo de preparagdo de um andlogo de polipéptido
do local activo de IL-8 de anticorpos para o local activo e a
métodos adequados para inibir inflamacdo por neutralizagdo do

local de interacgdo de receptor de IL-8.

Arte Anterior

As células imuno-competentes e o endotélio vascular interac-
tuam produzindo hemostase bem como reacgdes inflamatdérias e imu-
nitdrias. Os mediadores destas interaccgdes bidireccionais intri-
cadas entre os leucécitos e as células vasculares sdo as citoqui-
nas que sio produzidas e actuam nas células endoteliais (Immunol.
Today, 10:370-375 (1989). As citoquinas exercem a sua influéncia
nas células endoteliais fazendo com que estas libertem quimioa-
tractores que induzem a quimiotaxia e a extravaséo de células po-
limorfonucleares e de mondécitos. [Broudy et al., J. Immunol.,
139:464-468 (1987); Sieff et al., Blood, 72:1316-1323 (1988)].
Este recrutamento e activacgdo de leucdcitos quebra gravemente a
arquitectura das paredes dos vasos e dos tecidos subjacentes,
provocando a lesdo.

Pertencendo a uma familia crescente de citoquinas de péptido
monomérico induzidas por lipopolissacdridos (LPS), pelo factor de
necrose de tumor (TNF) ou por outras citoquinas, a IL-8 € um me-
diador putativo de lesbes de tecidos no choque séptico, a
sindroma da dificuldade respiratéria aguda (ARDS) e, geralmente,
durante doencas ou condigbées inflamatdérias associadas com a
producdo aumentada de TNF. A IL-8 tem sido detectada, recentemen-
te, em fluido de lavagem broncoalveolar de pacientes com ARDS
prematuro.

A nomenclatura para o novo grupo de citoguinas compreendendo
II-8 nao foi estabelecida. A IL-8 intacta parece ser idéntica ao
factor quimiotdtico de neutréfilo derivado de monécito (MDNCF)
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[Matsushima et al., J. Exp. Med., 167:1883-1893 (1988)], ao fac-
tor activador de neutrdéfilo (NAF) [Lindley et al., Proc. Natl,
Acad. Sci. USA, 85:9199-9203 (1988); PCT N= WO 89/04836] e ao
factor quimiotdtico de neutréfilo (NCF) (PCT N° WO 89/10962).

0 bloqueamento da guimiotaxia e da activacdo de neutréfilos
durante uma doenca inflamatéria é um objectivo terapéutico
principal. ¥ necessdria a intervengdo terapéutica em varios
pontos da cascata inflamatdéria para evitar a lesdo dos tecidos. A
inducdo da produgdo de IL-1 e de TNF ocorre em 30 minutos apds a
exposicdo, por exemplo, a LPS. Os anticorpos contra o local acti-
vo de interaccdo de receptor do TNF, s&o intervenientes eficazes
em Vvarios modelos animais, por exemplo, num modelo de porco para
o choque séptico. Contudo, para serem eficazes, os anticorpos an-

ti-TNF tém de ser administrados muito cedo no decurso da doenga.

Deste modo, o que é necessdrio é um anticorpo blogueador di-
rigido contra uma proteina inflamatéria de actuagdo tardia. Isto
permitiria a intervengdo ao nivel secunddrio da resposta, subse-
quente a producdo de TNF, resultando num quadro alargado para di-
agnéstico e preparagdo para o tratamento. Adicionalmente, uma
abordagem terapéutica em tandém, utilizando anticorpos anti-IL-8
conjuntamente com anticorpos anti-TNF, aumentaria a eficdcia nos
casos em gue as pequenas quantidades de TNF, que se escapan a
ligacdo anti-TNF, seriam secundariamente neutralizadas.

Breve Sumdrio do Invento

Verificou-se agora que o local activo de interacgdo de re-
ceptor da IL-8 nativa humana, intacta, se localiza num segmento
de 18 residuos de aminodcido no terminal carboxilo da proteina
madura de 72 residuos de aminodcido.

Um aspecto contemplado no presente invento é um andlogo de
polipéptido do local de interacgdo de receptor de IL-8, possuindo
uma sequéncia de residuos de aminodcido correspondente a férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-

Val-Glu-Lys-Phe-Leu-Lys, designado por p 50-67.
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O presente invento contempla também um polipéptido possuindo
uma sequéncia de residuos de aminodcido corresporndentes a
formula:

(3-20), designado por p 3-20.

Outro aspecto do presente invento é um anticorpo que imuno-
-reage (a) com o local de interacgdo de receptor de IL-8 e (b)
com um andlogo de polipéptido possuindo uma sequéncia de residuos
de aminodcido correspondente a férmula para o p 50-67.

Uma concretizacgdo preferida do presente invento é um anti-
corpo monoclonal que imuno-reage com o local de interacgao de re-
ceptor de IL-8 e como andlogo de polipéptido, anteriormente des-
crito, designado por p 50-67.

Um aspecto relacionado do presente invento € um anticorpo
gue imuno-reage (a) com IL-8 e (b) com um polipéptido possuindo
uma sequéncia de residuos de aminodcido correspondente a fdérmula:

(3-20), designado por p 3-20.

Uma concretizacgdo preferida deste aspecto é um anticorpo mo-
noclonal que imuno-reage com IL-8 e com o polipéptido p 3-20.

Um processo, para detectar a presenga de IL-8 em fluidos
corporais, é outro aspecto contemplado pelo presente invento.
Este processo compreende a mistura de uma aliguota de fluido
corporal com uma composigdo de anticorpo compreendendo uma
molécula de anticorpo que imuno-reage com um segmento do terminal
carboxilo de IL-8 possuindo uma sequéncia de residuos de
aminodcido correspondente a férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-

Val-Glu-Lys~-Phe-Leu-Lys.

0 contacto do fluido corporal com a composigdo de anticorpo
é mantido durante um tempo suficiente para que se forme um produ-
to de imuno-reacgdo. O produto de imuno-reacgdo formado, contendo
IL-8, é depois detectado.
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Um aspecto relacionado contempla um processo para detectar a
presenca de IL-8 em fluidos corporais compreendendo a mistura de
uma aliquota de fluido corporal com uma composigdo de anticorpos
compreendendo moléculas de anticorpo que imuno-reagem com um seg-
mento do terminal amino de IL-8 possuindo uma sequéncia de resi-
duos aminodcido correspondente a férmula:

(3-20).

0 contacto do fluido corporal com a composigdo de anticorpos

é mantido como anteriormente e o produto de imuno-reacgdo forma-

do, contendo IL-8, é depois detectado.

O presente invento contempla ainda um sistema de diagnéstico
na forma de um conjunto de diagndéstico. O sistema compreende uma
embalagem contendo, numa quantidade suficiente para realizar pelo
menos um ensaio, uma composicdo de anticorpos contendo uma popu-
lacdo de moléculas de anticorpos que imuno-reage com um determi-
nante antigénico numa molécula de IL-8. Esta composicdo de anti-
corpos pode estar numa solugdo liquida ou pode estar ligada a uma
matriz de fase sélida. O sistema contém também um marcador para
indicar a presenca de moléculas de anticorpos no produto de imu-
no-reacgdo formado.

Numa concretizacdo preferida, a composigdo de anticorpos
contém um anticorpo monoclonal.

No presente invento é também contemplada uma composigdo te-
rapéutica que é adequada para evitar inflama¢des. Uma tal compo-
sicdo compreende um anticorpo que imuno-reage (a) com o local de
interaccdo de receptor da IL-8 e (b) com um andlogo de poli-
péptido possuindo uma sequéncia de residuos de aminodacido
correspondentes a férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-val-

Val-Glu-Lys—-Phe-Leu-Lys,
ou com seus equivalentes biolégicos num excipiente farmaceutica-
mente aceitdvel.

Uma composicdo terapéutica relacionada contemplada pelo pre-
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sente invento compreende um anticorpo que imuno-reage (a) com IL-
-8 e (b) com um polipéptido possuindo uma sequéncia de residuos
de aminodcido correspondente a fdérmula:

(3-20),
ou com os seus equivalentes bioldégicos, num excipiente farmaceu-
ticamente aceitéavel.

Adicionalmente, é contemplado um método para evitar inflama-
cbes num paciente. Este método compreende a administragao ao
individuo de uma composicdo contendo um anticorpo que imuno-reage
com IL-8 e com os polipéptidos anteriormente descritos designados
por p 50-67 ou por p 3-20, ou com seus equivalentes bioldégicos,
num excipiente farmaceuticamente aceitdvel.

0 presente invento tem certas vantagens, nomeadamente, a) a
intervencdo a um nivel secunddrio na cascata inflamatéria é agora
possivel, permitindo um tempo adicional para diagnéstico e
preparacdo para tratamento e b) uma intervencéao mais completa e
eficaz é possivel combinando o método anteriormente conhecido,
utilizando anticorpos anti-TNF, e o método do presente invento
para neutralizar secundariamente as moléculas de TNF que escapam

4 ligagdo de anticorpos anti-TNF.

Ainda outras concretizagdes e vantagens do invento tornar-
-se-30 evidentes para os peritos na arte apés a leitura de todas
as revelagdes aqui contidas.

Breve Descricdo_dos Desenhos
Nos desenhos que constituem parte do presente invento:

A Figura 1 ilustra os efeitos da IL-8 ou dos polipéptidos
sintéticos, correspondentes & sequéncia de residuos de aminodcido
50-67 e 57-72 da IL-8, na activagio de neutrdéfilos tal como séo
medidos por mobilizacdo de cdlcio. A razdo F, que € igual ao va-
lor do calcio intracelular, é representada no eixo dos Y em
fung¢do do tempo, em segundo apés o tratamento com IL-8 ou com
péptido representado no eixo dos X. A IL-8 e o polipéptido
sintético 50-67, também designado por Pep-1, induzem a
mobilizacdo de cdlcio em neutréfilos, enquanto que o polipéptido
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sintético 57-72, também designado por Pep-2, ndo o faz. A

-7 -

mobilizacdo de cdlcio, induzida pelo tratamento de neutréfilos

»

com Pep-1, é inibida por anticorpos policlonais anti-Pep-1.

A Figura 2 ilustra a curva de ligagdo ndo saturavel de con-
centragdes crescentes de IL-8 iodada a neutrdéfilos. A ligagdo es-
pecifica é calculada na presenga de um excesso molar de 100 vezes
de IL-8 ndo marcada e é subtraida a ligagdo total para calcular a
ligacdo especifica representada por quadrados a cheio. Cada ponto
é a média * o erro padrdo da média (EPM) de trés experiéncias
independentes. A ligagdo de IL-8 é inibida por anticorpos dirigi-
dos contra o polipéptido sintético 50-67, Pep-1, (ilustrado pelos
tridngulos a cheio) relacionado com a IL-8. Os fragmentos FAB do
anticorpo anti-Pep-1 sdo mais eficazes do que os anticorpos in-
tactos na inibicdo da ligagdo de IL-8 aos neutrdéfilos (ilustrados
pelos quadrados a branco).

A Figura 3 é um gridfico de barras que ilustra os efeitos de
composicdes de anticorpos, anti-IL-8, anti-Pep-1 (anti-50-67) e
anti-Pep-3 (anti-3-20), imunoespecificos para as regides de poli-
péptidos definidas da IL-8, na ligagdo de IL-8 iodada (125-I—IL—
-8) a neutréfilos (PMN), tal como se descreve no Exemplo 5A (2).
0 anticorpo anti-11-29, serviu como um controlo na experiéncia
uma vez que ndo consegue evitar a inibigdo da ligagdo de
1257_71-8 a PMN, quando comparado com a inibig&o observada com os
anticorpos especificos de IL-8.

Descricdo Detalhada

A. Definicdo de Termos

Aminodcido: todos os residuos de aminodcido aqui
identificados estdo na configurag¢do natural L. Mantendo a
nomenclatura padrdo dos polipéptidos, J. Biol. Chem.,
243:3557-59, (1969), as abreviaturas para os residuos de
aminoacido sdo as que se mostram na Tabela de Correspondéncia
seguinte:
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TABELA DE CORRESPONDENCIA

letras

Tyr
Gly
Phe
Met
Ala
Ser
Ile
Leu
Thr
Val
Pro
Lys
His
Gln
Glu
Trp
Arg
Asp
Asn
Cys

Aminoacido

I-tirosina
L-glicina
L-fenilalanina
L-metionina
I-alanina
L-serina
L-isoleucina
L-leucina
IL-treonina
I-valina
L-prolina
L-lisina
I-histidina
L-glutamina
dcido L-glutémico
IL-triptofano
L-arginina

acido L-aspartico
I~asparagina
L-cisteina

Serd de notar que todas as sequéncias de residuos de

aminoacido sdo aqui representadas por férmulas cuja orientagédo da

esquerda para a direita estd no sentido convencional, do terminal

amino para o terminal carboxilo. Adicionalmente, serd de notar

que um trago no principio ou no fim de uma sequéncia de residuos

de aminodcido indica uma ligagdo a um radical tal como H e OH

(hidrogénio e hidroxilo), no terminal amino e carboxilo,

respectivamente, ou uma sequéncia adicional de um ou mais

residuos de aminodcido,

residuos na cadeia

de polipéptido.

até um total de cerca de cinquenta

Polipéptido e Péptido: Polipéptido e péptido sdo termos aqui
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usados intermutavelmente para uma sequéncia de massa molecular
relativamente baixa, i.e., de cerca de 210 dalton a cerca de 10
kD, e designam uma série linear de ndo mais do que cerca de 50
residuos de aminodcido ligados uns aos outros por ligagbes

peptidicas entre os grupos alfa-amino e carboxilo de residuos
adjacentes.

Proteina: Proteina é um termo aqui usado para designar uma
série linear de mais do que 50 residuos de aminodcido ligados
uns aos outros tal como num polipéptido.

Farmaceuticamente aceitdvel refere-se a entidades molecula-
res e a composigdes que ndo produzem uma reacgdo alérgica ou in-
desejavel similar, tal como perturbagbes gadstricas, tonturas e
similares, gquando administradas a um humano.

B. Andlogo de Polipéptido

No presente invento é contemplado um polipéptido relacionado
com a IL-8 que mimetiza certas fungbes do local activo de inter-
acgcdo com receptor da molécula de IL-8 nativa, possuindo uma se-
guéncia de residuos de aminodcido correspondente & férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-

Val-Glu-Lys-Phe-Leu-Lys.

O polipéptido mimetiza as fungbes da IL-8 promovendo a mobi-
lizagdo do cdlcio em neutréfilos polimorfonucleares, induzindo a
libertagdo de elastase, e, quando injectado em coelhos, promoven-
do a quimiotaxia de neutrdéfilos para uma concentragdo de 10~11 M.
ao contrario da IL-8, o polipéptido ndo promove a polimerizagdo
de F-actina gue resulta sob a ocupagdo do receptor de IL-8.

0 polipéptido do presente invento contém cerca de 18 resi-
duos de aminodcido. Sdo contemplados polipéptidos adicionais, com
um comprimento menor do que 18 residuos de aminodcido, de modo a
definir mais exactamente o local activo preciso. E agora
conhecido, por exemplo, que um andlogo de polipéptido contendo os

residuos de aminodcido 57 a 72 da IL-8 nativa é inactivo. Assim,
uma porgdo do local activo tem de residir ou ser dirigida
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conformacionalmente pelos residuos de aminodcido gque se encontram
nos primeiros sete residuos do local activo como presentemente se

definiram.

Uma sequéncia polipeptidica do presente invento pode diferir
da sequéncia natural pelo facto da sequéncia estar modificada por
uma acilagdo do terminal NH,, p.e., acetilagdo ou amidagdo com
dcido tioglicélico, por amidagdo do terminal carboxilo, p.e., com
amoniaco, metilamina e similares.

1. Sintese de Polipéptido
Um polipéptido do presente invento pode ser sintetizado por

gualquer das técnicas que sdo conhecidas dos peritos na arte dos
polipéptidos, incluindo técnicas de ADN recombinantes. Preferem-
-se as técnicas de quimica sintética tais como sintese de fase
sélida de tipo Merrifield, por razdes de pureza, especificidade
antigénica, isengdo de produtos laterais indesejados, facilidade
de produgdo e outras. Um excelente sumdrio das muitas técnicas
disponiveis pode ser encontrado em J.M. Steward e J.D. Young,
"golid Phase Peptide Synthesis", W.H. Freeman Co., San Francisco,
1969; M. Bodanszky, et al., "Peptide Synthesis", John Wiley &
Sons, segunda edicdo, 1976 e J. Meienhofer, "Hormonal Proteins
and Peptides", Vol. 2, p. 46, Academic Press (New York), 1983
para a sintese de péptidos em fase sélida e E. Schroder e K.
Kubke, "The Peptides", Vol. 1, Academic Press (New York), 1965
para a sintese cléssica em solugdo, cada uma das quais é aqui
incorporada como referéncia. Grupos protectores apropriados,
utilizaveis nestas sinteses, sdo descritos nos textos anteriores
e en J.F.W. McOmie, "Protective Groups in Organic Chemistry",
Plenum Press, New York, 1973, que é aqui incorporada como
referéncia.

De um modo geral, estes processos compreendem a adigdo se-
guencial de um ou mais residuos de aminodcido ou residuos de
aminodcido adequadamente protegidos a uma cadeia de péptido
crescente. Normalmente, quer o grupo amino, guer o grupo
carboxilo do primeiro residuo de aminodcido estdo protegidos por

um grupo protector adequado, removivel selectivamente. Um grupo
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protector diferente, removivel selectivamente, é utilizado para
aminodcidos contendo um grupo lateral reactivo tal como a lisina.

Usando uma sintese em fase sélida como exemplo, o aminodcido
protegido ou derivado é ligado a um suporte sdélido inerte através
do seu grupo carboxilo ou amino ndo protegido. O grupo protector
do grupo amino ou carboxilo é depois removido selectivamente e o
aminoacido séguinte na sequéncia, possuindo o grupo complementar
(amino ou carboxilo) adequadamente protegido é misturado e feito
reagir sob condigbes adequadas para formagdo da ligagdo amida com
o residuo j4 ligado ao suporte sélido. O grupo protector do grupo
amino ou carboxilo & depois removido deste residuo de aminodcido
acabado de adicionar e o aminodcido seguinte (adequadamente
protegido) é depois adicionado e assim sucessivamente. Apds todos
os aminodcidos desejados terem sido ligados na sequéncia
adequada, quaisquer grupos protectores terminais ou grupos
laterais restantes (e o suporte sélido) sédo removidos,
sequencialmente ou concurrentemente, para se obter o polipéptido
final.

2. Fnsaios de Actividade

Os andlogos de polipéptido sintetizados quimicamente tem de
possuir o cardcter activo da regido de interacgdo de receptor da
I1L-8. Para assegurar que essa actividade estd presente realizam-
-se os testes seguintes.

1) Mobilizacgao de ca?t em neutréfilos marcados com indo-1-
~-AM,

2) Libertacdo de elastase em neutréfilos usando um método
fluorescente anteriormente descrito [J. Biol. Chem., 260:11461
(1985)1],

3) Medicdo da modificacdo da forma de neutréfilos pela dimi-
nuigdo do desvio do &ngulo direito da luz (realizado em paralelo
com a determinagdo de Ca?'),

4) cCapacidade quimiotdtica medida por injecgdo na pele de
coelho e microscopia éptica de uma biépsia 4 horas mais tarde.

3. DPolipéptidos
Também contemplado pelo presente invento é um polipéptido
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possuindo uma sequéncia de residuos de aminodcido correspondente
a férmula:
(3-20), designado por p 3-20.

O polipétido p 3-20 é util para induzir anticorpos do pre-
sente invento que imuno-reagem com IL-8, tal como aqui depois se

descreve.

C. Anticorpos

0 termo "anticorpo" refere-se a uma molécula de receptor,
produzido por células B, que imuno-reage com, e se liga a um li-
gando de antigénio para formar um imuno-reagente. E um membro de
uma familia de proteinas glicosiladas, designadas por imunoglobu-

linas, que se podem combinar especificamente com um antigénio.

O termo "anticorpo", nas suas vdrias formas gramaticais, é
também aqui usado para designar porgbes imunologicamente activas
de moléculas de imunoglobulina, i.e., moléculas gque contém um
local de combinacdo de anticorpo ou paratopo.

Exemplos de moléculas de anticorpo incluem moléculas de imu-
noglobulina intactas, moléculas de imunoglobulina
substancialmente intactas e aquelas porgbes de uma molécula de
imunoglobulina que contém o paratopo, incluindo as porgdes
conhecidas na arte como Fab, Fab’, F(ab’), e F(Vv).

As porgdes Fab e F(ab’), de anticorpos séo'preparadas pela
reacgdo proteolitica de papaina e de pepsina, respectivamente,
com anticorpos substancialmente intactas, por processos que sao
bem conhecidos. Ver, por exemplo, Patente dos E.U.A. n® 4342566
de Theofilopolous e Dixon. As porgbes de anticorpo Fab’ sao tam-
bém bem conhecidas e sdo produzidas a partir das porgdes F(ab’),
seguindo-se a reducdo das ligagbes dissulfureto que ligam as duas
porcdes de cadeia pesada, tal como um mercaptoetanol e seguindo-
-se a alquilagdo do mercaptano de proteina resultante com um rea-
gente tal como iodoacetamida. Prefere-se um anticorpo contendo
moléculas de anticorpo intactas e sdo utilizadas como aqui se
ilustra.
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A frase "anticorpo monoclonal" (MoAb) designa um anticorpo
produzido por clones de uma Unica célula, designada por hibrido-
ma, que segréga apenas um tipo de molécula de anticorpo. A célula
de hibridoma é formada por fusdo de uma célula produtora de anti-
corpos e de uma linha de células de mieloma ou outra linha de cé-
lulas auto-perpetuante. Estes anticorpos foram descritos em
primeiro lugar por Kohler e Milstein, Nature, 256:495-497 (1975),

cuja descrigdo é incorporada como referéncia.

Anticorpos "policlonais" (Pab) sdo anticorpos produzidos por
clones obtidos a partir de células diferentes que segregam anti-
corpos diferentes que se ligam a uma pluralidade de epitopos da
molécula imunogénica.

1. Imunogénio de Polipéptido

0 termo "jmunogénio", tal como é agui usado, descreve uma
entidade que induz a produgdo de anticorpos no animal hospedeiro.
Em alguns casos, o antigénio e o imunogénio s@o a mesma entidade,
enguanto que, noutros casos, as duas entidades sdo diferentes.

A palavra "indculo", nas suas varias formas gramaticais, é
aqui usada para descrever uma composigdo contendo um polipéptido
do presente invento, preferivelmente, Pep-1 ou Pep-3, como se
mostram na Tabela 1, como ingrediente activo usado para a prepa-
racdo de anticorpos contra IL-8. Quando se usa um polipéptido pa-
ra induzir anticorpos, estd pressuposto que o polipéptido pode
ser usado sozinho, ligado a um transportador ou na forma de um
multimero, mas para facilidade de expressédo, estas alternativas

nido serdo aqui sempre referidas expressamente.

Para um polipéptido que contém menos do que cerca de 35 re-
siduos de aminodcido, é preferivel usar o péptido ligado a um
transportador com o propésito de induzir a produgdo de anticor-
pos.

Quando acoplado a um transportador para formar o que € co-
nhecido na arte como um conjugado transportador-hapteno, um poli-

2

péptido do presente invento é capaz de induzir anticorpos que
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imuno-reagem com e neutralizam a IL-8. S&o bem conhecidos na arte
transportadores uteis e sdo, geralmente, as préprias proteinas.
Exemplos destes transportadores incluem a hemocianina de lapa
Fissurela (KLH), a edestina, a tiroglobulina, albuminas tais como
a albumina de soro de bovino (BSA) ou a albumina de soro de
humano (HSA), gldébulos vermelhos tais como os eritrocitos de
carneiro (SRBC), a toxdéide do tétano, a toxdide da cdlera, bem
como poliaminodcidos, tais como o poli(D-lisina:éacido

D-glutidmico), e similares.

Como é também bem conhecido na arte é muitas vezes benéfico
ligar um polipéptido sintético ao seu transportador usando um
grupo intermediario de ligagdo. Tal como anteriormente se refe-
ria, o glutaraldeido é um destes grupos de ligagdo. Contudo,
quando se usa cisteina, o grupo intermedidrio de ligagdo &, pre-

ferivelmente, uma m-maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida (MBS).

Adicionalmente, pode-se adicionar a MBS, em primeiro lugar,
a um transportador por uma reacgdo de permuta éster-amida, como
descrito por Liu et al., supra. Depois, a adigdo pode ser seguida
pela adicdo de um grupo mercapto blogueado, tal como o &acido
tiolacético (CH3COSH), & ligagdo dupla maleimido. Apdés a clivagem
do grupo acilo blogueante, forma-se uma ligagdo dissulfureto
entre o grupo mercaptano de ligacdo, nao bloqueado, e O
mercaptano do residuo cisteina adicionado, do polipéptido
sintético.

Outros meios de imuno-potenciagdo incluem o uso de liposso-
mas e de particulas de complexo imuno-estimulante (ISCOM). A ver-
satilidade tinica dos lipossomas reside no facto de se poder ajus-
tar a sua dimensdo, nas suas caracteristicas de superficie, na
composicdo de lipido e nas varias formas como podem acomodar an-
tigénios. Nas particulas de ISCOM a matriz do tipo gaiola é com-
posta por Quil A, extraido da casca de uma &rvore da América do
Sul. Uma forte resposta imunitdria é evocada por proteinas ou
pép-tidos antigénicos ligados, por uma interacgdo hidrofébica, a

superficie da matriz.
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A escolha do transportador estd mais dependente do uso final
do imunogénio do que da porgdo determinante do imunogénio, e é
baseada em critérios ndo particularmente envolvidos no presente
invento. Por exemplo, se um inéculo é para ser usado em animais,
devera ser seleccionado um transportador que hdo gere uma reacgdao
adversa no animalicular.

Numa concretizagdo preferida do presente invento, o indéculo
compreende o polipéptido anteriormente descrito acoplado a KLH
via MBS.

2. Anticorpos Policlonais
Para induzir anticorpos neutralizadores de IL-8, administra-

-se uma quantidade imunogénica de um indculo do presente invento,
contendo, preferivelmente, o péptido Pep-1 ou Pep-3 como imuno-
génio activo, tipicamente, por injecg¢édo subcuténea ou intramuscu-
lar, a um mamifero tal como um ratinho, coelho, cabra, cavalo,
humano e outros. Numa concretizacdo preferida do presente inven-
to, a administracdo foi realizada por injec¢bes subcuténeas, em
locais miltiplos, em coelhos nos dias 1, 14 e 21.

0 mamifero administrado (inoculado) é depois mantido duran-
te um periodo de tempo suficiente para que o polipéptido, presen-
te como ingrediente activo no indculo, induza a formagdo de
anticorpos neutralizadores, anti-IL-8. Se desejado, os anticorpos
formados podem depois ser colhidos, usando técnicas bem conheci-
das, e usadas em preparagdes para a imunizagdo passiva (adminis-
tracdo terapéutica de anticorpos neutralizantes) contra o local
activo da IL-8, ou em ensaios ou em sistemas de diagnéstico para
detectar IL-8 em amostras corporais.

0 anticorpo anti-péptido assim produzido é oligoclonal em
relacdo a I1-8 e, deste modo, possui uma especificidade de
epi-topo restrita em relagdo a antissoros policlonais anti-IL-8.

Preferivelmente, um anticorpo policlonal do presente invento
estd numa forma imuno-purificada. As composigdes de anticorpos

policlonais imuno-purificados sdo produzidas por imuno-reacgdo
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(adsorgdo) de um antissoro policlonal sobre uma fase sélida con-
tendo o imunogénio de polipéptido usado para induzir os
antissoros policlonais, removendo, por lavagem da fase sélida, os
anticorpos ndo imuno-reactivos ou fracamente imuno-reactivos, e
eluindo, subsequentemente, e recolhendo os anticorpos imuno-re-
agidos especificamente para formar o anticorpo imuno-purificado.
A imuno-purificagdo é um processo, de um modo geral, bem conheci-
do na arte e pode ser realizado sob védrias condigdes concebidas
para produzir uma composigdo de anticorpos policlonais possuindo
uma afinidade liquida mais elevada pelo imunogénio da fase sélida
imuno-purificante, do que a afinidade dos antissoros policlonais
de partida. No Exemplo 3D descreve-se um exemplo de imuno-puri-
ficagéo. '

3. Anticorpos Monoclonais
Os anticorpos adequados na forma monoclonal tipicamente

anticorpos inteiros, podem ser preparados usando a tecnologia de
hibridoma descrita por Nimam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
80:4949-4953 (1983), cuja descrigdo € aqui incorporada cComo re-
feréncia. Resumidamente, para formar o hibridoma a partir do qual
a composicdo de anticorpos monoclonais é produzida, funde-se uma
linha de células de mieloma ou outra linha de células auto-per-
petuante, com linfocitos obtidos a partir do bago de um mamifero
hiper-imunizado com um polipéptido do presente invento.

Prefere-se que a linha de células de mieloma seja da mesma
espécie que os linfocitos. Tipicamente, um ratinho da estirpe 129
G1lXT é o mamifero preferido. Mielomas de ratinho adequados para
uso no presente invento incluem as linhas de células, sensiveis a
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), P3X63-Ag8.653 e
Sp2/0-Agl4d que estdo disponiveis na American Type Culture Collec-
tion, Rockville, MD, com as designagSes CRL 1580 e CRL 1581, res-
pectivamente.

Tipicamente, os esplenécitos séo fundidos com células de mi-
eloma usando polietilenoglicol (PEG) 1500. Os hibridos fundidos
sdo seleccionados pela sua sensibilidade a HAT. Os hibridomas se-

gregando as moléculas de anticorpo do presente invento sdo iden-
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tificados usando um doseamento radio-imunolégico de fase sdlida
(RIA) descrito no Exemplo 4.

Uma composicgdo de anticorpos monoclonais do presente invento
pode ser produzida iniciando uma cultura de hibridoma monoclonal
compreendendo um meio nutriente contendo um hibridoma que segrega
moléculas de anticorpo com a especificidade de polipéptido apro-
priada. A cultura é mantida sob condigbes e durante um periodo de
tempo suficientes para que o hibridoma segregue as moléculas de
anticorpo para o meio. O meio contendo anticorpo é depois reco-
lhido. As moléculas de anticorpo podem depois ser isoladas por
técnicas bem conhecidas.

Os meios tteis para a preparagdo destas composigdes sdo am-
bos bem conhecidos na arte e estdo disponiveis comercialmente, e
incluem meios de cultura sintéticos, ratinhos consanguineos e ou-
tros. Um exemplo de um meio sintético é o meio essencial minimo
de Dulbecco (DMEM; Dulbecco et al., Virol. 8:396 (1959)) suple-
mentado com 4,5 g/l de glucose, 20 mg/l de glutamina e 20% de so-
ro de vitela fetal. Um exemplo de uma estirpe de ratinho con-
sanguineo é a Balb/c.

As composigdes de anticorpos monoclonais produzidas pelo
processo anterior podem ser usadas, por exemplo, em modalidades
de diagndéstico e terapéuticas nas quais a formagdo de um produto
de imuno-reacg¢do contendo IL-8 é desejada.

D. Processos de Diagndstico

0 presente invento contempla qualquer processo que resulte
na detecgdo, num fluido corporal tal como o plasma sanguineo ou o
soro, de um local de interacgdo de receptor de IL-8 e, deste mo-
do, da IL-8, ou da IL-8, usando uma composigdo de anticorpos do
presente invento.

0 processo para a detecgdo de IL-8 por estes meios
compreende a formagdo de um produto de imuno-reacgdo entre um
segmento do terminal carboxilo da IL-8 no fluido vascular colhido
e uma molécula de anticorpo anti-local activo da IL-8, tal como
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agui se descreveu, e a detecgdo subsequente do produto de
imuno-reacg¢do assim formado.

Alternativamente, o processo para a detecgdo de IL-8
compreende a formagdo de um produto de imuno-reacgdo entre um
segmento do terminal amino da IL-8, nomeadamente, a regiéo
definida p 3-20, no fluido vascular colhido e uma molécula de
anticorpo anti-IL-8, tal como aqui se descreveu, e a detecgao

subsequente do produto de imuno-reacgdo assim formado.

Os peritos na arte compreenderdo que existem numerosos pro-
cedimentos de quimica de diagnéstico clinico bem conhecidos, que
podenm ser utilizados para formar imuno-complexos detectaveis.
Deste modo, embora se descrevam aqui exemplos de processos de en-
saio, o presente invento ndo estd a eles limitado.

Un processo contemplado para detectar a presenca de IL-8 num
fluido corporal, compreende os passos de:

a) mistura de uma aliquota de fluido corporal com uma com-
posicdo de anticorpos que imuno-reage com um segmento do terminal
carboxilo da IL-8 possuindo uma sequéncia de residuos de
aminodcido correspondente & férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys-Glu-Asn-Trp-Val-

Gln-Arg-Val-Val-Glu-Lys-Phe-Leu-Lys.

b) a manutencdo da mistura de imuno-reacgdo sob condigdes
biolégicas de ensaio durante um periodo de tempo suficiente para
se formar um produto de imuno-reacgao; e

c) a detecgdo da presenga do referido produto de imuno-re-
accdo e, deste modo, a presenca da IL-8.

Num processo de detecgdo de IL-8 relacionado, realizam-se os
passos anteriores com a excepgdo de a composigdo de anticorpos,
misturada no passo (a), conter moléculas de anticorpo que
imuno-reagem com um segmento do terminal amino da IL-8 possuindo
uma sequéncia de residuos de aminodcido correspondente & férmula:

(3-20).

Para realizar os ensaios de diagndéstico, como anteriormente
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se descreveu, sdo contemplados sistemas de diagndéstico na forma

de um conjunto de diagndstico.

E. Sistemas de Diagndstico

E contemplado um sistema de diagndstico do presente invento
para a detecg¢do in vitro da presenga de IL-8 in vivo. O sistema
compreende uma composigdo contendo moléculas de anticorpo dque
imuno-reagem com um local activo de interaccdo de receptor da IL-
-8. As moléculas de anticorpo estdo ligadas a meios indicadores

in vitro, tais como meios indicadores de enzima.

0 sistema de diagnéstico compreende uma embalagem contendo
moléculas de anticorpo que imuno-reagem com um epitopo presente
num segmento do terminal carboxilo da IL-8. Os anticorpos mais
preferidos sdo anticorpos capazes de imuno-reagir com um epitopo
presente numa sequéncia de ndo mais do que 18 aminodcidos de com-
primento e incluindo a sequéncia de residuos de aminodcido da

molé-cula de IL-8 nativa, desde o residuo 50 ao residuo 67.

Un sistema de diagnéstico do presente invento, na forma de
um conjunto, inclui, numa quantidade suficiente para realizar
pelo menos um ensaio, uma composigdo contendo moléculas de
anticorpo do local de interacgdo de receptor, activas, anti-I1-8,
policlonal ou monoclonal, ou seus fragmentos, na forma de unm
reagente embalado em separado, conjuntamente com um marcador que
indica a presenga de um produto de imuno-reacgdo. Tipicamente,

incluem-se também as instrugdes para uso do reagente embalado.

Um sistema de diagndéstico relacionado, ttil para a detecgdo
in vitro da presenca de IL-8, compreende uma composicao contendo
moléculas de anticorpo que imuno-reagem com um epitopo presente
no segmento do terminal amino da IL-8, definido pelo polipéptido
p 3-20.

Este sistema de diagnéstico relacionado na forma de um con-
junto, inclui, numa quantidade suficiente para realizar pelo
menos um ensaio, uma composicdo contendo moléculas de anticorpo,

policlonal ou monoclonal, anti-IL-8, ou seus fragmentos,
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imuno-especificos para o polipéptido p 3-20, conjuntamente com um
marcador que indica a presenga de um produto de imuno-reacgdo.
Tipicamente, incluem-se também as instrug¢bes para uso do reagente
embalado desta concretizacgdo.

"Instrugdes para uso", incluem, tipicamente, uma expressao
tangivel descrevendo a concentragdo de reagente ou pelo menos um
parametro do processo de ensaio, tal como as guantidades
relativas de reagente e de amostra a serem misturadas, os
periodos de tempo de manutengdo para misturas de
reagente/amostra, a temperatura, as condigdes tampdo e outros.
Incluem-se também, numa forma ou noutra, cartas, grdficos e
similares de niveis de concentragdo predeterminados
correlacionando condig¢bes fisioldgicas especificas com niveis de
IL-8.

Unm sistema de diagnéstico do presente invento inclui também
um marcador ou meios indicadores capazes de assinalar a formagdo
de um complexo, ligado especificamente, contendo uma molécula de
anticorpo do presente invento.

Adicionalmente, preferem-se os conjuntos nos quais as
moléculas de anticorpo estdo ligadas a meios indicadores de

enzima, tais como a peroxidase de rébano silvestre (HRPO).

Tal como sdo aqui usados, os termos "marcador" e "meios in-
dicadores", nas suas virias formas gramaticais, referem-se a ato-
mos simples e a moléculas que estdo envolvidas, guer directamente
guer indirectamente, na producdo de um sinal detectavel para
indicar a presenga de um complexo. Quaisquer marcador ou meios
indicadores podem ser ligados ou incorporados numa molécula de
anticorpo que é parte de um anticorpo ou de uma composigdo de an-
ticorpos monoclonais do presente invento, ou podem ser usados em
separado, e esses atomos ou moléculas podem ser usados sozinhos
ou em conjunto com reagentes adicionais. Estes marcadores sao
eles prdéprios bem conhecidos da quimica de diagnéstico clinico e
constituem parte do presente invento apenas na medida em que sdo
utilizados com novos processos e/ou sistemas.
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A ligagcdo de marcadores, i.e., a marcagdo de polipéptidos e
de proteinas é bem conhecida na arte. Por exemplo, as moléculas
de anticorpo produzidas por um hibridoma podem ser marcadas pela
incorporagéo metabdlica de aminodcidos contendo um radio-isétopo
fornecidos como componente do meio de cultura. Ver, por exemplo,
Galfre et al., Meth. Enzymol., 73:3-46 (1981). As técnicas de
conjugagéo dé proteinas ou de acoplamento através de grupos fun-
cionais activados, sdo particularmente aplicdveis. Ver, por exem-
plo, Avrameas, et al., Scand. J. Immunol., Vol. 8, Suppl. 7:7-23
(1978), Rodwell et al., Biotech., 3:889-894 (1984), e Patente dos
E.U.A. n® 4493795.

Os sistemas de diagnéstico podem incluir também, preferivel-
mente, na forma de uma embalagem separada, um agente de ligagao
especifico. Um "agente de ligagdo especifico" é uma entidade mo-
lecular capaz de se ligar selectivamente a uma espécie reagente
do presente invento, mas que ndo é, ele préprio, uma molécula de
anticorpo do presente invento. Exemplos de agentes de ligagéo
especificos incluem moléculas de anticorpo, proteinas de
complemento ou seus fragmentos, proteina A e outros.
Preferivelmente, o agente de ligag8o especifico pode-se ligar a
molécula de anticorpo do presente invento quando esta esta

presente como parte de um complexo.

Em concretizacbes preferidas, o agente de ligagdo especi-
fico esta marcado. Contudo, quando o sistema de diagnéstico in-
clui um agente de ligagdo especifico que ndo esta marcado, ©
agente é usado, tipicamente, como meio ou reagente de amplifica-
cdo. Nestas concretizagdes, o agente de ligagdo especifico, mar-
cado, é capaz de se ligar especificamente ao meio de amplificagdo
quando o meio de amplificacdo estd ligado a um complexo contendo
a espécie reagente.

Os conjuntos de diagnéstico do presente invento podem ser
usados num formato "ELISA" para detectar, por exemplo, a presenga
ou a quantidade de IL-8, por determinacdo das moléculas imuno-
-reactivas numa amostra de fluido corporal, tal como o soro ou o
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plasma. "ELISA" refere-se a um ensaio de imunossorgdo de enzima
ligado que utiliza um anticorpo ou um antigénio, ligado a uma fa-
se sélida, e um conjugado enzima-antigénio ou enzima-anticorpo
para detectar e quantificar a quantidade de um antigénio ou de um
anticorpo, presente numa amostra. Uma descrigdo da técnica de
ELISA pode ser encontrada no Capitulo 22 da 42 edigdo de Basic
and Clinical Immunology de D.P. Sites et al., publicada por Lange
Medical Publications de Los Altos, CA, E.U.A. em 1982, e nas Pa-
tentes dos E.U.A. n® 3654090; n=3850752; e n@® 4016043, gue sao

agui todas incorporadas como referéncia.

Deste modo, em concretizagdes preferidas, o componente rea-
gente de anticorpo ou de antigénio pode ser afixado a uma matriz
sélida para formar um suporte sélido que é embalado em separado
nos referidos sistemas de diagnéstico. Tipicamente, o reagente é
afixado & matriz sélida por adsorgdo a partir de um meio aguoso,
ainda que se possam usar outros modos de afixagdo, bem conhecidos

dos peritos na arte.

S30 bem conhecidos na arte matrizes sdélidas uteis. Estes ma-
teriais incluem o dextrano reticulado disponivel com a marca co-
mercial SEPHADEX da Pharmacia Fine Chemicals (Piscataway, NY,
E.U.A.); agarose; pérolas de poliestireno com um didmetro de cer-
ca de 1 micron a cerca de 5 milimetros, disponiveis em Abbott
Laboratories of North Chicago, IL, E.U.A.; telas & base de
poli(cloreto de vinilo), poliestireno, poliacrilamida reticulada,
nitrocelulose ou "nylon", tais como folhas, fitas ou almofadas;
ou tubos, placas ou as cavidades de uma placa de microtitulagao
tais como as constituidas de poliestireno ou de poli(cloreto de
vinilo).

A espécie reagente, o agente de ligagdo especifico, marcado,
ou o reagente de amplificacdo, de qualquer sistema de diagnésti-
co aqui descrito, pode ser fornecido em solugdo na forma de uma
dispersdo liquida ou na forma de um pé substancialmente seco,
p.e., na forma liofilizada. Quando o meio indicador é uma enzima,
o substrato da enzima pode ser também fornecido numa embalagem,

em separado, de um sistema. Um suporte sélido tal como a placa de
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microtitulacdo, anteriormente descrito e um ou mais tampbes, po-
dem ser também incluidos como elementos embalados, em separado,
neste sistema de ensaio de diagnédstico.

As embalagens aqui descritas relativamente aos sistemas de
diagndstico sdo as normalmente usadas em sistemas de diagnéstico.
Estas embalagens incluem garrafas de vidro e de pléstico (p.e.,
polietileno, polipropileno e policarbonato), frascos, invélucros
de pléstico e de folha de plastico laminado, e outros.

F. Composicbes Terapéuticas

E também contemplada no presente invento uma composigdo te-
rapéutica adequada para inibir a ligacdo de IL-8 e, deste modo,
evitar a inflamagdo, compreendendo um anticorpo gue imuno-reage
com (a) o local de interacgdo de receptor da IL-8 e com (b) um
andlogo de polipéptido possuindo uma sequéncia de residuos de
aminodcido correspondente a férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-vVal-

Val-Glu-Lys-Phe-Leu-Lys,
ou seus equivalentes biolégicos, num excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Esta composigdo consegue o seu efeito terapéutico com-

binando-se e neutralizando o local activo da IL-8.

E contemplada uma composigdo terapéutica relacionada que é
adequada para inibir a ligagdo de IL-8 e, deste modo, para a
pre-vengdo de acontecimentos mediados pela IL-8 tais como a
infla-macdo, compreendendo um anticorpo que imuno-reage (a) com
a IL-8 e com (b) um polipéptido possuindo uma sequéncia de
residuos de aminodcido correspondente a férmula:

(3-20),
ou seus equivalentes bioldgicos, num excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Esta composigdo consegue o seu efeito terapéutico pela
imuno-reacgéo com a IL-8 e, deste modo, interferéncia com (neu-
tralizacdo) o local activo da IL-8. Uma vez que o p 3-20 se loca-
liza no terminal amino da IL-8, em comparagdo com o analogo de
polipéptido p 50-67 e que ndo foi eficaz como andlogo do local
activo da IL-8, cré-se que o p 3-20 ndo representa um andlogo do

local activo. Deste modo, os anticorpos antipéptido imuno-espe-



73 116
SCRF Case 217.1POR

.-24...

cificos do p 3-20 ndo imuno-reagem com o local activo, per se,
mas ligam-se (imuno-reagem) com a IL-8 de uma forma que interfere
e que, deste modo, neutraliza a actividade de ligagdo da IL-8.

Deste modo, numa outra concretizagdo, é contemplada uma com-
posigdo terapéutica que é adequada como andlogo da IL-8, possuin-
do a capacidade de funcionar como aqui se define para um analogo
de polipéptido, compreendendo um andlogo de polipéptido possuindo
uma seqguéncia de residuos de aminodcido correspondente a formula:

(50-67),
ou seus equivalentes biolégicos num excipiente farmaceuticamente
aceitivel. Esta composig¢do consegue o seu efeito terapéutico mi-
metizando o local activo da IL-8 e, deste modo, exibindo a acti-
vidade bioldégica da IL-8, tal como aqui se definiu para um
andlogo de polipéptido.

A preparagdo de composigbes terapéuticas que contém molécu-
las de anticorpo ou polipéptidos, como ingredientes activos, é
bem conhecida na arte. Tipicamente, estas composigdes sdo prepa-
radas como injectdveis, quer como solugbes liquidas, quer como
suspensfes. Contudo, podem-se também preparar formas sdélidas ade-
qguadas para dissolugdo ou suspensdo em liguido antes da injecgdo.
A preparacdo pode ser também emulsionada. O ingrediente terapéu-
tico activo é muitas vezes misturado com excipientes que sdo far-
maceuticamente aceitdveis e compativeis com o ingrediente activo.
Excipientes adequados incluem, por exemplo, &gua, solugédo salina,
dextrose, glicerol, etanol ou outros, e suas combinagdes. Adicio-
nalmente, se desejado, a composigdo pode conter pequenas quanti-
dades de substancias auxiliares tais como agentes molhantes ou
emulsionantes, agentes tamponantes de pH, que potenciam a eficéd-
cia do ingrediente activo.

Um anticorpo ou polipéptido pode ser formulado numa composi-
cdo terapédutica como forma de sais farmaceuticamente aceitdveis,
neutralizados. Os sais farmaceuticamente aceitdveis incluem os
sais de adigdo de acido (formados com os grupos amino livres da
molécula de anticorpo) e que sdo formados com &cidos inorgénicos
tais como, por exemplo, os &cidos cloridrico ou fosférico, ou com
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dcidos orgédnicos tais como os dcidos acético, oxdlico, tartérico,
mandélico e outros. Os sais formados com os grupos carboxilo
livres podem ser também obtidos a partir de bases inorgédnicas
tais como, por exemplo, hidréxidos de sdédio, potéssio, aménio,
cdlcio ou férrico, e de bases orgdnicas tais como isopropilamina,
trimetilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina e outras.

G. Processos para Inibir a Resposta Inflamatéria

E também contemplado pelo presente invento um processo para
inibigdo da actividade da IL-8 e, deste modo, prevengdo da infla-
magdo num paciente, compreendendo a administragdo a um paciente
de uma composigdo contendo um anticorpo que imuno-reage (a) com o
local de interaccdo de receptor da IL-8 e (b) com um andlogo de
polipéptido possuindo uma sequéncia de residuos de aminoacido
correspondente a férmula:

Cys-Leu-Asp-Pro-Lys—-Glu-Asn-Trp-Val-Gln~Arg-Val-

Val-Glu-Lys-Phe-Leu-Lys,
ou seus equivalentes biolégicos, num excipiente farmaceuticamente
aceitavel.

Numa concretizacdo relacionada, o invento contempla um
processo para inibigcdo da actividade da IL-8 e, deste modo,
prevencdo da inflamagdo num paciente, compreendendo a
administragdo ao paciente de uma composigdo contendo um anticorpo
que imuno-reage (a) com a IL-8 e com (b) um polipéptido possuindo
uma sequéncia de residuos de aminodcido correspondente a férmula:

(3-20),
ou seus equivalentes biolégicos, num excipiente farmaceuticamente
aceitdvel.

As composigdes terapéuticas contendo moléculas de anticorpos
sdo, convencionalmente, administradas intravenosamente, por exem-
plo, por injecgdo de uma dose unitdria. O termo "dose unitaria",
quando usado relativamente a uma composigédo terapéutica do
presente invento, refere-se a unidades fisicamente discretas
adequadas como dosagens unitdrias contendo, cada unidade, uma
quantidade predeterminada de material activo, calculada para pro-
duzir o efeito terapéutico desejado, em associagdo com o diluente
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requerido; i.e., transportador ou veiculo.

As composicdes sdo administradas de um modo compativel com a
formulacdo de dosagem e numa quantidade terapeuticamente eficaz.
A quantidade a ser administrada depende do sujeito a ser tratado,
da capacidade do sistema do sujeito em utilizar o ingrediente
activo sem efeitos laterais adversos, e do grau de inibigdo da
interacgdo desejado entre a IL-8 e o tipo de células apropriado.
As quantidades precisas de anticorpo activo, requeridas para
administragdo, dependem do julgamento do médico e séao
particulares para cada individuo. Contudo, gamas de dosagem ade-
guadas sdo da ordem de 0,1 a 40 miligramas, preferivelmente, de
10 a 20 miligramas e, muito preferivelmente, de cerca de 15 mili-
gramas, de anticorpo por quilograma de peso corporal do

individuo, e dependem da via de administragéo.

Serid de esperar que uma tnica dose de cerca de 15 mg/kg de
peso corporal de um individuo seja eficaz. Os regimes adequados
para injecgées de reforgo, se requerido, séo também variaveis
mas, tipicamente, incluem uma administracédo inicial seguida de
doses repetidas com intervalos predeterminados, por injecgédo sub-
quente ou por outra administragdo. Alternativamente, é contempla-
da a infusdo intravenosa continua, suficiente para manter con-
centracgdes de 15 miligramas por quilograma de peso corporal, no
sangue.

Pretende-se que os exemplos seguintes sejam ilustrativos e
ndo limitativos do presente invento.

EXEMPLOS
Pretende-se que os exemplos seguintes sejam ilustrativos mas
nio limitativos do presente invento.

1. Sintese de Polipéptidos

Os polipéptidos correspondentes & sequéncia de residuos de
aminodcido 3-20, 50-67 e 57-72, aqui depois designados, respecti-
vamente, por Pep-3, Pep-l e Pep-2 da IL-8, foram sintetizados pe-
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la técnica de fase sélida cléssica descrita por Merrifield, Adv.
Enzymol., 32:221-296 (1969) adaptada para uso com um sintetizador
de péptidos automdtico Modelo 430A (Applied Biosystems, Foster
city, CA, E.U.A.). As resinas-polipéptido foram clivadas usando
fluoreto de hidrogénio, extractadas e analisadas, para determinar
a pureza, por cromatografia liguida de alta eficiéncia sobre uma
coluna C18 de fase inversa fabricada por Water Associates,
Milford, MA, E.U.A.

Na Tabela 1 mostram-se as sequéncias de residuos de

amninodcido dos polipéptidos anteriormente referidos.

TABEIA 1

Designagao da Sequéncia de Sequéncia de re-
Férmulal origem da IL-8 siduos de aminodcido
Pep-1 50-67 CLDPKENWVQRVVEKFLK
Pep-2 57-72 WVQRVVEKFLKRAENS
Pep-3 3-20  KELRCQCIKTYSKPFHPH

1 0s polipéptidos Pep-1, Pep-2 e Pep-3 sdo também aqui desig-
nados por p 50-67, p 57-72 e p 3-20, respectivamente.

2. Activacdo de Neutrdéfilos por um Polipéptido Sintético

Relacionado com a II.-8

A. Ensaios In Vitro

(1) Preparacgdo de células

Recolheu-se sangue, apés o consentimento informado, de
voluntirios normais isentos de medicagdo e anti-coagulou-se com
uma mistura de acido citrico 0,14 M, citrato tri-sédico 0,2 M e
dextrose 0,22 M. O sangue anti-coagulado foi centrifugado a
800 x g durante 15 minutos & temperatura ambiente e rejeitou-se o
sobrenadante de plasma rico em plaquetas. Ressuspenderam-se O0S
eritrécitos sedimentados e as células mononucleares e
polinucleares, e diluiram-se com um volume igual ao volume de
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sangue de partida com PBS 0,14 M frio, pH 7,4. As células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram depois removidas
da suspensdo de células diluida por centrifugagdo emn
Ficoll-Hypague (Sigma Chem. Corp., St. Louis, MO, E.U.A.) de
baixo teor em endotoxina, a 400 X g durante 10 minutos a 18 graus
C (18°C).

As células polinucleares (neutréfilos), na suspensao de
células desprovida de PBMC, foram depois recuperadas por
sedimentacdo em dextrano. Ressuspendeu-se o sedimento de células
resultante, contendo neutréfilos, numa concentragdo de 1,5 x 107
células/mililitro (ml), em Solugdo Salina Equilibrada de Hanks
(HBSS) (Sigma Chem. Corp.) isenta de cdlcio. A suspensédo de
células ressuspendidas foi mantida em gelo e usada nas duas horas

sequintes apés o isolamento.

(2) Mobilizacéo de Cdlcio

A suspensdo de células resultante, contendo neutréfilos, que
exprimem o receptor de IL-8, isoladas, foi marcada por fluores-
céncia com Indo-1-AM (Molecular Probes, Eugene, OR, E.U.A.). Mis-
turou-se uma solucdo cinco micromolar (pm) de Indo-1-AM dissolvi-
do numa concentracdo final de 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO) com
1 x 107 neutréfilos/ml em HBSS isento de cdlcio, preparados no
passo (1) anterior, e manteve-se a mistura durante 30 minutos a
37°C para formar neutréfilos marcados por fluorescéncia. Apds es-
te periodo, lavou-se a suspensdo de células, marcadas com Indo-1-
-AM, duas vezes com HBSS isento de cdlcio. Ressuspenderam-se 0S
neutréfilos resultantes, marcados por fluorescéncia e lavados, em
HBSS contendo Hepes 10 mM, cdlcio 1,5 mM e 1 grama de glucose,
até uma concentracdo final de 2 X 10° células/ml. A suspensdo de
células foli depois pré-aquecida por manutengdo a 37°C durante 2
minutos.

Misturaram-se, separadamente, aliquotas da suspensadao de
células de neutréfilos, marcados por fluorescéncia, pré-aquecida,
com 1 ¥ 10712 M do polipéptido sintético, Pep-1, produzido no
Exemplo 1, (TABEIA 1), de IL-8 recombinante humana obtida, quer a
partir de células endoteliais (Biosource, Westlake Village, CA,
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E.U.A.) qguer a partir de monocitos (Sandoz, Basel, Suig¢a), ou com
1 x 108 M do polipéptido sintético, Pep-2 produzido no Exemplo
1. Cada mistura foil submetida a fluorometria de células, pela
qual se avaliaram os efeitos dos péptidos sintéticos ou da IL-8
na mobilizacdo do cadlcio em neutréfilos. A mobilizagdo do cdlcio
foi medida em cada mistura pela detecgdo de variagdes na fluores-
céncia com o“tempo, num fluorometro SIM 8000. O fluorometro esta-
va equipado com um filtro de excitagdo com um comprimento de onda
de 340 nanometro (nm), com um filtro de emiss&o com um comprimen-
to de onda de 400 nm no canal A, que representa o Indo-1-AM liga-
do ao calcio, e com um filtro de emissdo com um comprimento de
onda de 485 nm no canal B que representa o Indo-1-AM livre. A
razdo entre a fluorescéncia detectada no canal A e a detectada no
canal B (representada pela razdo F) é igual ao valor da gquantida-

de de cdlcio intracelular.

Os resultados deste ensaio, que se mostram na Figura 1, in-
dicam que a mobilizagdo do célcio, em neutrdéfilos marcados com
Indo-1-AM, aumentou dez segundos apdés o tratamento com o polipép-
tido sintético, Pep-1, tal como foi medido por fluorometria e
cdlculo das razdes F como anteriormente se descreveu. Os resulta-
dos sdo comparados com as razbes F calculadas a partir de
neutréfilos tratados, quer com IL-8 recombinante humana, quer com
o péptido sintético, Pep-2. Tanto o Pep-1l como a IL-8 recombinan-
te humana, induzem a mobilizagdo de cdlcio que satura 20 segundos
apés o tratamento. Por contraste, o péptido sintético, Pep-2, nao
promove a mobilizagdo do cédlcio. O efeito do Pep-1 na mobilizagdo
do cdlcio em neutréfilos mimetiza a IL-8 recombinante humana in-

tacta, enquanto que o Pep-2 ndo promove a mesma resposta.

Os resultados deste estudo indicam que os primeiros sete
residuos de aminodcido do terminal amino do Pep-1 séo
responsaveis pela capacidade do Pep-l1 em se ligar ao receptor da
IL-8. Deste modo, polipéptidos adicionais do presente invento
possuem um comprimento da sequéncia de residuos de aminodcido na
gama de 7 a 30 e, preferivelmente, ndo mais do que 20 a 25
residuos, e contém a sequéncia CLDPKEN. Preferivelmente, estes
péptidos possuem uma sequéncia global que corresponde, e que &,
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preferivelemente, idéntica, & da IL-8. Preferem-se também que
estes péptidos se liguem ao receptor da IL-8, tal como é
evidenciado pela sua capacidade em inibir competitivamente a
ligacdo da IL-8 ao receptor, mas ndo induzem a activagdo de
neutréfilos, tal como se descreveu na secgdo B2 anterior, Ensaios
de Actividade. Na Tabela 2 seguinte mostram-se exemplos de
péptidos.

TABELA 2

CLDPKEN

CLDPKENW
CLDPKENWV
CLDPKENWVQ
CLDPKENWVQR
CLDPKENWVQRV
CLDPKENWVQRVV
CLDPKENWVQRVVE
CLDPKENWVQRVVEK
CLDPKENWVQRVVEKF
CLDPKENWVQRVVEKFL

(3) Desvio da Tuz em Angulo Recto

Trataram-se aliquotas de neutrdéfilos isolados, preparados no
passo (1) anterior, com 1 x 10712 M ge qualguer dos polipéptidos
sintéticos relacionados com a IL-8, tal como no passo (2) anteri-
or. Os neutréfilos tratados, submetidos a fluorometria no passo
(2) anterior, foram também analisados, concorrentemente, para de-
terminar modificagdes morfoldgicas em resposta a activagdo celu-
lar. A medigdo do desvio da luz em dngulo recto, para um espectro
de excitacdo e emissdo de 340 nm, é um meio indirecto para deter-
minar modificaces da forma. O tratamento de neutréfilos com Pep-
-1 resultou numa diminuigdo do desvio da luz em angulo recto
comparivel ao que se observa com a IL-8 intacta. Deste modo, o
Pep-1, efectuou uma modificacédo de forma, em paralelo com a
mobilizacdo de cédlcio aumentada, em neutréfilos, mimetizando a
activagdo por IL-8.
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(4) Libertacdo de Elastase

A libertagdo da elastase foi determinada com o substrato
fluorescente oMe-succinimida-Ala-Ala-Pro-~Val-metil-coumarilamida
(Peninsula Laboratories). Mantiveram-se aliquotas de 2 x 106
neutréfilos isolados/ml, preparados como no passo (1) anterior, a
37°C durante 2 minutos, na presenca de 2 X 1072 M do substrato
fluorescente dissolvido em DMSO a 0,1% e de 1 micrograma (ug/ml)
de citocalasina B. As aliquotas de neutréfilos, tratadas com
substrato, foram depois misturadas, em separado, com os polipép-

tidos sintéticos preparados no Exemplo 1.

A mistura resultante foi depois submetida a andlise fluoro-
métrica, realizada como no'passo (2) anterior num fluorometro SIM
8000 equipado com um filtro de excitagdo com um comprimento de
onda de 380 nm e com um filtro de emissdo de 4900 angstrom. A
elastase libertada dos neutréfilos tratados com péptido foi medi-
da cineticamente durante um periodo de 2 minutos numa "cuvette!
agitada mantida a 37°C. O teor total em elastase dos neutréfilos
foi determinado por lise das células com Triton X-100 a 1%. A
libertacdo esponténea de elastase foi subtraida ao total para se
obter a libertacdo de elastase corrigida.

Os resultados do ensaio de libertacdo de elastase indicam
gue o Pep-1l, para uma concentragao de 1 x 1072 M, promoveu uma
libertacdo de elastase em neutréfilos compardvel a que se observa
com IL-8 recombinante humana intacta. Estes resultados constituem
suporte adicional para o facto de o Pep-1 conter o local activo
da IL-8, mimetizando assim a activagdo de neutrdéfilos pela IL-8.

B. Ensaios In Vivo

0 Pep-1, preparado no Exemplo 1, foi dissolvido em solugao
salina tamponada com fosfato (PBS) isenta de lipopolissacarido e
as solugdes, em concentragbes compreendidas entre 1 x 109 Mel
x 10711 M, foram injectadas na pele de um coelho. A IL-8 recombi-
nante humana, preparada de um modo similar, foi injectada numa
drea de pele separada do mesmo coelho. As injecgdes de PBS sozi-
nha serviram como controlo negativo. Um segundo coelho recebeu
injecgbes similares das solugbes.
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A pele correspondente as dreas das injecgbes com Pep-1, IL~8
e PBS foi excisada dos coelhos quatro horas apds a injecgdo. As
amostras de pele excisada foram analisadas, por microscopia
éptica, para avaliar a quimiotaxia de neutréfilos na darea da
injeccdo. As injecgdes de Pep-l resultaram numa quimiotaxia de
neutréfilos, dependente da dose, que ndo se distinguia do influxo
induzido pelas mesmas concentragdes de IL-8. Os neutréfilos néo

prevaleceram em Adreas gue receberam injecgdes de PBS.

3. DPreparacio de Anti-soros Policlonais Contra um Polipép-—

tido Sintético Relacionado com a II1-8

A. Preparacdo do Imunogénio
O polipéptido sintético, Pep-l, preparado no Exemplo 1, foi

acoplado & hemocianina de lapa Fissurela (KLH) pelo residuo
cisteina do terminal N do Pep-1 para formar conjugados Pep-1-KLH.
A KLH foi dialisada contra uma solugdo de PBS 10 mM e ajustou-se
a solucdo de KIH dialisada resultante até uma concentragdo de 20
miligrama (mg)/ml. Dissolveram-se 3 mg de éster m-maleimi-
dobenzoil-N-hidroxissuccinimida (MBS) (Pierce Biochemicals,
Rockford, IL, E.U.A.) em 5 ml de dimetilformamida (Pierce
Biochemicals). Misturaram=-se 85 microlitro (ul) da solugdo de MBS
resultante com 200 pl da solugdo de KIH, para formar uma mistura
de KLH-MBS que foi mantida a 25°C durante 30 minutos.

Depois, submeteu-se a mistura de KLH-MBS através de uma co-
luna Sephadex G-25 (Pharmacia, Piscataway, NJ, E.U.A.) e colhe-
ram-se fracgdes de 1 ml de KLH tratada com MBS. Depois misturou-
-se 1 ml da KLH cromatografada com 1 ml de uma solugdo de 5 mg/ml
de Pep-1, previamente dissolvido em PBS, para formar um imuno-
génio de conjugado Pep-1-KIH. O pH da mistura Pep-1-KLH foi de-
pois ajustado até pH 7,0 e, depois, manteve-se a mistura a 25°C
durante trés horas.

Preparou-se um imunogénio de conjugado Pep-3-KLH como ante-
riormente, com a excepgdo de se ter usado o polipéptido sintético

Pep-3 em vez do Pep-1.

B. Imunizacio e Colheita dos Antissoros Policlonais

0 imunogénio de Pep-1-KLH, preparado no Exemplo 3A, foi
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emulsionado em adjuvante completo de Freund (CFA) e os antigénios
de Pep-1-KLH foram incorporados na emulsdo numa concentragdo de
200 pg/l1,5 ml. Injectaram-se dois coelhos, cada um, com 1,5 ml da
emulsdo preparada, apds se terem colhido amostras de soro antes
da imunizagdo. O volume total da dose de emulsdo foi dividido, em
partes iguaié, para administragdo subcuténea no dorso, espaduas e
ancas de um coelho.

No dia 14, os coelhos receberam uma injec¢do de reforgo do
imunogénio de Pep-1-KLH emulsionado em adjuvante de Freund incom-
pleto (IFA). No dia 21, cada coelho recebeu uma injecgdo intrape-
ritoneal de 1 ml de uma solucédo de 10 mg/ml de Pep-1 livre dis-
solvido em 1,2 ml de PBS contendo 0,8 ml de hidréxido de
aluminio. Colheram-se amostras de soro de cada coelho imunizado,
7 e 14 dias apds a terceira injecgdo, e analisaram-se por
transferéncia de Western como se descreve a seguir em C para a
deteccdo de anticorpos especificos do Pep-1.

De um modo similar, prepararam-se amostras de soro usando
coelhos imunizados com o imunogénio de Pep-3-KLH do Exemplo 33,
para formar anticorpos especificos do Pep-3, que foram caracteri-

zados como a seguir se descreve em C.

C. Analise de Antissoros Policlonais por Andlise de
Transferéncia de Western

Separaram-se amostras de IL-8 recombinante humana, de Pep-1
e de Pep-3, numa concentragdo de 100 ng/ml, por electroforese em
gel, e transferiram-se para nitrocelulose para andlise de
imuno-transferéncia subsequente. Misturou-se o filtro de
nitrocelulose com tampdo de blogueamento de anticorpo (fosfato de
sédio 20 mM, pH 7,5, cloreto de sédio 0,5 M, 1% de albumina de
soro de bovino e 0,05% de Tween 40) durante 3 a 12 horas &
temperatura ambiente. Diluiram-se os soros colhidos a partir dos
coelhos, preparados no Exemplo 3B, que se cré gue contém
anticorpos imuno-reactivos com Pep~1l ou com Pep-3, 1:500 no
tamp&do de bloqueamento anticorpo e misturou-se com a
nitrocelulose. A mistura resultante foi mantida durante 12 horas
a4 temperatura ambiente para permitir a formagdo de um produto de
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imuno-reacgdo sobre a fase sélida.

Os soros pré-imunes dos mesmos coelhos foram testados
simultaneamente em amostras separadas para servirem como controlo
negativo. A nitrocelulose foi depois lavada trés vezes com
volumes em excesso de tampdo de blogueamento de anticorpo. As la-
vagens foram seguidas da mistura da nitrocelulose com IgG
anti-coelho conjugada com peroxidase de rabano silvestre (HRP)
(Sigma Chem. Corp.), numa diluigcdo 1:500 em tampdo de
blogueamento de anticorpo, durante uma hora & temperatura
ambiente, para permitir que a IgG marcada com HRP se ligue a
gualgquer produto de imuno-reacgdo, presente na fase sélida sobre
a nitrocelulose. Depois, lavou-se a nitrocelulose como aqui se
descreveu e revelou-se por tratamento com 4-cloro-l-naftol como
substrato, de modo a visualizar o marcador e, deste modo,

gualquer produto de imuno-reacgdo sobre a nitrocelulose.

Os antissoros policlonais contendo anticorpos imuno-reacti-
vos com a IL-8, Pep-1 e Pep-3 foram depois avaliados quanto a sua
capacidade em inibirem a fung¢do da IL-8 como se descreve no Exem-
plo 5.

D. Purificacdo por Imunoafinidade dos Anticorpos
Policlonais

Os anticorpos anti-Pep-1 e anti-Pep-3, preparados com antis-
soros policlonais como se descreveu no Exemplo 3C, foram purifi-
cados por imunoafinidade, usando polipéptido imobilizado na fase

sélida como se segue.

Os polipéptidos Pep-1 e Pep-3 foram acoplados, cada um em
separado, a brometo de cianogénio (CNBr)- Sepharose 4B activada
(Pharmacia), numa concentragdo de 3 mg de proteina para 1 ml de
gel, em tampido de acoplamento (NaCl 0,5 M e borato 0,05 M, a pH
8,5), de um dia para o outro a 4°C, para formar uma suspensdo de
polipéptido - Sepharose. A suspensdao foi empacotada numa coluna e
lavada com tampido de acoplamento para remover polipéptido nédo li-
gado, de acordo com as instrugbes do fabricante. Os antissoros
policlonais foram misturados com uma solucgdo tampdo contendo NaCl
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0,1 M, acido etilenodiaminatetraacético (EDTA) 2 mM, benzamidina
2 mM, 0,02% de NaN5, 0,02% de Tween-20 e Tris-HCl a pH 7,4. De~-

pois, fizeram-se passar os soros tamponados sobre a coluna de

polipéptido preparado - Sepharose, para imobilizar os anticorpos
anti-polipéptido sobre a coluna de anticorpo e separar os anti-
corpos especificos de polipéptido doa anticorpos néo especificos
ou fracamente especificos, e doutros componentes do soro. A colu-
na de polipéptido contendo anticorpo imobilizado foi lavada, sub-
sequentemente para remover mais anticorpos ndo ligados e outras
proteinas. O anticorpo imobilizado foi depois eluido da coluna
com tiocianato de sédio (NaSCN) 3M em NaCl 1,0 M, benzamidina 4
mM, EDTA 2 mM, 0,02% de NaN; e Tris-HC1l 0,05 M a pH 7,0.
Determinou-se gue o anticorpo eluido e purificado tinha uma
pureza superior a 95% quando analisado usando electroforese em
dodecilsulfato de sédio-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

4. Preparacdo de Anticorpos Monoclonais Contra um
Polipéptido Sintético Relacionado com a IL-8

A. Geragio de Hibridomas anti-Pep-1

O polipéptido sintético, Pep-1, € preparado na forma de um
imunogénio, de acordo com o Exemplo 3. Imunizam-se ratinhos
Balb/c ByJ (Scripps Clinic and Research Foundation Vivarium, La
Jolla, CA, E.U.A.), intraperitonealmente (i.p.), com 50 ug de
imunogénio de Pep-1-KLH preparado, em CFA, seguindo-se uma segun-
da e uma terceira imunizacdo, usando o mesmo imunogénio de
Pep-1-KLH, cada uma separada de cerca de trés semanas, em IFA. Os
ratinhos recebem um reforgo de 50 pg de imunogénio do Pep-1-KLH
preparado, intravenosamente (i.v.), em solugdo salina normal, 4
dias antes da fusdo e um segundo reforco, por perfuséo, similar
um dia mais tarde.

Os animais assim tratados sdo sacrificados e colhe-se o bago
de cada ratinho. Prepara-se depois uma suspensdo de células de
baco. Depois, extraem-se as células de bago da suspenséo de
células de bago, por centrifugagdo, durante cerca de 10 minutos a
1000 rpm, a 23°C. Apés a remogdo do sobrenadante, ressuspende-se
o sedimento de células em 5 ml de tampdo de lise de NH,Cl, e in-
cuba-se durante cerca de 10 minutos.
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A suspensdo de células lisadas adicionam-se 10 ml de Meio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (GIBCO) e tampdo HEPES [4cido
4-(2-hidroxietil)-1-piperidino-etanossulfénico] e essa mistura é
centrifugada, durante cerca de 10 minutos, a 1000 rpm, a 23°C.

Decanta-se o sobrenadante, ressuspende-se o sedimento, em 15
ml de DMEM e HEPES, e centrifuga-se, durante cerca de 10 minutos,
a 1000 rpm, a 23°C. Repete-se o procedimento anterior.

Depois, ressuspende-se o sedimento em 5 ml de DMEM e HEPES.
Remove-se entdo uma aliquota da suspensao de células de bago para
contagem. As fusdes s&o realizadas do seguinte modo, usando a 1li-
nha de células de mieloma de ratinho ndo segregante
P3X63Ag8.653.1, um subclone da linha de células P3X63Ag8.653
(ATCC 1580). Usando uma proporgdo de células de mieloma para
células de bago de cerca de 1 para 10 ou de cerca de 1 para 5,
centrifuga-se uma guantidade suficiente de células de mieloma pa-
ra formar um sedimento, lava-se duas vezes, em 15 ml de DMEM e

HEPES, e centrifuga-se durante 10 minutos a 1000 rpm a 23°C.

Combinam-se as células de bago e as células de mieloma em
tubos de 15 ml de fundo redondo. Centrifuga-se a mistura de célu-
las, durante 10 minutos, a 1000 rpm, a 23°C, e remove-se O sobre-
nadante por aspiracdo. Depois, misturam-se 200 pl de uma solugdo
agquosa a 50 por cento (peso por volume) de polietilenoglicol de
massa molecular 4000 (PEG; ATCC Baltimore, MD, E.U.A.) a cerca de
37°C, usando uma pipeta de 1 ml, com agitagdo vigorosa, para a
quebra do sedimento, e misturam-se as células, gentilmente,
durante um periodo entre 15 e 30 segundos. Centrifuga-se a mistu-
ra de células durante 4 minutos a 700 rpm.

Cerca de 8 minutos antes de se adicionar o PEG, misturam-se,
lentamente, 5 ml de DMEM mais tampdo de HEPES, com o sedimento,
sem perturbar as células. Apdés 1 minuto, quebra-se a mistura re-
sultante, com uma pipeta de 1 ml, e incuba-se durante mais 4 mi-
nutos. Esta mistura é centrifugada durante 7 minutos a 1000 rpm.
Decanta-se o sobrenadante, misturam-se, lentamente, 5 ml de meio
HT (hipoxantina/timidina) com o sedimento, e mantem-se a mistura
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ndoc perturbada durante 5 minutos. O sedimento é depois quebrado
em grandes bocados e a suspensdo final de células é colocada em
baldes T75 (2,5 ml por baldo) nos gquais se tinham colocado
previamente 7,5 ml de meio HT. A suspensdo de células resultante
é incubada, a 37°C, para desenvolver as células fundidas. Apds
245 horas, adicionam-se 10 ml de meio HT aos baldes, seguidas de
0,3 ml de aminopterina 0,04 mM, 6 horas mais tarde. Quarenta e
oito horas apdés a fusdo, adicionam-se 10 ml de meio HAT

(hipoxantina/aminopterina/timidina) aos baldes.

Trés dias apds a fusdo, plagueiam-se as células vidveis em
placas de cultura de tecidos de 96 cavidades com cerca de 2 X 104
células vidveis por cavidade (um total de 768 cavidades), em meio
tampdo de HAT, tal como se descreve em Kennett et al., Curr Top.
Microbiol. Immunol., 81:77 (1978). As células sdo alimentadas se-
te dias apés a fusdo com meio HAT e, depois, com intervalos de
aproximadamente 4-5 dias, conforme necessdrio, com meio HT. O
crescimento é seqguido microscopicamente, e os sobrenadantes da
cultura sdo colhidos cerca de duas semanas mais tarde e analisa-
dos para determinar a presenca de anticorpo, especifico do Pep-1,
por doseamento radio-imunolégico (RIA) em fase sélida.

Resumidamente, adicionam-se 50 pl de PBS, contendo 5 ug/ml
de imunogénio de Pep-1-KLH preparado, as cavidades de placas de
microtitulacdo. As placas s@o mantidas de um dia para o outro
(cerca de 16 horas) a 4°C, para permitir que o imunogénio de
Pep-1-KLH adira as paredes das cavidades. Apds lavagem das
cavidades, quatro vezes com tampdo SPRIA (KCl 2,68 mM, KH,POy
1,47 mM, Nacl 137 mM, Na,HPO, 8,03 mM, 0,05% de Tween-20, 0,1
KIU/ml de Traysol, 0,1% de BSA e 0,015% de NaN,;), adicionam-se
200 pl de tampdo SPRIA contendo 3% de soro de cabra normal (NGS)
e 3% de albumina de soro de bovino (BSA), a cada cavidade, para
bloguear os locias de ligagdo de proteina em excesso. As placas
sfo mantidas durante 30 minutos a 20°C, vazam-se as cavidades por
agitacdo e secam-se por absorgdo para formar um suporte sdélido,
i.e., uma matriz sélida a qual se fixa operativamente o
imunogénio de Pep-1-KILH.



73 116
SCRF Case 217.1POR
_38_

A cada cavidade, adicionam-se depois 50 pl de sobrenadante
de cultura de tecidos de hibridoma para formar uma mistura de
imuno-reacgdo em fase sélida-liguida. A mistura é mantida, duran-
te 2 horas a 37°C, para permitir a formagdo de produtos de imuno-
-reacgdo em fase sélida. Apdés lavagem das cavidades como agqui an-
teriormente se descreveu, adicionam-se 50 pul de IgG de cabra an-
ti-ratinho, marcada (Cappel Laboratories, Downington, PA,
E.U.A.), com 0,25 pug de proteina por ml, a cada cavidade, para
formar uma mistura reaccional de marcag¢do. Essa mistura é mantida
durante 1 hora a 37°C para permitir a formagdo de produtos de
imuno-reacgdo em fase sélida, marcados com 1257, Apds lavagem das
cavidades como anteriofmente se descreveu, a quantidade de produ-
to, marcado com 1251, ligado a cada cavidade, é determinada por
detecgdo gama.

Os hibridomas sdo seleccionados, a partir de culturas de hi-
bridoma que segregam anticorpos anti-Pep~1 para os seus meios de

cultura, e caracterizados adicionalmente como aqui se descreveu.

Os hibridomas sdo produzidos e seleccionados a partir de
culturas de hibridoma que segregam anticorpos anti-Pep-3, usando
os processos que anteriormente se descreveram com excepgdo de se
usar o Pep-3 em vez do Pep-1, como o polipéptido de imunizagdo e
de pesquisa.

B. Producdo e Purificacdo do Anticorpo Monoclonal Pep-1

2

O hibridoma anti-Pep-1 é cultivado numa atmosfera humidifi-
cada com 5% de Co,, a 37°C, em DMEM contendo L-glutamina 2 mM, 50
ug de gentamicina por ml, 10% de soro fetal de bovino e 10% de
soro de cavalo, todos da Grand Island Biological Co., Lawrence,
MA, E.U.A., 10% de meio NCTC de Microbiological Associates, Ro-
ckville, MD, E.U.A., hipoxantina, 1 mM e timidina 0,3 mM, ambos
da Sigma Chemical Corp. A concentragdo de células é mantida na
gama de cerca de 1-2 X 10° células por ml de meio a cerca de
1-2x10% células por ml de meio, para o crescimento e divisdo das
células e produgdo de anticorpo.

Para produzir fluido ascitico de tumor contendo moléculas de



73 116 ,’

SCRF Case 217.1POR )y ‘
-39~ e df“‘* .

i

anticorpo anti-Pep-1, sensibilizaram-se imunologicamente ratinhos
Balb/c, com 10 semanas de idade, por injec¢do intraperitoneal com
0,3 ml de éleo mineral e, subsequentemente, injectaram-se intra-
peritonealmente com 3-5 X 10% células de hibridoma anti-Pep-1. Os
ratinhos inoculados sdo depois mantidos durante um periodo de
tempo suficiente para se acumularem fluidos asciticos de tumor,
contendo anticorpos, p.e., durante cerca de 10 a cerca de 21 di-
as. O fluido ascitico é recolhido e clarificado por centrifugagao

a 15 000 x g durante 1 hora a 4°C e armazenado congelado a -20°C.

As moléculas de anticorpos anti-Pep-1 sdo isoladas a partir
do fluido ascitico, submetendo o fluido a cromatografia liquida
rapida de proteinas (FPLC) sobre uma coluna de permuta anidnica
Pharmacia Mono QHR 5/5, num sistema de FPLC da Pharmacia (ambos
da Pharmacia, Inc.) usando um gradiente de NaCl de 0-0,5 M, em
Tris 10 mM, pH 8,0, e seguindo as instrugbes fornecidas com a co-
luna. As moléculas de anticorpo anti-Pep-1 assim isoladas podem
depois ser transferidas, para qualquer diluente fisiologicamente
tolerdvel, por didlise.

Alternativamente, as moléculas de anticorpo anti-Pep-1 podem
ser isoladas, a partir do fluido ascitico de tumor, por
precipitacdo com sulfato de aménio de acordo com o processo des-
crito por Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Pratice,
Academic Press, p 100-101 (1983). Resumidamente, esse processo
compreende misturar lentamente solugdo saturada de sulfato de
aménio com o fluido ascitico, até se atingir uma concentragao de
sulfato de aménio de cerca de 45% a cerca de 50%. As imunoglobu-
linas precipitadas sdo depois recolhidas por centrifugacdo a 2000
X g, preferivelmente, a 10 000 X g. O precipitado é lavado 2 ou 3
vezes em solugdo de sulfato de aménio saturada a 40%. as
moléculas de anticorpo anti-Pep-l1 precipitadas, sdo depois diali-
sadas contra 500-1000 volumes de solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) ou qualquer outro diluente fisiologicamente
toleravel desejado, para remover o sulfato de aménio. O fluido de
didlise é mudado varias vezes com intervalos de algumas horas. A
concentragdo de proteina da solugdo de anticorpo anti-Pep-1l dia-
lisada, recuperada é determinada pelo método de Lowry [Lowry et
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al., J. Biol. Chem., 193, 265-275 (1951)] usando um padrao de al-
bumina de soro de bovino.

A confirmacdo da especificidade funcional dos anticorpos an-
ti-Pep-1, quer numa amostra de soro obtida no Exemplo 3, quer no
sobrenadante da cultura de hibridoma, é determinada, em ensaios
de ligagdo a neutréfilos exprimindo receptores de IL-8, em ensai-
os de competicdo a seguir descritos no Exemplo 5.

O hibridoma anti-Pep-3, preparado como se descreveu no Exem-
plo 4A, é cultivado como se descreveu anteriormente para o hibri-
doma anti-Pep-1. As moléculas de anticorpos anti-Pep-3 sdo puri-
ficadas a partir do hibridoma anti-Pep-3 como anteriormente se

descreveu para as moléculas de anticorpos anti-Pep-1.

A confirmacdo da especificidade funcional dos anticorpos an-
ti-Pep-3, quer numa amostra de soro obtida no Exemplo 3, quer no
sobrenadante da cultura de hibridoma, é determinada na andlise de
transferéncia de Western do Exemplo 3C e nos ensaios de ligagédo a
neutréfilos exprimindo o receptor da IL-8, como se descreve no
Exenplo 5.

5. Ligacdo e Inibicdo da Ligagdo de I1-8 Iodada a

Neutrdéfilos

A. Ensaios de Ligacado

A IL-8, obtida como se descreveu no Exemplo 2, foi radio-
iodada seguindo o procedimento de iodag@o com iodogénio de acordo
com as instrugdes do fabricante (Pierce Biochemicals). A aliquo-
tas separadas dos neutréfilos exprimindo o receptor de IL-8, pre-
parados no Exemplo 1, misturaram-se concentracgdes crescentes de
IL.-8 marcada con 1251, como anteriormente se descreveu. A
concentracdo da IL-8 na mistura estava compreendida entre
3 x 10710 ¢ 5 x 1079 M, o que correspondia a um valor de 1000
contagens por minuto (CPM) até 110 000 CPM. A mistura foi mantida
durante 20 minutos & temperatura ambiente, periodo apdés o qual se
atingiu o equilibrio. Depois, centrifugaram-se aliquotas das mis-
turas, através de uma mistura de éleos de silicio, a 12 000 x g,
durante 5 minutos a temperatura ambiente, para separar a IL~-8 li-
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vre da IL-8 ligada a neutréfilos. A radioactividade total associ-

ada as células foi determinada por detecgdo em contador gama.

A ligagdo especifica da IL-8 associada as células, foi cal-
culada subtraindo a radioactividade associada as células, que re-
sultou em misturas mantidas na presenga de um excesso molar de
100 vezes de IL-8 ndo marcada, & radioactividade total. Na Figura
2 mostram-se os resultados liquidos ou especificos da reacgao de
ligacdo da IL-8 iodada a neutrdéfilos, representando, cada ponto,
a média * o erro padrdo de média (EPM) de trés experiéncias inde-
pendentes. Os resultados mostram que as suspensdes de neutroéfi-
los, contendo receptores de IL-8, se ligam & IL-8 iodada numa

reaccdo especifica e ndo saturavel.

B. Ensaios de Inibigéo

(1) Anticorpos Policlonais anti-Pep-1
A ligacdo de IL-8 iodada ao local de interacgdo de receptor

da IL-8 em neutréfilos, foi confirmada realizando ensaios de
inibicdo com anticorpos policlonais anti-Pep-1l preparados no
Exemplo 3. A IL-8 foi iodada como se descreveu em A, como anteri-
ormente, e misturaram-se, separadamente, concentragdes crescentes
da IL-8 marcada, compreendidas entre 3 x 10710 M e 1 x 1072 N,
com 2 mg/ml de anticorpo policlonal anti-Pep-1 para formar uma
mistura de imuno-reacgdo que foi mantida a 37°C durante 30 minu-
tos. Prepararam-se fragmentos FAB dos anticorpos anti-Pep-1l e
avaliaram-se também nos ensaios de inibigdo seguindo o mesmo pro-
cedimento. Os fragmentos Fab foram preparados a partir de soros
usando os protocolos do fabricante e o conjunto de preparagao,
para a preparacdao de Fab, Immunopure (Pierce Chemical Co., Rock-
ford, IL, E.U.A.).

Apdés o periodo de manutengdo, as misturas de imuno-reacgao
foram misturadas, separadamente, com aliquotas de 2 x 106 neutrs-
filos/ml, preparados no Exemplo 1, para formar uma mistura de
imuno-reacgdo celular. A mistura resultante foi mantida como nos
ensaios de ligagcdo da IL-8. A reacgdo de ligagdo foi terminada
como anteriormente se descreveu.

A ligagdo especifica da IL-8 ao local de interacgédo de re-
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ceptor da II-8 em neutréfilos e a inibigdo da liqagéo'pg} trata-
mento com anticorpos policlonais anti-Pep-1, foram calculados co-
mo se descreveu em A. A ligacdo da IL-8 ao local de interacgdo de
receptor da IL-8 em neutréfilos foi inibida por tratamento, quer
com anticorpos anti-Pep-1 intactos quer com fragmentos Fab
anti-Pep-1, para todas as concentragdes de IL-8 iodada avaliadas
no ensaio, como se mostra na Figura 2. Os resultados indicam que
os anticorpos policlonais dirigidos contra a sequéncia de
residuos de aminodcido 50-67 da IL-8, Pep-l1l, sdo eficazes na
ligagdo ao local activo na IL-8, evitando deste modo a ligagdo da
IL-8 ao local de interacc¢do de ligando da IL-8 (receptor) em
neutrdéfilos.

(2) Anticorpos Policlonais anti-Pep-1 e anti-Pep-3

Purificados por Imuno-afinidade

Determinou-se também a capacidade de composigbes de anticor-
pos anti-IL-8 e purificadas por imuno-afinidade, preparados no
Exenmplo 3D, em inibirem a ligagdo de IL-8 a neutréfilos contendo
receptores de IL-8. Para os ensaios de inibigdo, os neutrdéfilos
foram isolados como se descreveu no Exemplo 1. Os ensaios de
inibigdo foram realizados misturando primeiramente aliquotas se-
paradas de neutréfilos, numa concentracao de 1 x 107 células/ml,
com 50 pg/ml de fragmentos Fab de anticorpos anti-Pep-1l e anti-
-Pep-3, purificados por imuno-afinidade, para formar misturas
anticorpo-célula. Os fragmentos Fab foram preparados como se
descreveu no passo (1) anterior. Neste ensaio testaram-se também
o anti-IL-8 e um anticorpo de controlo, anti-11-29. As misturas
resultantes foram mantidas, durante 5 minutos a 37°C, antes da
adicdo de aproximadamente 10 pl de 1257-11-8, a 40 000 cpm,
preparada como se descreveu no Exemplo 5A. As misturas contendo
IL-8 foram depois mantidas durante 30 minutos a 37°C, para
permitir que a IL-8 se ligue aos receptores da IL-8 em
neutréfilos, se o local de ligagdo de receptor da IL-8 ndo esti-

vesse blogqueado pelos anticorpos testados.

As células foram depois centrifugadas, através de uma mistu-
ra de 6leos de silicio, durante 15 minutos, como se descreveu no
Exemplo 5A. A radioactividade no sobrenadante resultante e no se-
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dimento foi depois medida por detecgdo gama.

A ligacdo especifica, associada a células, da IL-8 aos
neutréfilos, foi calculada como se descreveu no Exemplo 5A, com a
excepgdo de se ter usado um €XcCesso molar de 200 vezes de IL-8
nido marcada para calcular a ligagdo nao especifica. A percentagem
de inibicdo foi depois determinada pelo calculo da diferenca en-
tre a ligacao especifica associada as células na presenga e na

auséncia de anticorpos adicionados.

Na Figura 3 mostram-se os resultados dos ensaios de inibi-
cdo, nos quais ambos os anticorpos anti-IL-8 e anti-Pep-l1 inibi-
ram completamente a ligagdo da IL-8 iodada aos receptores de IL-8
em neutréfilos. O anticorpo anti-Pep-3 era aproximadamente 100%
eficaz. Nio se observou inibigdo com o anticorpo de controlo, 11-
-29. Os resultados indicaram que os anticorpos policlonais puri-
ficados por imunoafinidade, Pep-1l e Pep-3, dirigidos contra a se-
guéncia de residuos de aminodcido 50-67 e contra a sequéncia de
residuos de aminoadcido 3-20, respectivamente, da IL-8, eram ambos
eficazes na ligagdo ao local activo da IL-8, evitando, deste mo-
do, a ligacdo da IL-8 aos receptores da IL-8 em neutréfilos.

(3) Anticorpos Monoclonais anti-Pep-1
Os anticorpos monoclonais anti-Pep-1 purificados, preparados
no Exemplo 4, foram também avaliados como inibidores competitivos
da ligagcdo da 125I-I1-8, no local de interaccédo de receptor da
I1-8 em neutréfilos, em ensaios realizados como se descreveu para

os anticorpos policlonais.

6. Inibicdo da Activacgdo de Neutréfilos com Anticorpos
de Polipéptido Sintético Relacionado com a IL-8

A. Anticorpos policlonais anti-Pep-1

Os anticorpos policlonais anti-Pep-1, preparados no Exemplo
3, foram avaliados pela sua capacidade em inibirem a activagéo de
neutréfilos, medida pela mobilizagdo de cdlcio realizada como no
Exemplo 2.A.(2). O Pep-1, preparado no Exemplo 1, foi misturado
com anticorpos policlonais anti-Pep-1, para formar uma mistura de
imuno-reacgdo de péptido como se descrevu no Exemplo 5A. Mistu-
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rou-se uma aliquota de neutréfilos isolados exprimindo o receptor
da IL-8, preparada no Exemplo 1, com a mistura Pep-l/anti-Pep-1,
e manteve-se como se descreveu no Exemplo 2.A.(2). A mistura foi
submetida a fluorometria para medigdo de mobilizagdo de cdlcio,
realizada como se descreveu no Exemplo 2.A.(2).

Os anticorpos policlonais anti-Pep-1 inibiram a mobilizagdo
do cdlcio induzido pelo Pep-1, tal como se mostra na Figura 1. Os
resultados indicam que os anticorpos policlonais dirigidos contra
a sequéncia de residuos de aminodcido 50-67 da IL-8, Pep-l, s&o
eficazes na ligagdo ao local activo da IL-8, evitando deste modo,
a ligacdo da IL-8 ao local de interacg¢do de receptor da IL-8 em
neutréfilos e evitando a consequente activagdo de neutréfilos me-
dida por mobilizagdo de cdlcio.

B. Anticorpos Monoclonais anti-Pep-1

Os anticorpos monoclonais anti-Pep-1 purificados, preparados
no Exemplo 4, foram também avaliados pela sua capacidade em ini-
birem a activacdo de neutréfilos em ensaios de mobilizagdo de
cédlcio. Os ensaios sdo realizados como se descreveu para os anti-

corpos policlonais no ponto A anterior.

Embora o presente invento tenha sido agora descrito em ter-
mos de certas concretizacdes preferidas, e exemplificado relati-
vamente a estas concretizacgdes, um perito na arte entendera que
se podem fazer varias modificagbes, variacdes, omissdes e
substituicées, sem sair do espirito do presente invento. Deste
modo, pretende-se que o presente invento seja apenas limitado pe-

lo ambito das reivindicagbes seguintes.
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REIVINDICACOES

1 - Processo de preparacdo de um andlogo polipéptido do lo-
cal de interaccdo do receptor da interleucina-8 (IL-8), dque
interactua com o receptor, possuindo uma sequéncia de residuos de
aminodcido correspondendo a fdérmula:

Cis-Leu-Asp-Pro-Lis-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-Val-Glu-
-Lis-Fe-Leu-Lis,
caracterizado por se adicionarem sequencialmente os residuos de
aminodcido & cadeia peptidica em crescimento, estando o terminal
amino ou o terminal carboxilo protegido com um grupo protector
selectivamente removivel, adequado, até se ter preparado o

andlogo polipeptidico desejado.

2 - Processo de preparagdo de um anticorpo monoclonal que
imunorreage com o local de interacgdo do receptor de IL-8 e com
um andlogo de polipéptido possuindo uma sequéncia de residuos de
aminodcido correspondendo a formula:

Cis-Leu-Asp-Pro-Lis-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-Val-Glu~-
-Lis-Fe-Leu-Lis,
caracterizado por se cultivar um hibridoma, obtido por fusdo de
uma célula de mieloma, ou de outra linha de células auto-
perpetuadas, com uma célula produtora do anticorpo, nun meio
nutriente adequado, sob condigdes e por um periodo de tempo
adequados para que o hibridoma segregue as moléculas de anticorpo
para o meio, recolha do meio contendo o anticorpo e isolamento do
anticorpo.

3 - Processo para a detecgdo da presenca de IL-8 num fluido
corporal, caracterizado por compreender os passos de:

(a) misturar uma aliquota de fluido corporal com uma
composicdo de anticorpo que imunorreage com um segmento do
terminal carboxi de IL-8 possuindo uma sequéncia de residuos de
aminodcido correspondendo a férmula:

Cis-Leu-Asp-Pro-Lis-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-Val-Glu-

~-Lis-Fe-Leu-lis,

(b) manter a referida mistura de imunorreacgdo sob con-
digbes de ensaio biolégico durante um periodo de tempo suficiente
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para formar um produto de imunorreacgdo;
e

(c) detectar a presenga do referido produto de imunor-

reacgdo e assim a presenca de IL-8.

4 - Processo de producdo de um sistema de diagnéstico sob a
forma de conjunto de diagndstico para determinagdo da presenga de
um local de interacg¢do com o receptor de IL-8, caracterizado por
se embalar, numa quantidade suficiente para realizar pelo menos
uma determinagédo:

(a) uma anticorpo que compreende uma molécula de
anticorpo que imunorreage com um segmento do terminal carboxi de
IL-8 possuindo uma sequéncia de residuos de aminodcido corres-
pondendo a fdérmula:

Cis-leu-Asp-Pro-Lis-Glu~Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-Val-Glu-
-Lis-Fe-Leu-Lis,

(b) um marcador para indicagdo da presencga de moléculas

de anticorpo no produto de imunorreacgdo formado.

5 - Processo de preparagdo de uma composigdo terapéutica
adequada para a prevengdo de inflamagdes, caracterizado por se
associar um anticorpo que imunorreage com (a) o local de IL-8
que interactua com o receptor e (b) um andlogo de polipéptido
possuindo uma sequéncia de residuos de aminoadcido correspondendo
a férmula:

Cis-Leu-Asp-Pro-Lis-Glu-Asn-Trp-Val-Gln-Arg-Val-Val-Glu-
~Lis-Fe-Leu-Lis,
ou seus equivalentes bioldgicos, com um excipiente farmaceu-
ticamente aceitavel.

6 - Processo de preparagdo de um polipéptido possuindo uma

sequéncia de residuos de aminodcido correspondendo & férmula:
LisGluleuArgCisGlnCisIleLisThrTirSerLisProFeHisProHis

caracterizado por se adicionarem sequencialmente os residuos de
aminodcido & cadeia peptidica em crescimento, estando o terminal
amino ou o terminal carboxilo protegido com um grupo protector
selectivamente removivel, adequado, até se ter preparado o
andlogo polipeptidico desejado.
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7 - Processo de preparagdo de um anticorpo monoclonal due
imunorreage com IL-8 e com um polipéptido possuindo uma sequéncia
de residuos de aminodcido correspondendo a férmula:

LisGluLeuArgCisGlnCisIleLisThrTirSerLisProFeHisProHis
caracterizado por se cultivar um hibridoma, obtido por fusdo de
uma célula de mieloma, ou de outra linha de células auto-
perpetuadas, com uma célula produtora do anticorpo, num meio
nutriente adequado, sob condigcbes e por um periodo de tempo
adequados para que o hibridoma segregue as moléculas de anticorpo
para o meio, recolha do meio contendo o anticorpo e isolamento do
anticorpo.

8 - Processo para a detecgao da presenga de IL-8 numa
amostra de fluido corporal, caracterizado por compreender os
passos de:

(a) misturar uma aliquota de fluido corporal com um
anticorpo que imunorreage com um segmento do terminal amino de
I1L-8 possuindo uma sequéncia de residuos de aminodcido corres-
pondendo a fdérmula:

LisGluleuArgCisGlnCisIleLisThrTirSerLisProFeHisProHis
para formar uma mistura de imunorreacgdo;

(b) manter a referida mistura de imunorreacgdo sob
condicdes de ensaio bioldgico durante um periodo de tempo
suficiente para formar um produto de imunorreaccgéo;

e
(c) detectar a presenca do referido produto de imunor-

reacgdo e assim a presenga de IL-8.

9 - Processo de producdo de um sistema de diagndstico sob a
forma de conjunto de diagndstico para determinagdo da presenga de
I1-8 numa amostra, caracterizado por se embalar, numa quantidade
suficiente para realizar pelo menos uma determinacéo:

(a) um anticorpo gue compreende uma molécula de
anticorpo que imunorreage com um segmento do terminal amino de
IL-8 possuindo uma sequéncia de residuos de aminodcido
correspondendo a fdérmula:

LisGluLeuArgCisGlnCisIleLisThrTirSerLisProFeHisProHis, e

(b) um marcador para indicagdo da presenca de moléculas
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de anticorpo no produto de imunorreacgdo formado.

10 - Processo de preparagdo de uma composigdo terapéuti-
ca adequada para a prevengdo de inflamagdes, caracterizado por se
associar um anticorpo que imunorreage com (a) IL-8 e (b) um
polipéptido possuindo uma sequéncia de residuos de aminodcido
correspondendo & férmula:

LisGluleuArgCisGlnCisIleLisThrTirSerLisProFeHisProHis
ou seus equivalentes bioldégicos, com um excipiente farmacéutica-

mente aceitével.

Lisboa,

4. SFT 1991

Por THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE
=0 AGENTE OFICIAL=
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