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"pProcesso de preparacao de composigdes farmacéuticas, a
base de homélogo de D3,, e de detecgdo da quantidade de
homélogo de D5, em amostras"

RESUMO

0 presente invento refere-se ao processo de preparag¢do de
uma composig¢do farmacéutica, que compreende a dispersdo de pelo
menos 0,1 por cento em peso de um homélogo de D3, substancialmen-
te puro e farmaceuticamente aceitdvel, capaz de se ligar ao local
de ligagdo de D3y do Mac-1 e de inibir a ligagdo de D3y ao local
de ligagdo de D35 do Mac-1, num excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Estdo também contemplados os processos de detecgdo em
amostras da quantidade de homélogo de Dj, presente.
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MEMORIA DESCRITIVA

Campo técnico

O presente invento contempla a utilizacdo de um homdélogo de
D3y para inibir a ligagdo do fibrinogénio ao receptor Mac-1 e a
utilizagdo de receptores Mac-l e anticorpos contra complexos con-
tendo homélogo de D3, em sistemas de diagndstico e processos de
ensaio.

Antecedentes

As integrinas sdo um grupo funcionalmente e estruturalmente
relacionado de receptores que interactuam com uma vasta variedade
de ligandos incluindo glicoproteinas da matriz extra-celular,
complemento, e outras células. As integrinas participam na ade-
sdo matriz-célula e célula-célula em muitos processos fisiologi-
camente importantes, incluindo o desenvolvimento embriondrio, a
hemostasia, a trombose, os mecanismos de defesa imunitdrios ou
ndo imunitdrios na cicatrizagdo de ferimentos e a transformagédo
oncogénica. Ver Hynes, Cell., 48:549-554 (1987). A maioria das
integrinas que participam na adesdo celular dindmica, ligam-se a
um tripéptido, arginina-glicina-acido aspartico (RGD), presente
no seu ligando, provocando a adesdo celular. Ver Ruoslahti et
al., Science, 238: 491-497 (1987).

O Mac-1 (cD11b/CD18) é um receptor integrina, predominante-
mente encontrado en macréfagos e granulécitos. Como todos os re-
ceptores integrina, o Mac-1 é uma glicoproteina transmembranar,
heterodimérica, composta por sub-unidades alfa e beta ndo cova-
lentemente associadas.

As cadeias alfa (a) e beta (B) do Mac-1l tém massas molecula-
res de 170.000 e 95.000 daltons, respectivamente, e a cadeia @ do
Mac-1 foli completamente sequenciada. Ver Corbi et al., J. Biol.
Chem., 263:12403-12411 (1988). Para uma revisdo sobre os recepto-
res integrina, ver Hynes, Cell, 48:549-554 (1987).

0 Mac-1 media a adesdo neutréfilo/mondécito ao endotélio
vascular e a fagocitose de particulas de complemento opsonizado.
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Os anticorpos para o receptor Mac-1 alteram a fungdo neutréfila
in vivo, incluindo a inibigdo da migragdo de neutréfilos para
jocais inflamatérios. Ver Price et al., J. Immunol.,
139:4174-4177 (1987). O Mac-1 actua também como um receptor para
o fibrinogénio numa reacgdo ligada 4 deposigdo de fibrina sobre a
superficie do monécito. Ver Altieri et al., J. Cell Biol.,
107:1893-1900 (1988); Wright et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

85:7734-7738 (1988); Trezzini et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 156:477-484 (1988) e Gustafson et al., J. Cell Biol.,
109:377-387 (1989).

0 fibrinogénio é uma molécula complexa de aproximadamente
340.000 daltons e consiste em trés pares de sub-unidades polipep
tidicas, chamadas cadeias &, B €& gama. Estas cadeias individuais
mantém-se unidas através de véarias ligagdes dissulfureto. A di-
gestdo proteolitica do fibrinogénio pela plasmina produz fragmen-
tos A, B, C, D e E, todos possuindo uma massa molecular inferior
a 85.000 daltons. Ver Pizzo et al., J. Biol. Chem., 247:636-645
(1972).

A digestdo proteolitica adicional do fibrinogénio pela plas-
mina produz um fragmento Do com uma massa molecular de cerca de
30.000 daltons contendo porgdes das cadeias @, B e gama do fibri
nogénio. VerFurlan et al., Biochim. Biophys. Acta., 400:95-111
(1975).

A deposigédo do fibrinogénio sobre a superficie de leucécitos
ocorre numa variedade de respostas inflamatérias tais como hiper-
-sensibilidade tipo retardado, rejeigdo de transplantes incompa-
tiveis e a fisiopatologia da obstrugdo vascular e aterogénese.
Ver Geczy et al., J. Immunol., 130:2743-2749 (1983); Hooper et
al., J. Immunol., 126:1052-1058 (1981); Colvin et al., J. Immu=
nol., 114:377-387 (1975); Hattler et al., Cell Tmmunolody, 9:289~
-205 (1973); Gerrity, R.G., Am. J. Pathol., 103:181-190 (1981) e
Am. J. Pathol., 103:191-200 (1981); e Shelley et al., Nature,
270:343-344 (1977).

Recentemente, postulou-se que a interacgdo do fibrinogénio
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com o receptor Mac-l1 de leucécitos é uma reacgdo de adesdo celu-
lar dindmica envolvendo o reconhecimento do tripéptido RGD dentro
do fibrinogénio pelo receptor Mac-1 similar a interacgdo do fi-
brinogénio com os receptores integrina nas plaquetas e nas célu-
las endoteliais. Ver Altieri et al., J. Clinic Invest., 78:968-
-976 (1986); Pytela et al., Science, 231:1559-1562 (1986) e Ruos-
lahti et al., Science, 238:491-497 (1987) e Cell, 44:517-518

(1986).

Breve descricdo do invento
Verificou-se agora que o receptor Mac-1 liga o fibrinogénio

num local dentro do fragmento D35 do fibrinogénio e que o recep-
tor Mac-1 ndo liga o fragmento D3, por meio do tripéptido, RGD.

O presente invento contempla composigbes contendo uma guan-
tidade terapeuticamente eficaz de um homélogo de D3, capaz de se
ligar ao local de ligagdo de D3y do Mac-1 e inibir a ligagdo do
fibrinogénio ao local de ligagdo de D3y do Mac-1.

0 presente invento contempla a utilizagdo de um homélogo de
Dyo para inibir a ligagdo mediada pelo receptor Mac-1l e a infla-
magdo num paciente, por administragdo ao paciente de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um homélogo de D3o ou de

uma composigdo contendo o homélogo de D3g.

Estd também contemplado pelo presente invento um anticorpo
anti-(idiotipo D33) que seja capaz de se ligar ao local de liga-
¢do de D3y do Mac-1 e inibir a ligagdo de D3y ao local de ligagdo
do Mac-1.

0 invento contempla a utilizacdo de um anticorpo anti-(idi-
otipo D3qg) para inibir a ligagdo mediada pelo receptor Mac-1l e a
inflamagdo num paciente, por administracdo ao paciente de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-(idiotipo
D3g) ou de uma composigdo contendo um anticorpo anti-(idiotipo

D30) .

Estdo também contemplados pelo presente invento os processos
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para detectar a presenga de um homélogo de D3; huma composigéo
liquida, utilizando os receptores Mac-l ou um anticorpo anti-Djg.

O presente invento contempla a deteccdo de um complexo re-
ceptor Mac-1: homdélogo de Dj,, numa composigdo liquida tal como o

sangue ou produtos derivados do sangue.

O presente invento contempla também um processo para detec-

tar células possuindo um receptor Mac-1 in vivo, por administra-
¢do, a um paciente, de uma composicdo contendo um homélogo de D3
ligado a um meio de indicagdo in vivo seja capaz de se ligar
efectivamente aos receptores Mac-l1 do paciente.

Breve descricdo dos desenhos

Nos desenhos, que sdo uma parte desta descrigéo:

A figura 1, contendo os painéis 1A e 1B, ilustra as sequén-
cias de residuos de aminodcido das cadeias o, B e gama do
fibrinogénio humano, descrito por Doolittle et al., Nature,
280:464-469 (1979).

A figura 1A ilustra a sequéncia de residuos de aminodcido
completa, da cadeia a do fibrinogénio humano. A posicdo na se-
quéncia de residuos de aminodcido do residuo mais & esquerda estd
indicada pelos nimeros na margem esquerda da figura. A extre-
midade N do fragmento de cadeia A (Ax) de D3, inicia-se com os
residuos de aminodcido Leul36, ginl37, Lysi38 o Asnl39, o frag-
mento de cadeia Aa do D3y ndo contém os residuos de aminodcido
Arg95, G1y95, e Asp?7 (RGD) ou os residuos de aminodcido Arg®’2,

Gly573 e Asp574 (RGD).

A figura 1B ilustra a comparac¢do das sequéncias de residuos
de aminodcido da cadeia o com as sequéncias de residuos de amino-
acido das cadeias B e gama do fibrinogénio humano. Existe uma ho-
mologia significativa entre as trés cadeias nos 210 primeiros
residuos de aminodcido. Os residuos de aminodcido sublinhados
denotam os residuos de aminodcido idénticos emparelhados entre as
cadeias o, B e gama. A origem do D3, no fragmento de cadeia B
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(BB) estd atribuida aos residuos de aminodcido Aspl34 (D), asnl3®
(N), Glul3® (E), e Asnl37 (N) na 4rea enquadrada. A origem do D3q
na cadeia gama estd atribuida aos residuos de aminodcido Met82
(M), Leu?0 (L), clu®l (E), e Glu®2 (E) na &rea enquadrada.

A figura 2 ilustra a curva de ligagdo de concentragdes cres-
centes de 125I—D30 a células polimorfonucleares estimuladas (neu-
tréfilos). A ligagdo especifica calcula-se na presenga de fibri-
nogénio ou D3o nédo marcado em excesso molar de 100 vezes e sub-
trai-se do total para calcular a ligagdo especifica representada
na curva por circulos a branco. Cada ponto é a média * erro
padrdo da média (EPM) de trés experiéncias independentes. Os
neutréfilos ligam o 12%I-D;; numa reacgdo especifica e saturdvel
que se aproxima do estado estaciondrio para 15-20 g/ml de 1257

=-D3p adicionado.

A figura 3 ilustra os efeitos de concentragdes crescentes de
fibrinogénio e de fragmentos de fibrinogénio X, D:E, e D na com-
peticdo pela ligacdo de 129I-fibrinogénio a neutréfilos esti-
muldos. O fibrinogénio, os fragmentos de fibrinogénio X, D:E, D,
e RGD estdo representados, respectivamente, por circulos a branco
(o), circulos a cheio (e), quadrados a branco (o), quadrados a
cheio (m) e um tridngulo (a). Mede-se a competigdo pelos
competidores ndo marcados adicionados como a percentagem de
1257-fiprinogénio ligado comparada com o 1257-fibrinogénio ligado
no controlo, na auséncia de competidores. Calculam-se os dados
como se descreveu na figura 1. O fibrinogénio e os fragmentos de
fibrinogénio competem na ligagdo de 1257-fibrinogénio aos
neutréfilos enquanto que o RGD ndo compete.

A figura 4 ilustra os efeitos de concentragdes crescentes de
fragmentos de fibrinogénio Dj,, representados por circulos a
cheio (e) e de fragmento E, representado por circulos a branco
(0) na competicdo para a ligagdo do 129I-fibrinogénio a
neutréfilos estimulados. Mede-se a competicdo como se descreveu
na figura 2 e calculam-se os dados como se descreveu na figura 1.
As concentra- ¢bes crescentes de D;y produzem inibigdo de ligagdo
de 1251-fibrinogénio aos neutréfilos estimulados dependente da
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dose, enquanto que os fragmentos E ndo produzem inibicédo.
Descricdo detalhada do Invento

A. Definicdes

Residuo de aminodcido: Prefere=-se que os residuos de aminod-
cido descritos no presente invento estejam na forma isomérica
"L", No entanto, pode-se substituir gqualquer residuo de L-aminod-
cido por residuos na forma isomérica "D", desde gque fique retida
pelo polipéptido a propriedade funcional desejada. NH, refere-se
ao grupo amino livre, presente na extremidade amino de um polipé-
ptido. COOH refere-se ao grupo carboxilo livre, presente na ex-
tremidade carboxilo do polipéprido. De acordo com a nomenclatura
padrao de polipéptidos, J. Biol. Chem., 243:3557-59 (1969), mos-
tram-se as abreviaturas para os residuos de aminodcido na tabela

de correspondéncia seguinte:

TABELA DE CORRESPONDENCIA

SIMBOIO AMINOACIDO
l1-Ietra 3-letra
Y Tyr tirosina
G Gly glicina
F Phe fenilalanina
M Met metionina
A Ala alanina
] Ser serina
I Ile isoleucina
L Leu leucina
T Thr treonina
A val valina
P Pro prolina
K Lys lisina
H His histidina
Q Gln glutamina
E Glu dcido glutémico
W Try triptofano
R Arg arginina
D Asp dcido aspdartico
N Asn asparagina
c Cys cisteina
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Deve-se notar que todas as sequéncias de residuos de aminod-
cido estdo representadas por férmulas cuja orientacdo da esquerda
para a direita estad na direccdo convencional, da extremidade ami-
no para a extremidade carboxilo. Além disso, deve-se notar que um
travessdo no inicio ou no fim de uma sequéncia de residuos de
aminodcido indica uma ligagao peptidica a uma sequéncia adicional
de um ou mais residuos de aminoacido, ou a um grupo amino termi-

nal, NH,, ou a um grupo carboxilo terminal, COOH.

polipéptido e Péptido: Polipéptido e péptido séo termos uti-
lizados intervariavelmente no presente invento para designar uma
gérie liner de residuos de aminoacido ligados uns aos outros por
ligagdes peptidicas entre os grupos amino alfa e carboxilo de re-
siduos adjacentes.

proteina: Uma proteina séo dois ou mais polipéptidos associ-

ados conjuntamente de modo a formar uma dnica entidade. Os poli-
péptidos podem estar covalentemente ligados mas, alternativamen-
te, podem estar apenas associados uns aos outros.

Receptor: Receptor e proteina receptora sio termos utiliza-
dos no presente invento para indicar uma molécula de proteina,
biologicamente activa que se liga especificamente (nao aleatoria-
mente) a (ou com) outras moléculas, referidas como ligandos, de
modo a formar um complexo proteina receptora-ligando. Um receptor
representativo é a molélula Mac-1 (CD11b/CD18), presente nos mo-
nécitos.

Ligando: Ligando refere-se a uma molécula que contém uma
porcdo estrutural que se liga, por uma interacgéo especifica, com
uma proteina receptora particular. Um ligando representativo é o
fragmento D5 do fibrinogénio.

Anti-corpo: O termo anti-corpo, nas suas varias formas gra-
maticais, utiliza-se no presente invento para referir moléculas
de imunoglobulina e porgoes imunologicamente activas de moléculas
de imunoglobulina, i.e., moléculas que contém um local de combi~
nagdo ao anticorpo ou paratopo. Sdo moléculas exemplificativas de
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anticorpos as moléculas de imunoglobulina intacta, as
de imunoglobulina substancialmente intactas, e as porgdes de uma
molécula de imunoglobulina, incluindo as porgdes conhecidas na
arte como Fab, Fab’, F(ab’), e F(V).

Iocal de combinacdo do anticorpo: Um local de combinag¢édo do

anticorpo é a porgdo estrutural de uma molécula de anticorpo com-
preendida por regides de cadeia pesada e leve, varidvel e hiper-
variavel que se ligam especificamente (imuno-reagem com) um anti-
génio. O termo imuno-reagir, nas suas vArias formas gramaticais,
significa ligar especificamente uma molécula contendo uma
determinante antigénica e uma molécula contendo um local de
combinacdo do anticorpo, tal como uma molécula de anticorpo
completa ou uma sua porgdao.

Anticorpo monoclonal: A frase anticorpo monoclonal, nas suas
varias formas gramaticais, refere-se a uma populagdo de moléculas
de anticorpos que contém apenas uma espécie de local de combina-
¢do do anticorpo capaz de imuno-reagir com um antigénio particu-
lar. Um anticorpo monoclonal apresenta portanto, tipicamente, uma
Unica afinidade de ligagdo para qualquer antigénio com o qual
imuno-reage. Um anticorpo monoclonal pode portanto conter uma mo-
lécula de anticorpo possuindo uma pluralidade de locais de combi-
nacdo do anticorpo, sendo cada um imunoespecifico para um antigé-
nio diferente, p.ex., um anticorpo monoclonal bi-especifico.

B. Homélogos de D3

D3, ¢é um fragmento de fibrinogénio produzido por digestdo
proteolitica do fibrinogénio. A preparagdo de D3y foi descrita
por Fair et al., J. Biol. Chem., 256:8018-8023 (1981), Furlaw et
al., Biochem Biophys. Acta., 400:95-11) (1975) e no exemplo 1C. O
D3y contém cadeias B e gama parcialmente degradadas e cadeias a
extensivamente degradadas, combinadas por ligagbes de dissulfure-
to inter-cadeias, como descrito por Pizzo et al., J. Biol. Chemn.,

247:636-645 (1972). Todas as referéncias e documentos citados no
presente invento estdo nele incorporados como referéncia.

A extremidade N do fragmento de cadeia Aa do D3, comega com
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os residuos de aminodcido Leul36, ginl37, Lys138 e Asnl39 postra-
dos na figura 1A e utilizando a sequéncia de aminodcidos da ca-
dela alfa descrita por Doolittle et al., Nature, 280:464-469
(1979).

0 fragmento de cadeia Aa do Dj; ndo contém os residuos de
aminodcido Arg?2, Gly2° e Asp?? (RGD) (figura 1A) ou os residuos
de aminodcidos Arg®72, gly®73 e Asp®74 (RGD) e possui um Pm. de
cerca de 11 a 13 kilodaltons (kDa). As extremidades N da cadeia B
do Dgg contém os residuos de aminoacido Asp134, Asn135, G1u136, e
Asnl37 (figura 1B). A extremidade N da cadeia gama do D3, contém
os residuos de aminodcido Met®9, 1eu90, clu®!, e ¢lu®? (figura
1B).

Um homélogo de D3y do presente invento é um polipéptido ou
uma proteina capaz de se ligar ao local de ligagdo de D3, do Mac-
-1 e inibir a ligagdo de D3y ao local de ligagdao de D5y do Mac-1.
Os homélogos de D3y incluem fibrinogénio, porgdes de fibrinogé-
nio, D3y, porgdes de D3y, polipéptidos homélogos a uma porgdo de
D3y ou fibrinogénio, anticorpos anti-idiotipo possuindo a imagem
interna do D3 (um anticorpo anti-(idiotipo D3j)), polipéptidos
ou proteinas homélogos ao D3y ou a fibrinogénio contendo deriva-
dos de aminodcido ndo naturais ou cadeias laterais ndo proteina-
ceas, derivados quimicos tanto de D5 como de fibrinogénio ou
seus fragmentos, e conjugados contendo um homélogo de Dj,.

"Derivado quimico" refere-se a uma entidade polipeptidica
possuindo um ou mais residuos derivados gquimicamente por reaccgédo
de um grupo funcional lateral. Estas moléculas derivadas incluem,
por exemplo, as moléculas nas quais se tenham derivado grupos
amino para formar hidrocloretos de amina, grupos p-tolue-
no-sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo,
grupos cloro-acetilo ou grupos formilo. Os grupos carboxilo 1li-
vres podem ser derivados para formarem sais, ésteres de metilo ou
de etilo ou outros tipos de ésteres ou hidrazidas. Os grupos hi-
droxilo livres podem ser derivados para formar derivados O-acilo
ou 0-alquilo. O Azoto do imidazolo da histidina pode ser derivado
para formar N-im-benzil-histidina. Estdo também incluidos como



72 916
SCRF 207.0(POR)
-11-

derivados quimicos os péptidos que contém um ou mais derivados de
aminodcidos de ocorréncia natural dos vinte aminodcidos comuns.
Por exemplo: pode=-se substituir a prolina por 4-hidroxiprolina;
pode-se substituir a lisina por 5-hidroxilisina; pode-se substi-
tuir a histidina por 3-metil-histidina; pode-se substituir a se-
rina por homo-serina; e pode-se substituir a lisina por ornitina.
Os polipéptidos do presente invento incluem também qualquer pép-
tido possuindo uma ou mais adigdes e/ou delecgbes ou residuos,
relativamente a sequéncia de um polipéptido cuja sequéncia se
mostra no presente invento, desde que se mantenha a actividade de
ligagdo necessaria.

0 termo "fragmento" refere-se a qualquer identidade
polipeptidica possuindo uma sequéncia de residuos de aminodcido
mais curta do que a de um polipéptido cuja sequéncia de residuos
de aminodcido se mostra no presente invento.

Pode-se preparar um polipéptido do presente invento utili-
zando a técnica sintética de fase sdélida inicialmente descrita
por Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963). Podem-se
encontrar outras técnicas para a sintese de polipéptidos, por
exemplo, em M. Bodanszky et al., Peptide Synthesis, John Wiley &

Sans, 2% Ed., (1976) assim como noutros trabalhos de referéncia
conhecidos pelos peritos na arte. Pode-se encontrar um sumdrio de
técnicas de sintese de polipéptidos em J. Stuart e J.D. Young,
Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Company, Rockford,
IL, 3d Ed., Neurath, H. et al., Eds., p. 104-237, Academic Press,
New York, NY (1976). Os grupos protectores apropriados para se

utilizar nestas sinteses serdo encontrados nos textos anteriores
assim como em J.F.W. McOmie, Protective Groups in Organic Chemis=-
try, Plenum Press, New York, NY (1973).

Em geral, estes processos sintéticos compreendem a adigédo
sequencial de um ou mais residuos de aminodcido ou residuos de
aminodcido adequadamente protegidos, a uma cadeia polipeptidica
em crescimento. Normalmente protege-se o grupo amino ou o grupo
carboxilo do primeiro residuo de aminodcido com um grupo
protector adequado, selectivamente removivel, e utiliza-se para
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aminodcidos contendo um grupo lateral reactivo tal como a lisina.

Utilizando uma sintese em fase sélida como exemplo, liga-se
o aminodcido protegido ou derivado a um suporte sélido inerte
através do seu grupo carboxilo ou amino ndo protegido. Remove-se
entdo, selectivamente, o grupo protector do grupo amino ou carbo-
xilo e mistura-se o aminodcido seguinte na sequéncia, possuindo o
grupo complementar (amino ou carboxilo) adequadamente protegido,
e faz-se reagir sob condigbes adequadas a formagdo da ligacéo
amida com o residuo jd ligado ao suporte sé6lido. Remove-se entdo
o grupo protector do grupo amino ou carboxilo deste residuo de
aminodcido recentemente adicionado, € entio adiciona-se o se-
guinte aminodcido (adequadamente protegido), e assim por diante.
Apés se ligarem todos os aminoicidos desejados na sequéncia cor-
recta, removem-se guaisquer grupos protectores do grupo terminal
e dos grupos laterais que permanegam (e suporte sélido), sequen-=
cialmente ou concurrentemente para proporcionar o polipéptido fi-
nal.

0 local de ligagdo de D3y do Mac-1 é a porgdo de glicopro-
teina de adesdo do leucdécito humano, Mac-1 (CD1lb/CD18) dque se
liga ao fragmento D3y do fibrinogénio. O local de ligagdo ao D3g
do Mac-1 pode ser feito de aminodcidos das cadeias a e/ou B do
Mac-1.

Um homélogo de D5y é capaz de inibir a ligagdo de D3 ao lo-
cal de ligagdo de Dyy do Mac-1l se O homélogo de D3y competir com,
ou bloguear, a ligagé@o de D3g ao local de ligagdo de D3y do Mac-
-1. Os processos e procedimentos para determinar a inibigéo séo
bem conhecidos na arte e incluem a utilizacdo de ensaios de com-
peticdo similares aos ensaios de competigdo de antigénios descri-
tos em Antibodies: A Taboratory Manual, Harlow and Lane, eds.,

Cold Spring Harbor, NY (1988). Por exemplo, pode-se utilizar um
composto ndo marcado que se suspeite ser um homdlogo de D3,y para
inibir a ligagdo de D3y marcado ou de um homélogo de Djq marcado,
ao local de ligagdo de D3y do Mac-1 dos receptores Mac-1 de leu-
cécitos. A quantidade de ligagdo de Dj3g marcado ao local de liga-
¢ao de D3y ha presencga ou auséncia do composto ndo marcado seréa
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comparada e se a presencga do composto ndo marcado inibir a quan-
tidade de ligagdo de D3, marcado ao local de ligagdo de Djy,
entdo o composto ndo marcado é um homélogo de D;,. Esta descrito
no exemplo 2 um processo preferido para a medigdo da inibigdo de
ligagdo de D3y ao Mac-l.

Um homélogo de D;, do presente invento pode ser uma porgéo
de fibrinogénio ou de D3, desde que essa porgao particular seja
capaz de inibir a ligagdo de D33 ao local de ligagdo de D3, do
Mac-1l. As proteinas ou polipéptidos que sdo homdélogos a todo ou a
uma porgdo de D3g ou homélogos a todo ou a uma porcao de
fibrinogénio estédo também contempladas como homélogos de Dj3q.
Estas proteinas homélogas sdo capazes de inibir a ligagdo de Djj
ao local de ligagdo de D3 do Mac-1l e portanto sdo verdadeiros
homélogos de Dj .

Os homélogos de D3y contendo aminoacidos nédo naturais e/ou
aminodcidos com grupos laterais ndo naturais estéo também contem-
plados. Exemplos de aminodcidos ndo naturais incluem aminodcidos
possuindo grupos laterais derivados quimicamente, ou ornitina ou
citrulina. Exemplos de aminodcidos com grupos laterais n&do na-
turais incluem residuos de aminodcido necessdrios para ciclizar o
péptido.

Pode-se acoplar ou conjugar um homélogo de D3, do presente
invento com outra proteina ou polipéptido para produzir um homé-
logo de D3, conjugado. Um homélogo de Djq conjugado possui vanta-
gens sobre um homélogo de Dj, utilizado sézinho. Por exemplo, o
acoplamento do homélogo de Dy, a uma proteina ou polipéptido que
se sabe conter uma segunda fungdo bioldgica, permite dirigir essa
segunda funcdo bioldégica para a localizagédo num, ou perto de um
receptor Mac-1 ou um local de ligagdo de Dy do Mac-l.

Noutras concretizag¢des preferidas, conjuga-se um homélogo de
D3y com uma molécula transportadora para formar um homdélogo de
D3 conjugado contendo, pelo menos, uma molécula transportadora.
Os transportadores tipicos incluem sefarose, sefadex, proteinas,
polipéptidos e similares.
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Pode-se também conjugar ou agregar um homélogo de Djq
consigo mesmo de maneira a produzir um complexo grande contendo
um homdélogo de D3p. Um complexo grande contendo um homélogo de
D3y é vantajoso porque possui novas propriedades bioldgicas tais
como uma semi-vida mais longa na circulac¢do ou uma maior
actividade.

C. Composicdes contendo homdélogos de D30

Numa concretizagdo preferida, o presente invento contempla
uma composigdo compreendendo um transportador e uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um homélogo de D5, substancialmente
puro e farmaceuticamente aceitdvel, capaz de se ligar ao local de
ligagdo de D3y do Mac-1 e de inibir a ligagdo de fibrinogénio ao
local de ligacdo de D5, do Mac-1.

Numa quantidade terapeuticamente eficaz de um homdlogo de
D3y € uma quantidade que, quando administrada a um paciente, €
capaz de inibir a ligag¢do de fibrinogénio ao local de ligagdo ao
D3o do Mac-1l. Os ensaios para detectar a inibigdo da ligagdo de
fibrinogénio ao local de ligagdo de D33 do Mac-1 incluem, mas ndo
estdo limitados aos ensaios de ligacdo competitiva e outros en-
saios de ligagdo descritos na secgdo E ou no exemplo 2 desta
descricdo. Preferivelmente, uma quantidade terapeuticamente efi-
caz de um homélogo de D3, é uma quantidade que reduz (inibe) a
ligagdo de fibrinogénio ao Mac-1l em pelo menos, 10 por cento,
preferivelmente em pelo menos 50 por cento, e mais preferivelmen-
te em pelo menos 99 por cento, quando medida num ensaio in vitro
para a ligacdo de fibrinogénio ao Mac-1l. Um ensaio in vitro exem-
plificativo para quantificar quantidades inibidoras eficazes de
homélogo de D3q: estd descrito no exemplo 2. Nos processos prefe-
ridos, é util uma composicgdo terapéutica para inibir a inflamagéo
mediada pelo receptor Mac-1 num paciente que exibe a inflamacéo,
como se descreverd no presente invento. Nesta concretizagdo, uma
quantidade terapeuticamente eficaz é uma quantidade que, quando
administrada a um paciente, é suficiente para inibir a inflamagédo
mediada pelo receptor Mac-1.

Os ensaios para detectar a inibicdo da inflamagdo mediada
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pelo receptor Mac-1 incluem, mas ndo estdo limitados aos ensaios
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de migragdo de linfdécitos descritos na secgdo E deste pedido.
Meios adicionais para detectar a inibigdo da inflamagdo mediada
pelo receptor Mac-1 incluem a inspecgdo clinica de sintomas que
surgem num paciente apresentando a inflamagéo.

Substancialmente puro, quando utilizado no contexto de um
homélogo de D;,, refere-se a composigdes que estdo enriquecidas
no homélogo de D3, e que, preferivelmente, estéo isentas de
quantidades detectdveis de células sanguineas, proteinas,
imunoglobulina e albumina, e lipoproteinas, e gque, mais
preferivelmente, contém mais de 99 por cento em peso de homdlogo

de D5,y por massa total na composicéo.

Por farmaceuticamente aceitdvel pretende-se significar que
um homélogo de D5,, quando utilizado numa composicdo terapéutica,
ndo provoca quaisquer efeitos fisioldgicos ndo desejados devidos
a presenga de contaminantes. Assim, um homdélogo de D44 far-
maceuticamente aceitdvel estd isento de contaminantes farmaceuti-
camente ndo aceitdveis, tals como pirogénios (lipopolissacdridos)
e outros contaminantes tais como compostos gquimicos venenosos
(i.e., azida de sédio) e detergentes, nomeadamente, dodecilsul-
fato de sddio.

A preparagdo de composigdes terapéuticas que contém polipép-
tidos ou proteinas como ingredientes activos é bem entendida na
arte. Tipicamente, preparam-se estas composicbdes como in-
jectdveis, tanto na forma de solu¢gdes como de suspensodes
liquidas, no entanto, podem-se também preparar formas sdélidas
adequadas para dissolver ou suspender num liquido antes da
injecgdo. Pode-se também emulsionar a preparagdo. Mistura-se o
ingrediente terapéutico activo com transportadores inorgdnicos
e/ou orgédnicos que sejam farmaceuticamente aceitdveis e
compativeis com o ingrediente activo. Os transportadores séao
excipientes (veiculos) farmaceuticamente aceitaveis,
compreendendo mais ou menos substdncias inertes gquando
adicionados & composicdo terapéutica para conferir a consisténcia

ou forma adequadas a composigdo. Os transportadores adequados
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sdo, por exemplo, agua, solugdo salina, dextrose, glicerol,
etanol, ou similares, e suas combinagdes. Em adigdo a composigdo
pode conter, se desejado, quantidades pouco importantes de
substédncias auxiliares tais como, agentes molhantes ou emulsi-
onantes e agentes tampdo de pH, os quais aumentam a eficdcia do
ingrediente activo.

Uma composigdo terapéutica 1Util na pratica do presente in-
vento contém, tipicamente, um homélogo de D35 formulado na compo-
sicdo terapéutica na forma de um sal neutralizado farmaceutica-
mente aceitdvel. Os sais farmaceuticamente aceitdveis incluem os
sals de adicdo de acido (formados com os grupos amino livres da
molécula de polipéptido ou anticorpo) e que se formam com dcidos
inorgédnicos tais como, por exemplo, dcidos cloridrico ou fosféri-
co, ou A4cidos orgdnicos tais como os dcidos acético, oxalico,
tartdrico, mandélico, e similares. Os sais formados com 0s grupos
carboxilo livres podem ser também derivados de bases inorgédnicas
tais como, por exemplo, hidréxidos de sdédio, de potdssio, de
aménio, de cdlcio ou férrico, e de bases orgdnicas tais como
isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino-etanol, histidina,
procaina, e similares.

A composigdo terapéutica contendo o homélogo de D5, é
administrada, convencionalmente, por via parentérica, por
exemplo, por injecgdo de uma dose unitdria. Desta maneira,
pode-se administrar a composigdo terapéutica por via intravenosa,
intramuscular ou noutras regides, tais como nos fluidos
sinoviais. No entanto, a administracdo de uma composicdo contendo
o homélogo de D5, por via transdérmica também estd contemplada. O
termo "dose unitdria"™ quando utilizado em relagdo a uma
composicdo terapéutica utilizada no presente invento, refere-se a
unidades fisicamente discretas adequadas como dosagens unitdrias
para humanos, cada unidade contendo uma dquantidade
pré-determinada de material activo, calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associagdo com o diluente,

transportador ou excipiente necessério.

Nas concretizacdes preferidas, uma composigdo terapéutica do



72 916
SCRF 207.0(POR)
-17-

presente invento contém uma quantidade eficaz de um homdélogo de
D3y € é uma composigdo estéril. Uma composicdo estéril estd subs-
tancialmente isenta de bactérias e fungos. Tipicamente, esterili-
za-se uma composicdo fazendo passar a composigdo através de um
filtro tal como um filtro de 0,2 micra concebido para este

propdsito.

Noutras concretizagdes preferidas, optimiza-se uma composi-
¢do do presente invento para permitir que o homélogo de D3 que

ela contém, seja distribuido por via transdérmica.

Noutras concretizagdes preferidas, uma composigdo do presen-
te invento contém uma quantidade imunologicamente eficaz de homd-
logo de D3,. Uma quantidade imunologicamente eficaz de homdlogo
de D3p ¢ uma quantidade suficiente para produzir anticorpos que
se ligam a um homSélogo de D3, e inibem esse homdélogo de Dj, de se
ligar ao local de ligagdo de D5y do Mac-1.

D. Anticorpos anti-(idiotipo Djg)
0 presente invento contempla processos e composigbes que em-
pregam um anticorpo anti-(idiotipo Dj3q).

Os anticorpos anti-idiotipo sdo anticorpos que possuem a
imagem interna de uma entidade particular e portanto expressam
determinantes antigénicos ou epitopos que sdo imunoquimicamente
similares ou idénticos aos ep{topos encontrados num antigénio ex-
terno. Por exemplo, um anticorpo anti-(idiotipo Dj,) é um anti-
corpo anti-idiotipo que contém a imagem interna da porgdo de D3
que se liga ao local de ligagédo de D3y do receptor Mac-l. Um an-
ticorpo anti-(idiotipo D3y) contém um paratopo cuja estrutura é
definida pela capacidade para:

(1) se ligar ao local de ligagdo de D33 do Mac-1 para formar
um complexo local de ligagdo de D3 do Mac-l/anticorpo anti-(idi-

otipo D3g), €

(2) imuno-reagir com um anticorpo anti-homélogo de Djg .
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Um anticorpo anti-(idiotipo D53) liga-se ao local de ligagdo
de D3y do Mac-1 e forma o complexo local de ligagéo de D5 do
Mac-1/anticorpo anti-(idiotipo D3,) se competir com um homdlogo
de D3y na ligagdo ao local de ligagdo de Dj, do Mac-1 num ensaio
de competigdo que empregue, por exemplo, um homélogo de Dj, mar-

cado.

Um anticorpo anti-(idiotipo Dj,;) imuno-reage com um anticor-
po anti-homélogo de D3,. S&o bem conhecidos varios imunoensaios
para detectar o produto de imuno-reacgdo ou o complexo formados e
incluem doseamentos radio-imunolégicos e imunoensaios de enzima
ligada. Ver, por exemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow
and Lane, eds., Cold Spring Harbor, NY (1988).

Um anticorpo anti-(idiotipo D3) do presente invento pode-se
distinguir dos anticorpos anti-receptor Mac-1 que bloqueiam a
ligagéo de D3y ao receptor MAc-1 porque os anticorpos anti-(idio-
tipo Dj3qy) imuno-reagem com anticorpos anti-D;, e os anticorpos
anti-receptor Mac-1 ndo reagem.

As concretizagdes preferidas incluem fragmentos contendo pa-
ratopos de um anticorpo anti-(idiotipo D3g5) tal como Fab, Fab’,
F(ab’),, F(v) e similares. S&o0 bem conhecidos os processos de
preparagdo de porgdes de moléculas de imunoglobulina contendo pa-
ratopos tais como Fab, Fab’, F(ab’), e F(V), a partir de anticor-
pos substancialmente intactos. Ver, por exemplo, U.S. 4.342.566,
Inbar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69:2659-62 (1972), e
Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Press, P118-124 (1983).

Prepara-se um anticorpo anti-(idiotipo D3g) utilizando pro-
cessos e procedimentos bem conhecidos na arte. Ver, por exemplo,
Benjamini et al., Immunogens and Improved Methods of Making Immu-
nogens, International Publication N° WO 88/00472, publicada em 28
de Janeiro, 1988; Standt et al., J. Exp. Med., 157:687-704
(1983); Reagan et al., J. Virol., 48:660-666 (1983), e Ardman et
al., J. Exp. Med., 161:669-686 (1985). Resumidamente, para produ-
zir uma composigdo de anticorpo anti-(idiotipo D3) deste inven-
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to, produz-se primeiro um anticorpo anti-homélogo de D3q; inocu-
lando um animal de laboratdério com uma quantidade imunologicamen-
te eficaz de um homélogo de Djq; tipicamente presente numa vacina
para produzir um anticorpo anti-D3q-

Os processos de produgdo de anticorpos anti-homélogo de Djg
para utilizar na produgdo de anticorpos anti-(idiotipo D3g) séo
bem conhecidos. Ver, por exemplo, Antibodies: A Iaboratory Manu-
al, Harlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor, NY (1988) para uma
descricdo do processo de produgédo de anticorpos policlonais, ou
preferivelmente, monoclonais, contra uma proteina tal como um ho-
mélogo de Djq.

Uma vacina dtil para a preparagédo de anticorpos anti-idioti-
po do presente invento compreende gquantidades imunologicamente
eficazes de um homélogo de D3g e de um imunopotenciador adequado

para utilizagéo em mamiferos.

Um imunopotenciador € uma entidade molecular que estimula a
maturacdo, a diferenciagdo e a funcdo dos linfécitos B e/ou T. Os
imunopotenciadores sdo bem conhecidos na arte e incluem polipép-
tidos que estimulam a célula T tais como os descritos na patente
dos E.U. N°. 4 426 324 e nucledsidos de guanina substituidos no
cg, descritos por Goodman et. al., J. Immunol., 135:3284-88
(1985) e na patente dos E.U. Ne. 4 643 992.

As frases "adequado para utilizacdo em maniferos" e "farma-
ceuticamente aceitdvel', referem-se a entidades moleculares e
composigdes gque néo produzam uma reacgéo alérgica ou

inconveniente similar, quando administrados a um mamifero.

Uma vacina pode também incluir um adjuvante como parte do
excipiente. Adjuvantes como O adjuvante de Freund completo (CFA)
e o adjuvante de Freund incompleto (IFA) para se utilizar em ma-=
miferos de laboratério sdo bem conhecidos na arte. Podem-se tam-
bém utilizar adjuvantes farmaceuticamente aceitdveis tais como o
altmen. Uma vacina exemplificativa compreende assim, um ml de
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo cerca de 1 mg
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a cerca de 5 mg de homélogo de Diq adsorvido sobre de cerca de
0,5 mg a cerca de 2,5 mg de altmen. Uma vacina preferida compre-
ende 1 ml de PBS contendo 1 mg de homélogo de Djg adsorvido sobre
2,5 mg de alumen.

Os anticorpos anti-homdlogo de Dsjq produzidos pela vacinacgéo
anterior recolhem-se dos mamiferos e isolam-se os que sdo imuno-
-especificos para o homélogo de D3q; até a porcgédo desejada, por
técnicas bem conhecidas tais como, por exemplo, cromatografia de
imunoafinidade.

Podem-se também produzir composigbes de anticorpos anti-ho-
mélogo de D3q, monoclonais, utilizando processos bem conhecidos

na arte. Ver, por exemplo, Antibodies: A Laboratory Manual,

Harlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor, NY. Um anticorpo
anti-homélogo de Djq; monoclonal, contém, dentro dos limites
detectiaveis, apenas uma espécie de local de combinacédo de
anticorpos capaz de ligar imunologicamente, de modo eficaz, um
homélogo de D5g e apresenta uma Unica afinidade de ligagdo para
um homélogo de Djq-

0 anticorpo anti-homélogo de Djg monoclonal ou policlonal
produzido anteriormente utiliza-se para preparar um anticorpo an-
ti-(idiotipo D3g), inoculando um mamifero de laboratdério com uma
gquantidade eficaz de um anticorpo anti-homélogo de Dj3g produzido
anteriormente para produzir anticorpos anti-(idiotipo D3q). Iso-
lam-se os anticorpos anti-(idiotipo D3g) capazes de ligar um an-
ticorpo anti-homélogo de Ds3q, até a proporgdo desejada, por téc-
nicas bem conhecidas tais como, por exemplo, cromatografia de
imunoafinidade.

Os anticorpos anti-(idiotipo D3g) capazes de ligar um anti-
corpo anti-homélogo de Djj s3o entdo testados gquanto & sua capa-
cidade para se ligarem ao local de ligagdo de D3y do Mac-1, indi-
cando que estes anticorpos anti-idiotipo possuem a imagem interna
de um homélogo de Djg. OS anticorpos anti-(idiotipo D3q) que 1li-
gam o local de ligagdo de D5y do Mac-1 sio seleccionados e séo

tteis na pratica deste invento. Tipicamente, testa-se um anticor-
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po anti-(idiotipo D3gp) quanto a4 sua capacidade para se 11-;
local de ligagdo de D3y do Mac-1, por um ensaio de competigdo com
um homélogo de Djq marcado. Selecciona-se entdo o anticorpo anti-
-(idiotipo D3g) dque compete neste ensaio de competicgéo.

Podem-se também preparar anticorpos anti-(idiotipo D3q) ade-
quados, na forma monoclonal, tipicamente anticorpos completos,
utilizando a tecnologia de hibridomas descrita por Reagan et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84:3891-95 (1987), cuja descrigédo se

incorpora no presente invento como referéncia. Resumidamente,
para formar o hibridoma, a partir do qual se produz a composigao
de anticorpos anti-idiotipo monoclonais, funde-se um mieloma ou
outra linha celular auto-perpetuante com os linfécitos obtidos do
bago de um mamifero hiper-imunizado com um anticorpo anti-Djq.

prefere-se que a linha celular de mieloma seja da mesma
espécie que os linfécitos. Tipicamente, o mamifero preferido é um
ratinho da estirpe 129 c1xt. Os mielomas de ratinhos adequados
para uso no presente invento incluem as linhas celulares
sensiveis a hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) P3X63-
-Ag8.653, e Sp2/0-Agl4, que estdo disponiveis na American Type
Culture Collection, Rockville, MD, sob as designagbdes CRL 1580 e
CRL 1581, respectivamente.

Os splenécitos fundem-se tipicamente com células de mieloma
utilizando polietilenoglicol (PEG) 1500. OS hibridos fundidos se-
leccionam-se pela sua sensibilidade ao HAT. Identificam-se os hi-
bridomas que segregam as moléculas de anticorpos anti-idiotipos
deste invento utilizando processos serolégicos tais como o ensaio
de diagndstico, ensaio de imunossorcdo de enzima ligado (ELISA),
comercialmente disponivel, para detectar anticorpos para um anti-
corpo anti-homélogo de Dj3q. Uma vez que se mostre que O hibridoma
segrega um anticorpo anti-idiotipico que liga um anticorpo
anti-homélogo de Dj3q, testam-se ainda estes anticorpos quanto a
sua capacidade de competigéo com um homélogo de Djg para a
ligacdo ao local de ligagdo de D3q do Mac-1.

Pode-se produzir uma composigdo de anticorpos anti-idioti-
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picos monoclonais do presente invento iniciando uma c
hibridomas monoclonais compreendendo um meio nutriente contendo
um hibridoma gue segrega moléculas de anticorpo com a especifici-
dade para o anti-(idiotipo D5,) adequado. Mantém=-se a cultura sob
condicdes, e durante um periodo de tempo, suficientes para o hi-
bridoma segregar as moléculas de anticorpo para o meio. Recolhe-
-se entdo o meio contendo anticorpos. Podem-se entdo isolar adi-
cionalmente as moléculas de anticorpo anti~(idiotipo D545) por

técnicas bem conhecidas.

Os meios Uteis para a preparagdo destas composigdes sdo bem
conhecidos na arte e estdo comercialmente disponiveis e incluem
meios de cultura sintéticos, ratinhos co-sanguineos e similares.
Um meio sintético ilustrativo é o meio essencial minimo de
Dulbecco (DMEM; Dulbecco et al., Virol., 8:396 (1959)) suple-
mentado com glucose a 4,5 g/l1, glutamina 20 Mm, e soro de bovino
fetal a 20%. Uma estirpe de ratinhos co-sanguineos ilustrativa é
Balb/c.

E. Processos de Inibicdo da ligacdoc do receptor Mac~1l a um

ligando de Mac-1 e de inibicdo da inflamacdo mediada pe-
lo receptor Mac-1.
1. Processos terapéuticos utilizando um homélogo de Dsg .

0 presente invento contempla um processo de inibigdo da
ligagdo do receptor Mac-1 a um ligando do local de ligagdo de Djg
do Mac-1 (ligando de Mac-1) num paciente, por administracgdo ao
paciente de uma gquantidade terapeuticamente eficaz de uma
composigdo contendo um homélogo de D;, disperso num excipiente
farmaceuticamente aceitével.

Um ligando de Mac-l1 é qualquer proteina, virus, polipéptido,
parasita, bactéria, hormona, molécula efectora, molécula da su-
perficie celular, célula imunitdria ou sua porgdo que se liga ao
local de ligagdo de D3, presente no receptor Mac-1 e inibe a
ligagdo de D3y ao local de ligagdo de D3y do Mac-1l. Os exemplos
de ligandos do local de ligagdo de D3y do Mac-l1 incluem
fibrinogénio D3y, e vdrios parasitas bacterianos. Ver, por
exemplo, Payne et al., J. Exp. Med., 166:329-331 (1987) and
Russel et al., J. Exp. Med., 168:279-292 (1988). Na descrigdo que
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se segue, usar-se-a o fibrinogénio como um ligando do 1dCal de
ligagdo de D3; do Mac-1 ilustrativo e assim, deve-se entender que
o invento contempla todos os ligandos do local de ligagdo de D3q

do Mac-1 e nao estda limitado ao fibrinogénio.

A inibigdo da ligagdo de fibrinogénio mediada pelo receptor
Mac-1 num paciente detecta-se ensaiando a fung¢do neutrdéfila do
paciente. Estes ensaios podem-se realizar in vivo ou in vitro e
incluem ensaios para detectar a aderéncia celular, a quimiotaxia
e a fagocitose e a falta de capacidade para localizar in vivo os
locais de inflamag¢do. Ver, por exemplo, Tayler et al., J. Clin.
Invest., 67:584 (1984), e Price et al., J. Clin. Immuno.,
139:4174-4177 (1987).

A inibigdo da ligacdo de fibrinogénio mediada pelo receptor

Mac-1 pode-se determinar in vivo determinando a quantidade de

ligagdes de homélogo de D5y aos neutrdéfilos isolados do paciente.
Recolhem-se amostras de sangue em vidrios tempos apdés a adminis-
tragcdo do homélogo D3, e determina-se a quantidade de fibrinogé-
nio marcado adicional ou homélogo de D3, que se pode ligar aos
neutrdéfilos isolados das amostras de sangue. Comparando a quan-
tidade de fibrinogénio marcado adicional ou homélogo de D3y que
se liga a estes neutréfilos, com a quantidade de fibrinogénio
marcado ou homélogo de D3, ligado por linfécitos de controlo, de-
termina-se o nivel da inibigdo da ligagdo de fibrinogénio mediada
pelo Mac-1l. Ver, por exemplo, Price et al., J. Immuno., 139:4174~-
-4177 (1987).

Outros processos de determinagdo da inibigdo da ligagdo de
fibrinogénio mediada pelo receptor Mac-1 incluem a detecgdo da
migracdo de neutréfilos para os locais inflamatdérios in vivo. Ti-
picamente, pode-se criar o local inflamatério colocando subcuta-
neamente esponjas de polivinilo empacotadas em formagdo, em vari-
os locais. Ver, por exemplo Price et al., J. TImmuno., 139:4174-
-4177 (1987) e Price et al., J. Clin. Invest., 59:475 (1977).

Colocam-se as esponjas sub-cutaneamente fazendo incisbées esté-

reis. Recolhem-se amostras de sangue directamente das esponjas
sub-cutidneas e determina-se o nimero de neutrdéfilos. Recolhem-se
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amostras de sangue em varios tempos antes e depois da adminis-
tracdo do homélogo de Dj3g, determina-se o numero de neutréfilos e
portanto determina-se a quantidade de ligagdes de fibrinogénio
mediadas pelo receptor Mac-1.

Outros processos de detecgdo de uma variagdo no padréo da
migragdo de neutréfilos in vivo incluindo varios processos de
deteccdo da localizagdo de neutréfilos utilizando anticorpos mar-
cados que ligam neutrdéfilos, também serdo uteis na pratica deste
invento. Um perito na arte perceberd que estas técnicas permitem
a localizacgdo de células marcadas dentro de um paciente vivo. Pa-
ra exemplos de véarias técnicas de formacdo de imagem in vivo, ver
Zalcberg, Am. J. Clin. Oncol., 8:481-484 (1985); Delaloye et al.,
J. Clin. Invest., 37:301-311 (1986); Haber, Ann. Rev. Med.,
37:249-261 (1986); e Wahl et al., J. Nucl. Med., 24:316-325
(1983).

0s pacientes nos gquais a inibicdo da ligagdo no receptor
Mac-1 é um ligando de Mac-1 tal como o fibrinogénio seria clini-
camente util, incluem pacientes com enfarte de miocdrdio muito
recente (dentro de 40 horas do acontecimento agudo) onde o homé-
logo de D3 possa evitar a acumulacdo de neutréfilos em tecidos
expostos devido a leséao desses tecidos. Outros pacientes com
necessidade de inibigdo da ligagdo do receptor Mac-1 a ligandos
de Mac-1 incluem pacientes com respostas auto-imunes, reaccgoes
inflamatdrias gerais ou inflamatérias localizadas e pacientes com

nefrite glomerular.

0 presente invento contempla também um processo de inibigéo
da inflamacdo mediada pelo receptor Mac-l num paciente, por admi-
nistragdo ao paciente de uma quantidade terapeuticamente eficaz
de wuma composigdo compreendendo O homélogo de Djgq
substancialmente puro e farmaceuticamente aceitdvel, disperso
conjuntamente com um excipiente (transportador) farmaceuticamente

aceitavel.

A inibicdo da inflamagdo mediada pelo receptor Mac-1 detec-

ta-se detectando a inibigdo da acumulagdo de neutréfilos no local
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de uma inflamagdo que produz lesdo ou ferimentos. Por exemplo, O
ntmero de neutréfilos que se acumula no local de uma esponja co-
locada sob a pele pode-se determinar tanto antes como depois de
se administrar um homélogo de Dj3g ao paciente. Ver, por exemplo,
Price et al., J. Immuno., 139:4174-4177 (1987).

A inflamacdo mediada pelo receptor Mac-1 inclui qualdquer das
fungdes bioldgicas possuidas por um linfécito possuindo um recep-
tor Mac-1 na superficie das suas células. As fungdes bioldégicas
tipicas possuidas por estes 1infécitos incluem a adeséo das célu-
las que possuem o Mac-1 ao endotélio vascular, a fagocitose de
particulas opsonizadas do complemento, a gquimiotaxia e as inter-
acgbes especificas com as proteinas da matriz extra-celular. O
presente invento contempla também a inibigdo de outrs fungdes dos
1infécitos mediadas pelo Mac-1 que ocorrem apés a ligagdo de um
homélogo de D5y ao receptor Mac-1. A inibicdo deste tipo de res-
postas metabélicas estd contemplada pelo presente invento. Por
exemplo, com a activagao de neutréfilos, sabe-se que ocorrem
acontecimentos metabdlicos tais como uma erupcdo da geragdo de
0,. Ver Nathan et al.,J. Cell Biol., 109:1341-1349 (1989).

Administra-se, um homélogo de Djq;, tipicamente, como uma
composicdo farmaceuticamente aceitavel na forma de uma solugdo ou
suspensdo, no entanto, como é bem conhecido, os péptidos e pro-
teinas tais como um homélogo de D3qg tanbém se podem formular para
administracdo terapéutica na forma de comprimidos, pilulas, cép-
sulas, formulagdes de libertacdo sustida ou pdés. Em qualquer ca-
so, a composigdo administrada contém pelo menos cerca de 0,10%
até cerca de 99% em peso de um homélogo de D;p por peso da compo-
sicdo, preferivelmente 10%-90%, e mais preferivelmente 25-75%.

Adiministra-se a composigdo de uma maneira compativel com a
formulagdo da dosagem, e numa quantidade terapeuticamente eficaz.
A quantidade a administrar depende de sujeito a tratar, da capa-
cidade do sistema hemostdtico sanguineo do sujeito para utilizar
o ingrediente activo, e do grau da inibicdo da inflamagao mediada
pelo receptor MAc-1 ou da inibicdo da ligagdo de fibrinogénio
mediada pelo receptor Mac-1 que se deseja. As quantidades
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precisas de ingrediente activo necessarias para administragao
dependem da opinido do médico e sdo especificas para cada
individuo.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz de homélogo de D3
pode-se expressar COmo uma quantidade suficiente para produzir
uma concentragdo final de homélogo de Djg NO sangue de um pacien-
te. Esta concentrag¢do no sangue pode-se determinar por um ensaio
in vitro para o Dj3g numa amostra de um liguido corporal (p.ex.,

sangue), tal como se descreve no presente invento, ou pode-se
calcular com base no peso corporal do paciente e volume de san-

gue, como é bem conhecido.

As gamas de dosagem adequadas de um homélogo de D3g, para oS
processos terapéuticos descritos no presente invento, sdo da or-
dem de 0,1 a 20 miligramas, preferivelmente um a dez miligramas
de homélogo de Djg por guilograma de peso corporal do paciente
por dia, e dependendo da via de administracdo. Apresentado de ou-
tro modo, uma dosagem terapeuticamente eficaz é uma quantidade
suficiente para produzir uma concentracdo intravascular de D3g no
sangue do paciente na gama de 0,1 a 100 pg/ml, preferivelmente de

cerca de 10 a 20 ug/ml.

2. Processos terapéuticos utilizando um anticorpo anti-(idi-

0 presente invento contempla um processo de inibigédo da

ligacdo de fibrinogénio mediada pelo Mac-1 num paciente, compre-
endendo a administragdo ao referido paciente de uma gquantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-(idiotipo D3g) que
se detecta ensaiando a fungdo dos 1infécitos ou neutréfilos do
paciente. Os ensaios para determinar uma fungdo dos linfécitos ou
neutréfilos de um paciente sdo os ensaios iguais ou semelhantes
aos utilizados para determinar a funcdo dos linfécitos descrita

anteriormente na secgéo El.

A inibicdo da ligagdo do fibrinogénio mediada pelo receptor
Mac-1 pode-se determinar in vivo determinando a quantidade de
ligagdo de anticorpos anti-(idiotipo D3q) a neutréfilos isolados
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do paciente. Recolhem-se amostras de sangue em VAario

na-se a quantidade de fibrinogénio marcado adicional ou homélogo
de Dj3o que se pode ligar aos neutréfilos isolados das amostras de
sangue. Comparando a quantidade de fibrinogénio marcado adicional
ou homélogo de D35, due se liga a estes neutréfilos com a
guantidade de fibrinogénio marcado ou homélogo de Diq ligado por
l1infécitos de controlo, determina-se O nivel da inibigédo da
ligacédo de fibrinogénio mediada pelo Mac-1. Ver, por exemplo,
Price et al., J. Immunol., 139:4174-4177 (1987).

outros processos de determinagdo da inibicdo da ligagdo de
fibrinogénio mediada pelo receptor Mac-1 incluem a detecgdo da
migragdo de neutréfilos para locais inflamatdérios in vivo. Exem-

plos destes ensaios estio descritos acima na secgdo El.

Outros processos de deteccdo de uma variacdo no padrao da

nigragdo de neutréfilos in vivo apés administragdo de um anticor-

po anti-(idiotipo Djq) incluindo vdrios processos de detecgéo da
localizagdo de neutréfilos utilizando anticorpos marcados que li-
gam neutréfilos também serio Uteis na pratica deste invento.

0 presente invento contempla também um processo de inibigéao
da inflamacdo mediada pelo receptor Mac-1 num paciente, por admi-
nistracdo ao paciente de uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma composigdo contendo um anticorpo anti-(idiotipo D3q) dis-

perso num excipiente farmaceuticamente aceitavel.

A inibicdo da inflamagdo mediada pelo receptor Mac-1 detec-
ta-se detectando a inibigdo da acumulagdo de neutréfilos no local
de lesdo ou ferimento que produz inflamagéo.

Fm outras concretizacgdes preferidas, estd contemplado um
processo de inibigdo da ligagdo de fibrinogénio mediada pelo re-
ceptor Mac-1 num paciente, por administracdo ao paciente de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-(idiotipo

D3q) -
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0 anticorpo anti-(idiotipo Djq) administrado nestas concre-
tizagbes é um anticorpo anti-(idiotipo D3q) purificado e pode ser
um sélido, um liquido ou uma pasta.

outras concretizacodes preferidas contenplam um processo de
inibigdo da inflamagéo mediada pelo receptor Mac-1 num paciente
por administracgdo ao paciente de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um anticorpo anti-(idiotipo D3q).

Administra-se, tipicamente, um anticorpo anti-(idiotipo Djg)
como uma composigao farmaceuticamente aceitavel na forma de uma
solucdo ou suspensdao, no entanto, como é bem conhecido, também se
podem formular péptidos e proteinas tais como um anticorpo
anti-(idiotipo D5g) para administracdo terapéutica na forma de
comprimidos, pilulas, capsulas, formulagdes de libertacgéo sustida
ou pés. Em qualquer caso, a composigcdo administrada contém de
cerca de 0,10% a cerca de 99% de um anticorpo anti-(iditotipo

D3q) preferivelmente 10%-90% e mais preferivelmente 25-75%.

A preparagdo de composigdes terapéuticas que contém anticor-
pos como ingredientes activos é bem conhecida na arte. Tipicamen-
te, estas composigdes preparam-se na forma de solugdes ou sus-
pensdes liquidas injectdveis, no entanto, podem-se também prepa-
rar formas sdélidas adequadas para dissolver ou suspender num li-
guido antes da injecgédo. Pode-se também emulsionar a preparagao.
Por vezes mistura-se o ingrediente terapéutico activo com excipi-
entes inorgédnicos e/ou organicos que sejam farmaceuticamente
aceitdveis e compativeis com o ingrediente activo (péptido). Os
excipientes adequados sdo, por exemplo, &gua, solugéo salina,
dextrose, glicerol, etanol ou similares e suas combinagdes. Em
adicdo, se for desejado, a composigdo pode conter quantidades mi-
nimas de substéncias auxiliares tais como agentes molhantes ou
emulsionantes e agentes tamponantes do pH que aumentam a eficécia
do ingrediente activo.

Uma composigdo terapéutica itil na prdtica do presente in-
vento pode conter um anticorpo anti-(idiotipo Djgq) formulado na

composigdo terapéutica na forma de um sal neutralizado farmaceu-
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ticamente aceitavel. Os sais farmaceuticamente aceitaveis incluem
os sais de adicdo de dcido (formados com OS grupos amino livres
da molécula de polipéptido ou de anticorpo) e que se formam com
sdcidos inorganicos tais como, por exemplo, os dcidos cloridrico
ou fosférico, ou com &cidos orgénicos tais como os Acidos acéti-
co, oxalico, tartarico, mandélico, e similares. Também se podem
derivar sais formados com 0OS Jrupos carboxilo livres a partir de
bases inorgénicas tais como, por exemplo, hidréxidos de sdédio, de
potdssio, de aménio, de cdlcio, ou férrico, e de bases organicas
tais como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino-etanol, his-

tidina, procaina, e similares.

Administra-se, convencionalmente, a composigdo terapéutica
contendo um anticorpo anti-(idiotipo Dj3g) PO¥ via intravenosa,
por injecgdo de uma dose unitéria, por exemplo. No entanto,
também estd contemplada a administragdo de uma composicgdo
contendo o anticorpo anti-(idiotipo D3q), POr via transdérmica. O
termo "dose unitdria" gquando utilizado em referéncia a uma
composicdo terapéutica utilizada no presente invento refere-se a
unidades fisicamente discretas adequadas como dosagens unitdrias
para o Homem, cada unidade contendo uma gquantidade
pré-determinada de material activo, calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associacdo com o excipiente
necessario.

Administra-se a composigdo contendo um anticorpo
anti-(idiotipo D5y) de uma maneira compativel com a formulagdo da
dosagem, e huma guantidade terapeuticamente eficaz. A guantidade
a administrar depende do sujeito a tratar, da capacidade do
sistema hemostatico do sangue do sujeito para utilizar o
ingrediente activo, e do grau da inibigéo da inflamagdo mediada
pelo receptor Mac-1 ou da inibicdo da ligagdo de fibrinogénio
mediada pelo receptor Mac-1 desejado. As quantidades precisas de
ingrediente activo necessadrias para administrar dependem da
opinido do médico e séo especificas para cada individuo. No
entanto, as gamas de dosagens adequadas sdo da ordem de um a
centenas de nanomoles de homélogo de D3g POr guilograma de peso
corporal por minuto e dependem da via de administracgao.
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F. Processos de deteccdo de homdélogos de Dijg_& Complexos
Mac-1:homélogo de Djq-

0 presente invento contempla qualguer processo que resulte
na deteccgdo de um homélogo de Djg produzindo um produto de reac-
cdo utilizando um anticorpo monoclonal, um anticorpo policlonal,
ou receptores Mac-1. Os peritos na arte entenderdo que existem
numerosos procedimentos quimicos de diagndstico clinico bem co-
nhecidos que se podem utilizar para formar e detectar estes pro-
dutos de reacgdo. Assim, embora se descrevam no presente invento
processos de ensaios exemplificativos, o invento ndo é tdo limi-
tado.

Podem-se empregar varios protocolos de ensaios heterogéneos
e homogéneos, competitivos ou ndao competitivos, para detectar a
presenga, e preferivelmente a guantidade, de um homélogo de Djq
numa composicfo liquida.

Pode-se detectar um homélogo de D3g em gualquer amostra, tal
como uma amostra sélida, liquida ou de um fluido corporal. Em
concretizagdes preferidas, detecta-se um homélogo de Do em amos-
tras de fluido corporal, incluindo sangue, plasma, soro, muco,

expectoragdo e similares.

Pode-se também detectar um homélogo de D3g in vitro ou in

vivo em varios tecidos e orgdos. Nas concretizacgdes preferidas

podem-se ensaiar fatias de tecido ou secgdes de tecido quanto a
presenga e localizagdo de um homélogo de D3qg. Noutras concretiza-
¢bes preferidas podem-se ensaiar orgdos in vivo quanto a presen-
ca, e para determinar a localizagdo, de um homélogo de Djgq-

A detecgdo da quantidade de homélogo de D3y presente in
vitro ou in vivo é util porque a quantidade de homdlogo de Djq
presente correlaciona-se com a quantidade de ligagdes de D3g € de

inflamacdo presentes no animal analisado.

A determinacdo da quantidade de homélogo de D3 ligado e da
quantidade de inflamagdo presente no animal analisado permite que
a administracdo de um homélogo de D30 a um paciente seja contro-
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lada para determinar o estado clinico do paciente.

Nas concretizagées preferidas o presente invento contempla
um processo de determinagdo da presenga €, preferivelmente, da
guantidade, de um homélogo de Do numa composicdo liguida. Os
passos deste processo incluem:

(1) misturar uma primeira amostra de células activadas
possuindo receptores Mac-l com uma guantidade pré-determinada de
uma composigdo liquida contendo um homélogo de Djo € uma
guantidade pré-determinada de um homélogo de D3y marcado para

formar uma mistura reaccional;

(2) manter a mistura reaccional formada no passo (1) durante
um periodo de tempo pré-determinado, suficiente para que O
homélogo de D, presente na composicdo liquida se ligue aos re-
ceptores Mac-1l e se forme um complexo receptor Mac-1l:homélogo de
D3g © para permitir que o homélogo de Djj marcado se ligue aos
receptores Mac-1 e se forme um complexo receptor Mac-1:homélogo

de Djq marcado;

(3) testar quanto a presenca e/ou quantidade de complexo re-
ceptor Mac-1:homélogo de D3 marcado, formado no passo (2), de-
tectando-se assim a presenga e/ou quantidade de homélogo de Dj3g
na composicéo;

Noutras concretizagdes preferidas, o passo de ensaio (c¢)

compreende ainda os passos de:

(i) misturar uma segunda amostra de células activadas possu-
indo receptores Mac-1 com uma guantidade pré-determinada de
homélogo de D5y marcado para formar uma mistura de ligagdo;

(ii) manter a mistura de ligagdo formada no passo (i) duran-
te um periodo de tempo pré-determinado para pernitir que o
homélogo de D3y marcado se ligue aos receptores Mac-1 e que sé
forme um complexo receptor Mac-1l:homélogo de Djj marcado;
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Mac-1:homdélogo de Djq marcado, formado no passo (ii);

(iv) comparar as guantidades de complexo receptor
Mac-1:homdlogo de D3, marcado determinadas nos passos (2) e
(iii), detectando assim a quantidade de um homélogo de D3y nha
composigdo liguida.

Mistura-se uma primeira amostra de células activadas possu-
indo receptores Mac-1 com uma guantidade pré-determinada de uma
composicdo liquida contendo um homélogo de D3o € uma quantidade
pré-determinada de um homélogo de D3y marcado para formar uma
mistura reaccional de competigéo.

As células activadas possuindo receptores Mac-1 na sua
superficie celular preparam-se isolando neutréfilos polimorfonu-
cleares, outros linfécitos ou jeucécitos e activando-os com pé-
ptido quimiotéctico tal como © formil-metionil-leucil-fenilalani-
na (fMLP). Para exemplos de protocolos de produgao de células ac-
tivadas possuindo receptores Mac-1 na sua superficie celular ver,
Altieri et al., J. Cell Biol., 107:1893-1900 (1988) e Altieri et
al., J. Cclin. Invest., 78:968-976 (1986).

A célula activada contendo um receptor Mac-1l pode ser um
neutréfilo, uma célula polimorfonuclear (PMN), uma célula de cul-
tura de tecido estabelecida ou qualquer outra célula que se saiba
conter o receptor Mac-1. As PMN igsoladas de um doador humano e
activadas como se descreve no exemplo 2 séo preferidos.

Uma quantidade pré-determinada de uma composigdo liquida
contendo um homdélogo de Dj3gq é uma guantidade de composigéo
liguida contendo D35 que seja util e facilmente testada.
Mostrou-se gque esta quantidade pré-determinada de compo- sigéo
liguida contendo homélogo de D3q é util realizando uma sé- rie de
ensaios teste com uma guantidade de conmposigdo liquida contendo
uma concentracdo conhecida de homélogo de D3, suficiente para
permitir que se realize o ensaio. As quantidades preferidas de

uma composigdo liquida estéo entre cerca de 1 microlitro (ul) e
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cerca de 1000 pl. Preferivelmente, a composigdo liquida contém
cerca de 2,5 milimolar de cloreto de cdlcio.

A composicdo liquida contém também um homélogo de D3y marca-
do. Uma marcag¢do é um dtomo ou molécula que esteja directamente
ou indirectamente envolvido na producdo de um sinal detectavel
para indicar a presenga de um complexo. Pode-se ligar ou incorpo-
rar qualquer marcac¢do ou meio de indicagdo numa composigdo de
proteina expressa, polipéptido, ou anticorpo, ou anticorpo
monoclonal, do presente invento, ou utilizar separadamente, e po-
dem-se utilizar estes &tomos ou moléculas sdézinhos ou em
conjuncdo com reagentes adicionais. As marcagdes incluem varias
marcag¢des udteis in vivo, dentro do corpo de um paciente, tais
como 1111n, 99Tc, 67Ga, 186Re, e 1327,

A marcacdo pode ser um agente de marcagdo fluorescente que
se ligue quimicamente a anticorpos ou antigénios sem os desna-
turar, para formar uma fluorescéncia (coloragdo) que seja um in-
dicador imunofluorescente Util. Os agentes de marcagdo fluores-
centes adequados sfdo fluorocromos tais como isocianato de
fluoresceina (FIC), isotiocianato de fluoresceina (FITC), cloreto
de 5-dimentilamin-1-naftalenosulfonilo (DANSC), isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC), lissamina, cloreto de sulfonilo roda-
mina 8200 (RB 200 SC) e similares. Encontra-se uma descrigédo de
técnicas de andlise de imunofluorescéncia em Deluca
"Immunofluorescence Analysis"; em Antibody As A Tool, Marchalonis
et al., eds., John Wiley & Sons, Ltd., pp. 189-231 (1982), a qual
se incorpora aqui como referéncia.

Em concretizacdes preferidas, a marcagdo é uma enzima, tal
como peroxidase de rabano silvestre, (HRP), glucose-oxidase ou
similares. Nestes casos, onde o grupo de indicagdo principal é
uma enzima tal como a HRP ou a glucose-oxidase, sdo necesséarios
reagentes adicionais para visualizar o facto de se ter formado um
complexo receptor-ligando (imuno-reagente). Estes reagentes
adicionais para a HRP incluem perdéxido de hidrogénio e um
precursor de um corante de oxidagdo, tal como a diaminobenzidina.
Umn reagente adicional dtil com a glucose-oxidase é o
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2,2’-azino-di(dcido 3-etil-4,2-benzotiazolino-G-sulfdnico)
(ABTS).

Os elementos radioactivos também sdo tteis como marcagdes.
Uma radiomarcagdo ilustrativa é um elemento radioactivo que pro-
duz raios gama. Os elementos que emitem, eles proéprios, raios
gama, tais como 124y, 1257, 128y 131y 1327, o Slcr, representam
uma classe de grupos de indicagdo de elementos radioactivos que
produzem emissdo de raios gama. O 1257 ¢ particularmente
preferido. Outro grupo de grupos de indicagdo util, séo os
elementos tais como llc, 18p 150 e 13N os quais emitem
positrbées. Os positrbes assim emitidos produzem raios gama quando
se encontram com electrdes presentes no corpo dos animais. Um
emissor beta, tal como o indio, também é util.

A ligacdo das marcagdes, i.e., a marcagdo de polipéptidos e
proteinas tais como um homélogo de D3y, € bem conhecida na arte.
Por exemplo, podem-se marcar as moléculas de anticorpo produzidas
por um hibridoma, por incorporacdo metabdélica de aminodcidos con-
tendo o radio-isdétopo, fornecidos como um componente no meio de
cultura. Ver, por exemplo, Galfre et al., Meth. Enzymol., 73:3-46
(1981). As técnicas de conjugagdo ou acoplamento de proteinas a-
través de grupos funcionais activados sdo particularmente aplicé-
veis. ver, por exemplo, Aurameas et al., Scand. J. Immunol., Vol.
8, 7:7-23 (1978), Rodwell et al., Biotech., 3:889-894 (1985), e
Patente dos E.U. N° 4.493.795, que se incorporam no presente in-
vento como referéncia. Em adicdo, podem-se realizar reacg¢bes de
acoplamento dirigidas a locais de modo a que a marcagdo ndo in-
terfira substancialmente com a capacidade das moléculas de anti-
corpo para ligar o seu antigénio especifico. Ver, por exemplo,
Rodwell et al., Biotech., 3:889-894 (1985).

Mantém-se a mistura reaccional durante um periodo de tempo
pré-determinado, suficiente para que o homélogo de D35 e ©
homélogo de D3y marcado, presentes na composicdo liquida, se li-
guem aos receptores Mac-1 e formem um complexo receptor
Mac-1:homélogo de D, e um complexo receptor Mac-l:homélogo de
D3 marcado.
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A quantidade de tempo suficiente para que o homélogo de®Ds3q
e o homélogo de Djq marcado se liguem aos receptores Mac-1 depen-
de de varios parametros fisicos incluindo a temperatura e a con-
centracdo dos varios reagentes. Em concretizacdes preferidas, ©O
periodo de tempo pré-determinado estd entre cerca de 1 minuto e
24 horas. Em concretizagbes mais preferidas, o periodo de tempo
pré-determinado estd entre cerca de 10 minutos e cerca de 1 hora.
Nas concretizagdes mais preferidas, © periodo de tempo
pré-determinado é entre cerca de 15 minutos e cerca de 30
minutos. Tipicamente, este periodo de tempo & pré-determinado

para optimizar o ensaio.

Tipicamente, mantém-se a mistura reaccional sob condigdes de
ensaios bioldégicos que mantém a actividade das moléculas de poli-
péptido e proteina incluindo o homélogo de D3g € ©O receptor Mac-1
que se pretende testar, e incluem uma gama de temperaturas entre
cerca de 4 graus C (4°C) e cerca de 459Cc, uma gama de valores de
pH entre cerca de 5 e cerca de 9 e uma forgca iénica variando en-—
tre a da agua destilada e a de cloreto de sédio cerca de um mo-
lar. Os processos de optimizagdo destas condigdes sdo bem conhe-

cidos na arte.

Ensaia-se a presenga de complexo receptor Mac-1:homélogo de
D3q marcado, formado mantendo a mistura reaccional no passo (2).

O0s processos directos ou indirectos utilizados para testar
qgquanto & presenga, € preferivelmente a quantidade, de complexo
receptor Mac-1:homélogo de Djj marcado, formado, dependenm da
marcagdo particular utilizada e sdo bem conhecidos na arte. Por
exemplo, pode-se determinar a gquantidade de radioactividade no

complexo receptor Mac-1:homélogo de Di3q marcado.

Alternativamente, podem-se utilizar processos de ensaio ho-
mogéneos tais como oOs descritos nas patentes dos E.U. N° 4 536
479; N° 4 233 401; N° 4 233 402 e Ne= 3 996 345, cujas descricdes
se incorporam no presente invento como referéncia, para
determinar a quantidade de complexo receptor Mac-1:D3g formado no
passo (2).
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Noutras concretizagdes preferidas, o passo de ensaio (3) é
um ensaio de competigdo. Nestas concretizagdes preferidas mistu-
ra-se uma segunda amostra de células activadas possuindo recepto-
res Mac-1 com uma guantidade pré-determinada de homélogo de Djg
marcado para formar uma mistura de ligagéo.

preferivelmente, a segunda amostra contendo O mesmo numero
de células activadas com a mesma concentracdo, mistura-se com o
homélogo de D3q marcado neste passo da mesma maneira que se mis-
turaram com o homélogo de D3y marcado e ndo marcado no passo (1).
A utilizacdo do mesmo numero de células activadas no passo (1) e
neste passo, permite a comparagdo facil da guantidade de complexo
receptor Mac-1l:homélogo de Dj3q marcado, formado em cada um dos
passos. Preferivelmente, misturam-se cerca de 4x10% células acti-
vadas numa concentragdo de 1,5x107 células activadas por milili-
tro (ml) com o homélogo de D3y marcado deste passo.

Mantém-se a mistura de ligagdo formada no passo (i) durante
um periodo de tempo pré-determinado para permitir que o homélogo
de Djq marcado se ligue aos receptores Mac-1 e forme um complexo

receptor Mac-1l:homélogo de Djq marcado.

Preferivelmente, mantém-se a mistura de ligagdo formada no
passo (i) durante o mesmo periodo de tempo pré-determinado e sob
as mesmas condigdes de ensaio biolégico que a mistura reaccional
de competigdo no passo (2). Mantendo a mistura de ligagdo e a
mistura reaccional de competigao durante o mesmo periodo de tempo
pré-determinado e sob as mesmas condigdes do ensaio bioldgico
permite comparar facilmente as guantidades de complexo receptor
Mac-1l:homélogo de Djg marcado determinadas no passo (3) e passo

(iii).

Determina-se a guantidade de complexo receptor
Mac-1:homélogo de D3y marcado formado no passo (ii).

Preferivelmente, O processo utilizado para determinar a
guantidade de complexo receptor Mac-1l:homélogo de Djg marcado
formado no passo (ii) é o mesmo processo que se€ utilizou para de-
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terminar a quantidade de receptor Mac-1l:homélogo de Djg
no passo (3). Utilizando o mesmo processo de determinacgédo tanto
no passo (3) como neste passo, podem-se comparar facilmente as
guantidades de complexo receptor Mac-1l:homélogo de Djg marcado

formado em cada um dos passos.

Comparam-se as quantidades de complexo receptor
Mac-1l:homélogo de Dsgq marcado determinadas no passo (3) e no
passo (iii), detectando-se assim a presenca de um homélogo de Dj3g
na composigdo liquida.

Utiliza-se a quantidade de complexo receptor Mac-1l:homélogo
de D5y marcado, determinada no passo (iii) para determinar o va-
lor de controlo de complexo marcado formado na auséncia de
homélogo de Dsqg. Ssubtrai-se entdo este valor de controlo a quan-
tidade de complexo receptor Mac-1:homélogo de D3 marcado, for-

mado no passo (iii).

Se a quantidade de complexo receptor Mac-1l:homélogo de Djq
marcado determinada no passo (iii) for superior a guantidade de
complexo receptor Mac-1:homélogo de Djq marcado determinada no
passo (3), entdo a composigdo liquida contém um homélogo de Djg.

Em concretizacdes preferidas, pré-determinou-se a guantidade
de homélogo de Dj, presente na composigdo liquida, necessaria
para produzir uma dada reducdo na guantidade de complexo receptor
Mac-1:homélogo de D3o marcado no passo (3). Tipicamente, pré-de-
termina-se a redugdo no complexo receptor Mac-1:homdélogo de Djgq
marcado produzida por uma série de composigdes liquidas contendo
varias quantidades conhecidas de um homélogo de D3 e usam-Seé pa=
ra produzir uma curva padréao.

Noutras concretizagdes preferidas, O presente invento
contempla outro processo de detecgédo da quantidade de um homélogo
de D5y nhuma amostra liquida. Os passos deste processo incluem;

(1) misturar um anticorpo especifico de D3y com uma quanti-
dade pré-determinada de uma amostra liquida contendo um homélogo
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de D3y para formar uma mistura de imuno-reacgdo;

(2) manter a mistura de imuno-reacg¢do formada no passo (1)
durante um periodo de tempo pré-seleccionado, suficiente para que
o homélogo de D,y presente na amostra liquida se ligue ao anti-
corpo e forme um complexo de imuno-reacg¢do contendo um homdélogo
de D3g € um anticorpo especifico de Djgi €

(3) determinar a quantidade de complexo de imuno~-reacgao,
formado no passo (2), detectando-se a quantidade de um homdélogo
de Djg dentro da amostra liquida.

Mistura-se um anticorpo especifico de D3q (um anticorpo an-
ti-D3g) com uma quantidade pré-determinada de uma amostra liquida
contendo um homélogo de Djq para formar uma mistura imuno-reacci-

onal.

Um anticorpo especifico de Djg é capaz de se ligar imunolo-
gicamente com um fragmento Djq de fibrinogénio mas ndo liga ou-
tros fragmentos do fibrinogénio. Tal como a extremidade N da ca-
deia o até ao aminodcido 130 ou a extremidade N da cadeia B até
ao aminoacido 130 ou a extremidade C extrema da cadeia gama. Pre-
ferivelmente, o anticorpo especifico de D5y liga o local de
ligagdo de D5y do Mac-1 presente no Djg € inibe assim a ligagéo
do homélogo de D3g ao receptor Mac-1 por meio do local de ligacgéo
de D3g do Mac-1.

0 local de ligagdo de Dg5q do Mac-1 é a porgdo do D3g que se
liga pelo receptor Mac-1l. Os fragmentos derivados de, ou homé-
logos de D3, podem conter um local de ligagdo de Djqy do Mac-1.

A produgdo de anticorpos tanto policlonais como monoclonais,
contra polipéptidos e proteinas, é bem conhecida na arte. Por
exemplo, ver o exemplo 3 desta descricdo e Antibodies: A Labora-
tory Manual, Harlowe e Lane, Eds., Cold Spring Harbor, NY (1988).

Em concretizagdes preferidas, o anticorpo especifico de Djg
& um anticorpo monoclonal produzido por um hibridoma ou por
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varios processos de engenharia genética. Ver por exemplo, Huse et
al., Science, 246:1275 (1989).

Preferivelmente, a amostra liquida contendo um homélogo de
D3y é uma amostra de um, fluido biolégico tal como sangue,
plasma, soro, espectoragdo, saliva e similares. Preferivelmente,
a quantidade da amostra liquida misturada é conhecida.

Preferivelmente, o anticorpo anti-Dj, é marcado, i.e., esta
operativamente ligado a um meio de indicagdo tal como uma enzima,
un radionuclido e similares.

Preferivelmente, o anticorpo anti-D;, estd presente como
parte do suporte sdélido, i.e., estd operativamente ligado a uma
matriz sélida, de modo que a mistura imuno-reaccional formada €
um sélido e uma fase liquida. Em adigdo, prefere-se que a quanti-
dade de anticorpo anti-D,;, presente na mistura imuno-reaccional
contenha um excesso de locais de combinagdo do anticorpo em
relagdo a quantidade de homélogo de D5, presente na amostra
liquida.

Mantém-se a mistura imuno-reaccional durante um periodo de
tempo pré-determinado suficiente para que o homélogo de D3, pre=
sente na amostra liquida se ligue ao anticorpo e forme um comple-
xo de imuno-reacgdo contendo um homélogo de D3, e um anticorpo

anti"D3 0°

Tipicamente, mantém-se a mistura imuno-reaccional sob condi-
¢bes de ensaio bioldégico durante um periodo de tempo tal como en-
tre cerca de 10 minutos e cerca de 20 horas, a uma temperatura de
cerca de 4°9C a cerca de 459C, sendo este tempo suficiente para
que o homélogo de Djy presente na amostra ligquida imuno-reaja com
(se ligue imunologicamente) uma porgdo dos locais de combinagdo
do anticorpo anti-D4y no anticorpo anti-Dj, para formar um produ-
to de imuno-reacgdo contendo homélogo de Djg.

As condicdes de ensaio bioldgico sdo as condigdes que mantém

a actividade bioldégica dos reagentes imunoquimicos deste invento
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e o local do homélogo de Djg a ensaiar. As condigdes de ensaio
biolégico incluem uma temperatura de cerca de 49C até cerca de
45°c, um valor do reagente na gama de cerca de 5 a cerca de 9 e
uma forc¢a iénica variando entre a da adgua destilada e a de clo-
reto de sédio cerca de 1 molar. Os processos de optimizacdo des-
tas condigdes sédo bem conhecidos na arte.

Determina-se a quantidade do complexo de imuno-reacg¢dao con-
tendo Djq;, formado no passo (2), detectando-se assim a presenga

de um homdélogo de Dj dentro da amostra ligquida.

A determinacdo da gquantidade do produto de imuno-reacgéo
contendo homélogo de Dj,, directa ou indirectamente, pode-se
conseguir utilizando técnicas de ensaio bem conhecidas na arte, e
depende, tipicamente, do tipo de meio de indicagdo utilizado.

Nos processos de ensaio competitivo preferidos, relaciona-se
a quantidade de produto determinada no passo (3), com a guantida-
de de produto de imuno-reacgdo, similarmente formado e determi-
nado utilizando uma amostra liquida de controlo em vez da amostra
liquida, em que a amostra liquida de controlo contém, uma quanti-

dade conhecida de um homélogo de Djgq-

O presente invento contempla também um Processo de detecgéo
da guantidade de um complexo receptor Mac-1:homélogo de D3y numa
composicdo liquida. Este processo compreende os passos de:

(1) misturar um anticorpo anti-(complexo Mac-1l:homélogo de
D3o) capaz de se ligar especificamente a um complexo
Mac-1:homélogo de D3y, com uma quantidade pré-determinada de uma
amostra liquida contendo um anticorpo do complexo receptor
Mac-1:homélogo de D3y para formar uma mistura imuno-reaccional;

(2) manter a mistura imuno-reaccional durante um periodo de
tempo pré-determinado, suficiente para que o complexo receptor
Mac-1:homélogo de D3, presente na amostra liquida se ligue ao
anticorpo e forme um complexo de imuno-reaccdo contendo o comple-

¥o receptor Mac-l:homélogo de D3q € ©O anticorpo anti-(complexo
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Mac-1:homélogo de D3g)i €

(3) determinar a quantidade do complexo de imuno-reacgao
formado, detectando-se assim a presencga de um complexo receptor
Mac-1:homélogo de Djg dentro da amostra liquida.

A detecgédo da guantidade de presenga de complexo receptor
Mac-1:homélogo de Djq numa amostra liquida ou composigdo, obtida
de um animal, é Gtil porque a quantidade de complexo receptor
Mac-1:homélogo de D3q presente correlaciona-se com a quantidade
de receptor Mac-1 ligado ao homélogo de D35 e com a guantidade de
inflamagdo mediada pelo receptor Mac-1 presente nesse gnimal.

A determinacdo da quantidade de inflamagdo presente ou da
quantidade de receptor Mac-1 ligado por um homélogo de Djg é im-
portante no controlo do estado clinico de um paciente que esteja
a ser tratado com um homdélogo de D3 ou outros compostos
imuno-moduladores.

Preferivelmente, a amostra liquida é uma quantidade conheci-
da de um fluido corporal tal como sangue ou um produto derivado
do sangue tal como o sSOro ou O plasma.

Preferivelmente, a gquantidade de anticorpo anti-(complexo
Mac-1:homélogo de Djq) é conhecida e contém uma quantidade em
excesso de locais de combinagdo do anticorpo imuno-especificos
para um complexo Mac-1l:homélogo de Dj3g. Um anticorpo imuno-
-especifico para um complexo Mac-l:homélogo de Djg imuno-reage
com o complexo mas ndo com O Mac-1 ou com um homélogo de Djg iso-
lados. A produgdo de anticorpos imuno-especificos para um comple-
%0 e ndo para os componentes individuais de um complexo é conhe-
cida. Por exemplo, ver o exemplo 7. Sdo ainda preferidas as con-
cretizagdes onde o anticorpo anti-(complexo Mac-1l:homdélogo de
D3g) € marcado, i.e., esta operativamente ligado a um meio de

indicacdo tal como uma enzima, radionuclido e similares.

Preferivelmente, o anticorpo anti-(complexo Mac-1:homélogo

de D3q) estd presente como parte de um suporte sélido, i.e., esta
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operativamente ligado a uma matriz sélida, de modo qua a mistura

imuno-reaccional formada é um sélido e uma fase liquida.

Mantém-se a mistura imuno-reaccional durante um periodo de
tempo pré-determinado suficiente para que o complexo receptor
Mac-1:homélogo de D;go presente na amostra liquida se ligue ao
anticorpo e forme um complexo de imuno-reaccdo contendo o comple-
xo receptor Mac-l:homélogo de D3g € © anticorpo anti-(complexo
Mac-1:homélogo de D3q).

Preferivelmente, mantém-se a mistura imuno-reaccional sob
condigdes de ensaio bioldégico durante um periodo de tempo pré-de-
terminado tal como de cerca de 10 minutos a cerca de 20 horas, a
uma temperatura de cerca de 49¢ a cerca de 45°C, sendo este tempo
suficiente para que o complexo receptor Mac-l:homélogo de Djg
presente na composigédo liquida imuno-reaja com (se ligue imunolo-
gicamente com) uma porcdo dos locais de combinagdo do anticorpo
anti-(complexo Mac-1:homélogo de D3g) no anticorpo, para formar

um produto de imuno-reacgéo contendo o complexo Mac-1:homdélogo de

D30.

As condigdes de ensaio biolégico sdo as que mantém a activi-
dade biolégica dos reagentes imuno-quimicos deste invento e do
complexo receptor Mac-1:homélogo de Dj3g due Seé pretende testar.
Estas condigdes incluem uma temperatura de cerca de 49C até cerca
de 45°C, um valor de pH na gama de cerca de 5 a cerca de 9, numa
forca idénica variando entre a da 4gua destilada e a do cloreto de
cédio cerca de 1 molar. Os processos de optimizagédo destas
condigdes séo bem conhecidos na arte. Detecta-se a guantidade do
complexo de imuno-reacg¢do contendo o complexo receptor
Mac-1l:homdélogo de Djq;, detectando-se assim a presenga de um
complexo receptor Mac-1l:homélogo de Djg dentro da amostra
liquida.

A determinagdo da quantidade do produto de imuno-reacgéao
contendo complexo receptor Mac-1:homélogo de Djg formado, ou di-
rectamente ou indirectamente, pode-se realizar por técnicas de
ensaio bem conhecidas na arte, e depende, tipicamente do tipo de



72 916 ﬁ f;m

SCRF 207.0(POR) z?igm‘

meio de indicagdo utilizado.

G. Deteccdo de receptores Mac-1 in vivo

Estd contemplado um processo de deteccdo da presenca e pre-
ferivelmente da quantidade e localizagdo das células possuindo
receptores Mac-1 num mamifero. Administra-se parentericamente a
um sujeito humano uma quantidade eficaz de uma composigédo conten-
do um diluente fisiologicamente toleravel e uma quantidade de ho-
mélogo de Djgq ligado a um meio de indicag¢do in vivo. A
administracdo parentérica inclui administracdo intramuscular,
administracdo intravenosa, € administracdo noutros locais do
corpo, tais como no fluido sinovial. A gquantidade de composigoes
administrada é suficiente para ligar uma guantidade detectdvel de
receptores Mac-1. Em concretizagées preferidas, o homélogo de D3

2

é um fragmento Djq.

Quando utilizados no presente invento, os termos "marcacao"
e "meio de indicagao", nas suas virias formas gramaticais, refe-
rem-se a aAtomos simples e moleculares dque estejam directa ou
indirectamente envolvidos na produgdo de um sinal detectéavel para
indicar a presenga de um complexo. As marcacdes ou meios de
indicagdo "in vivo" sdo aqueles que sio tdteis dentro do corpo de
um sujeito humano. Pode-se ligar ou incorporar gualguer marcagéo
ou meio de indicagdo numa molécula de proteina expressa, de
polipéptido, ou de anticorpo que seja parte de uma composigdo de
anticorpos ou anticorpos monoclonais do presente invento, ou usar
separadamente, e podem-se utilizar estes &tomos ou moléculas so-
zinhos ou em conjuncdo com reagentes adicionais. Estas marcagdes
sdo, por si prdprias, bem conhecidas na quimica de diagnéstico
clinico e constituem uma parte deste invento apenas desde que se
utilizem com outros sistemas e/ou processos de proteinas novos.

A ligagdo de marcagles, i.e., a marcagdo de polipéptidos e
proteinas é bem conhecida na arte. Por exemplo, podem-se marcar
moléculas de anticorpos produzidas por um hibridoma, por
incorporacdo metabdlica de aminoacidos contendo um radio-isétopo
fornecidos como um componente nho meio de cultura. Ver, por exem-
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plo, Galfre et al., Meth. Enzymol., 73:3-46 (1981l). As técnicas
de conjugacdo ou acoplamento de proteinas através de grupos fun-
cionais activados sd@o particularmente aplicdveis. Ver, por exem-
plo, Aurameas et al., scand. J. Immunol., Vol. 8, 7:7-23 (1978),
Rodwell et al., Biotech., 3:889-894 (1984) e Patente dos E.U. N®
4 493 795.

Mantém-se entdo o sujeito durante um periodo de tempo pré-
-determinado, suficiente para que o homélogo de D3, se ligue aos
receptores Mac-1 presentes nas células do sujeito humano e forme
um complexo receptor Mac~-1:homélogo de Djq. Preferivelmente,
pré-determinou-se este periodo de tempo para optimizar a formagdo
dos complexos receptores Mac-1:homdlogo de Djq-

Ensaiou-se entdo o sujeito quanto a presenca, e preferivel-
mente, a localizagdo de guaisquer complexos receptores
Mac-1:homélogo de D3,y formados.

Exenplos
Pretende-se que os exemplos seguintes ilustrem, mas nao 1li-

mitem, o presente invento.

1. Preparacdo do fragmento D;g_de fibrinogénio de plasma

A. Purificacio do fibrinogénio de plasma

Isolou-se fibrinogénio a partir de plasma fresco por proce-
dimentos de fraccionamento em etanol frio. A um volume de plasma
adicionou-se 0,22 volumes de etanol a 50%, frio, pH 7,0, O que
baixou a temperatura para -39¢. Centrifugou-se a mistura e la-
vou-se o precipitado resultante com 0,5 volumes (volume original,
Vo) de etanol a 7%, pH 6,5 a -39¢. Recolheu-se o precipitado e
dissolveu-se em 0,25 VO de tampdo de citrato trissédico 0,55 N,
pH 6,5 a 30°C. Arrefeceu-se a solucdo resultante a zero Oc e
fez-se precipitar o fibrinogénio pela adigdo de etanol a 20%
frio, até uma concentragao final de 8% para formar fibrinogénio

purificado.



72 916
SCRF 207.0(POR)

45—

B. Digestdo proteolitica do fibrinogénio purificado

Dissolveu-se cinquenta miligramas (mg) de fibrinogénio puri-
ficado em 1 ml de uma solugdo de TBS contendo Tris HCL 0,01 M,
NaCl 0,14 M, pH 7,4 e fez-se digerir proteoliticamente por
plasminogénio activado por estreptoquinase (plasmina) de acordo

com o procedimento seguinte.

Preparou-se O plasminogénio activado por estreptoquinase
misturando plasminogénio (KABI, 20 unidades (U)) a 2 ml com
tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,4 e pré-incubando durante 10
minutos a 37°C com 500 U de estreptoguinase (Streptase, Behring).
Adicionou-se entdo esta solugdo com uma concentracgdo final de 18
microgramas por ml (ug/ml) a solucdo de fibrinogénio purificado
em ureia 2 M.

Manteve-se a mistura durante 2 horas a 379¢C. Terminou-se a
reacgdo proteolitica na mistura pela adigdo de Trasilol 50.000
U/ml (Sigma, St. Louis, MO). Dialisou-se extensivamente a solugdo
resultante de fragmentos de fibrinogénio, contra uma solucgao de
TBS, durante 24 horas a 40C. Mudou-se o tampdo de didlise em cada
8 horas. Recuperou-se entdo a solugdo dialisada e aplicou-se numa
coluna de Sephadex G-100 (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ). A
cromatografia em coluna realizou-se para separar OS fragmentos
resultantes da digestéo proteolitica do fibrinogénio. Pré-lavou-
-se a coluna com um tampao corrente de TBS seguido da aplicacgao
dos fragmentos de fibrinogénio dialisados. Recolheram-se fracgdes
de 3 ml e determinaram-se as massas moleculares dos fragmentos
separados por electroforese em gel de poliacrimida—dodecir-
sulfato de sédio a 10% (SDS-PAGE) com e sen redugdo por
mercaptoetanol a 3%.

Visualizaram-se trés fragmentos de diferentes massas molecu-
lares por coloragdo do gel com azul de Coomassie. Os fragmentos
X, D, e E tinham massas moleculares, respectivamente, de
aproximadamente 240 000, 85 000, e 50 000 sob condigdes nao
redutoras. Reuniram-se separadamente as fracgbes correspondentes
aos trés picos separados, dialisaram-se contra agua destilada, e
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concentraram-se por liofilizagdo.

C. Digestdo proteolitica do fragmento D para produzir um

homélogo de Dsq

Fez-se digerir o fragmento D de fibrinogénio com uma massa
molecular de 80 000 (80 KDa), purificado e concentrado, com
plasmina em ureia 2 M durante 24 horas a 37°9C, como se descreveu
no exemplo 1B. Terminou-se a digestdo e dialisou-se a solugdo
resultante como se descreveu no exemplo 1B. Recuperou-se a
solucdo dialisada e isolaram-se oS produtos da digestao por
cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) numa mono—-coluna-Q
(Pharmacia) equilibrada em fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,0.
Eluiram-se os fragmentos com uma solucdo de fosfato de sédio 0,01
M e cloreto de sédio 1 M, pH 7,0. Analisou-se a pureza das
proteinas eluidas nas fraccdes recolhidas em 15% SDS-PAGE sob
condicdes ndo redutoras. A coloracédo do gel com azul de Coomassie
revelou um fragmento de 30 kDa com homogeneidade superior a 90%.
0 produto purificado da digestdo proteolitica do fragmento D,
possuindo um kDa de 30 chamou-se D3g- Reuniram-se as fracgbes dos
picos contendo Djqg € concentraram-se por liofilizagao para
produzir um homélogo de D3q-

2. Ligagdo do D3 20 local de ligagdo de Dsg do receptor

Mac-1

A. Marcacio de um homélogo de D3q

Dissolveu-se iodogénio em diclorometano até uma concentragao
final de 1 pg/ml e secou-se 170 pl de iodogénio dissolvido no
fundo de um tubo de vidro. Ressuspendeu-se um homélogo de Dig;,
nesta altura purificado como se descreveu ho exemplo 1C, em
tampdo citrato de sédio 0,055 M, pH 7,4, até uma concentracgao
final de 5 ug/ml e colocou-se 200 ul de solugdo de Djq dissolvido
num tubo revestido de iodogénio com 700 pCi de iodeto de sédio
isento de transportador. Manteve-se a mistura em gelo durante 20
minutos com agitagdo ocasional. Para parar a reaccdo de iodagédo,
removeu-se a mistura do tubo e filtrou-se em gel, numa coluna de
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Sepharose G-25 grosseira (100 x 2,5). Determinaram-se as T

de homélogo de D5y iodado por contagem do &cido tricloroacético
precipitdvel. Radiomarcou-se O homélogo de D3g marcado produzido
até uma actividade especifica de 4,5 X 102 contagens por minuto

por ug de homélogo de D3q-

B. Preparacgdo das células

Recolheu-se sangue apés O consentimento informado de volun-
tdrios normais ndo medicados e anticoagulou-se com uma mistura de
4cido citrico 0,14 M, citrato trissédico 0,2 M, e dextrose 0,22
M. Centrifugou-se O sangue anticoagulado a 800 x g durante 15
minutos a temperatura ambiente e rejeitou-se o plasma sobrena-
dante rico em pladquetas. Ressuspendeu-se a pelota de eritrdécitos,
células mononucleares € polinucleares, e diluiu-se com um volume
igual ao volume inicial de sangue com PBS 0,14 M, pPH 7,4 arrefe-
cido. Esgotaram-se as células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) da suspensdo de células diluida por centrifugagdo em endo-
toxima baixa Ficoll-Hypadque (Sigma, St. Louis, MO) a 400 x g du-
rante 10 minutos a 18°C.

Recuperaram-se entdo as células polinucleares (neutréfilos)
na suspensdo de células esgotadas com PBMC por sedimentagédo de
dextrano. Ressuspendeu-se a pelota de células resultante, conten-
do neutréfilos, a uma cencentragao de 1,5 x 107 células/ml em RP-
MI 1640 isento de soro (Irvine Sscientific, Irvine, CA)
suplementado com Hepes 20 mM (Calbiochem Boehring, La Jolla, CA)
na presencga de cloreto de calcio 2,5 nM e
D-fenil-l-propil—l—arginina clorometilo 100 Mm (PPack; Calbiochem
Boehring, La Jolla, CA). Manteve-se a suspensdo de células
ressuspensas em gelo e utilizou-se dentro de duas horas apdés o

isolamento.

C. Ensalo de ligacédo com homélogo de Dsj jodado e células
estinuladas

Estimularam-se aliquotas separadas dos neutréfilos possuindo
receptores Mac-1 ressuspensos, com 10 uM do péptido quimiotéctico
formi1—metioni1—1eucil-fenilalanina (fMLP, Sigma) imediatamente
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de Djq marcado com 1251, como anteriormente se descreveu. A
concentragdo de D3g na mistura variou entre 1 pg/ml até 20 ug/ml.
Manteve-se a mistura durante 20 minutos & temperatura ambiente
tempo apdés o qual se atingiu o equilibrio. Centrifugaram-se entéao
as aliquotas das misturas através de uma mistura de 6leos de si-
1icio a 12 000 x g durante 5 minutos 4 temperatura ambiente para
separar o D3y livre do D3q ligado aos neutréfilos. Determinou-se
a radio-actividade total associada as células por detecgdao num

contador gama.

calculou-se a ligagéo especifica associada as células, de
D3q, subtraindo a radioactividade associada as células que resul-
tou em misturas mantidas na preseng¢a de um excesso molar de 100
vezes de Djg néo marcado ou fibrinogénio, da radioactividade to-
tal. Os resultados absolutos ou especificos da reacgdo de ligagéo
de Djg iodado aos neutréfilos mostram-se na figura 2, onde cada
ponto representa a média * o erro padrdo de média (SEM) de trés
experiéncias independentes. O0s resultados mostram gue suspensoes
de neutréfilos possuindo receptores Mac-1 estimulados ligados a
D3q iodado numa reaccgdo especifica e saturavel se aproximam do
estado estaciondrio para 15-20 pg/ml de D3g iodado adicionado com
a associacdo de aproximadamente 136 200 + 15 moléculas de Dy li-
gadas a cada célula. Realizaram-se andlises similares com aliquo-
tas de uma linha celular cultivada, monocitica, THP-1, com nuimero
de acesso no ATCC TIB 202, com resultados quantitativamente
idénticos aos obtidos com linfécitos.

Confirmou-se a ligacgdo de D3y iodado ao Mac-1 em suspensodes
estimuladas com fMLP, de neutréfilos, realizando ensaios de
inibicdo com anticorpos monoclonais descritos no presente inven-
to. Incubou-se uma suspensdo de neutréfilos a 1,5 X 107 célu-
las/ml, que se preparou COmo Se descreveu no exemplo 1B, com
concentragdes saturantes de um anticorpo monoclonal dirigidos
contra epitopos nas subunidades a e B do receptor Mac-1 durante
30 minutos & temperatura ambiente. Tratou-se entdo a suspenséo de
células incubadas com o anticorpo monoclonal, com fMLP 10 uM, co-

mo se descreveu ho exemplo 1B. Equilibrou-se entédo a suspensédo de
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células estimuladas com 1251—D30 5 ug/ml, na presencga de CaCly
2,5 mM e PPACK 100 uM durante um periodo adicional de 20 minutos
a4 temperatura ambiente. Terminou-se a reacg¢do de ligagdo como se

descreveu anteriormente.

Oz anticorpos monoclonais testados quanto & sua capacidade
para inibir a ligagédo de D3g ao Mac-1 incluiram os seguintes:
OKM1, M 1/70 e 60,1, que s&o dirigidos contra diferentes epi-
topos da subunidade o do receptor Mac-1l; 60,3 e IB4, que sdo
dirigidos contra a subunidade B do receptor Mac-l. Utilizou-se a
anti-classe I MHC W6/32 como O anticorpo de controlo. Encon-
tram-se descrigdes dos anticorpos OKM1, M 1/70, e 60,1, respecti-
vamente, em Wright et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 80:5699-
-5703 (1983), Ho et al., J. Biol. Chem., 258:2766-2769 (1983), e
Wallis et al., Blood, 67:1007-1013 (1986). Os anticorpos contra a
subunidade beta estdo descritos em Price et al., J_Immunol.,
139:4174-4177 (1987).

calculou-se a ligacdo especifica de D3 aos neutréfilos pos-
suindo receptores Mac-1 estimulados e a inibigdo da ligagdo por
tratamento com anticorpos monoclonais, como se descreveu anteri-
ormente. O OKM1 e o M 1/70, ambos dirigidos contra a subunidade @
do Mac-1, aboliram completamente a ligagédo do 125I—D30 aos neu-
tréfilos na suspensdo estimulada com fMLP. Em contraste, os anti-
corpos monoclonais que reagem COm um epitopo diferente na
subunidade o, 60,1, ou contra a subunidade B, 60,3 e IB4, nao in-
terferiram com a ligagdo do 1251—D30 ao Mac-1l.

3. Preparacdo de anticorpos monoclonais anti-Dag

0 Djq obtém-se e ressuspende-se como Se descreveu nos exem-
plos 1C e 23, respectivamente. Imunizam-se ratinhos Balb/c ByJd
(Scripps Clinic and Research Foundation Vivarium, La Jolla, CA)
por via intraperitoneal (i.p.) com 50 pug de imunogénios de Djg
preparados em adjuvante de Freund completo (CFA) seguida por uma
segunda e terceira imunizag¢bes utilizando o mesmo imunogénio de
Dy, cada uma delas separadas cerca de trés semanas, em adjuvante
de Freund incompleto (IFA). © ratinho recebe uma injecgdo de
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reforco de 50 ug de imunogénio de Djg preparado, por via
intravenosa (i.v.) em solugdo salina normal 4 dias antes da fuséo
e uma segunda perfusdo de reforgo similar, um dia depois.

gacrificam-se os animais assim tratados e colhem-se os bagos
de cada ratinho. Prepara-se entdo uma suspensdo de células do
bago. Extractam-se entdo as células do'bago da suspensdo de célu-
las do bago por centrifugacdo durante cerca de 10 minutos a 1000
r.p.-m., a 239C. Apds a remogao do sobrenadante, ressuspende-se a
pelota de células em 5 ml de tampdo de lise NH,Cl frio, e incu-
bam-se durante cerca de 10 minutos.

Misturam-se com a suspensdo de células lisadas 10 ml de Meio
de Eagle Modificado com Dulbecco (DMEM) (GIBCO) e tampdo HEPES
[4cido 4-(2-hidroxietil)-1—piperidinoetano—sulfénico], e centri-
fuga-se esta mistura durante cerca de 10 minutos a 1000 r.p.m. a
23°c.

Decanta-se o sobrenadante, ressuspende-se a pelota em 15 ml
de DMEM e HEPES, e centrifuga-se durante cerca de 10 minutos a
1000 r.p.m. a 23°9Cc. Repete-se o procedimento anterior.

Ressuspende-se entédo a pelota em 5 ml de DMEM e HEPES. Remo-
ve-se entdo uma aliquota da suspensdo de células do bago para
contagem. As fusbes conseguem-sé da seguinte maneira, utilizando
a linha celular de mieloma de ratinho ndo segregadoras,
P3X63Ag8.653.1, um sub-clone da linha P3X63Ag 8.653 (ATCC 1580).
Utilizando uma razdo de mieloma para células do bago de cerca de
1 para 10 ou de cerca de 1 para 5, centrifuga-se uma guantidade
suficiente de células de mieloma numa pelota, lava-se duas vezes
em 15 ml de DMEM e HEPES, e centrifuga-se durante 10 minutos a
1000 r.p.m. a 23°C.

Combinam-se as células do bago e as células de mieloma em
tubos de 15 ml de fundo redondo. Centrifuga-se a mistura celular
durante 10 minutos a 1000 r.p.m. a 239C, e remove-se O sobrena-
dante por aspiragao. Depois, misturam-se 200 ul de polietileno-
glicol de peso molecular de 4000, aquoso, a 50 por cento (peso
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por volume) (PEG; ATCC Baltimore, MD) a cerca de 379¢, utilizando
uma pipeta de 1 ml, com agitagdo vigorosa para romper a pelota, e
misturam-se cuidadosamente as células durante entre 15 e 30 se-
gundos. Centrifuga-se a mistura celular durante 4 minutos a 700

r.p.m..

A cerca de 8 minutos do tempo da adigdo do PEG, adicionam-se
5 ml de DMEM e tampdo HEPES, lentamente, & pelota, sem perturbar
as células. Apés 1 minuto, dispersa-se a mistura resultante com
uma pipeta de 1 ml, e incuba-se durante um periodo adicional de 4
minutos. Centrifuga-se esta mistura durante 7 minutos a 1000
r.p.m.. Decanta-se O sobrenadante, adiciona-se lentamente a pelo-
ta, 5 ml de meio HT (hipoxantina/timina), e mantém-se a mistura
em repouso durante 5 minutos. Rompe-se entdo a pelota em pedagos
grandes e coloca-se a suspenséo celular final em frascos T75 (2,5
ml por frasco) nos quais se tinha colocado previamente 7,5 ml de
meio HT. Incuba-se a suspenséo celular resultante a 37°C para que
as células fundidas cresgam. Apdés 245 horas, adicionam-se 10 ml
de meio HT aos frascos, seguido de adigdo de 0,3 ml de
aminopterina 0,04 nM, 6 h mais tarde. A 48 h apds a fusao,
adicionam-se aos frascos 10 ml de meio HAT (hipoxantina/aminopte-

rina/timina).

Trés dias apés a fuséo, plagueiam-se as células vidvels em

placas de cultura de tecidos de 96 alvéolos a cerca de 2x10% cé-
1ulas vidveis por alvéolo (total de 768 alvéolos) em meio tampao

HAT, como descrito em Kennett et al., Curr. Top. Microbiol. Immu-—

nol., 81:77 (1978). Alimentam-se as células sete dias apds a
fusio com meio HAT e depois a intervalos de aproximadamente 4-5
dias, na medida do necessario, com meio HT. Segue-se O
crescimento microscopicamente, e recolhem-se os sobrenadantes da
cultura cerca de duas semanas mais tarde e testam-se guanto a
presenca de anticorpos especificos de D3 POY¥ radio-imunoensaio
(RIA) na fase sdlida.

Resumidamente, mistura-se 50 ul de PBS contendo 5 ug/ml do
imunogénio de D3, preparado nos alvéolos de placas de microtitu-
lagdo. Mantém-se as placas durante a noite (cerca de 16 horas) a
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49c para permitir que O imunogénio de D3q adira as parédes dos
alvéolos. Apés lavagem dos alvéolos quatro vezes com tampao SPRIA
(KCl 2,68 mM, KH2P04 1,47 mM, NaCL 137 mM, Na,HPO, 8,03 mM, Twe-
en-20 0,05%, Traysol 0,1 KIU/ml, BSA 0,1%, NaN; 0,015%), adicio-
na-se 200 pl de tampdo SPRIA contendo 3% de soro de cabra normal
(NGS) e 3% de albumina de soro bovino (BSA), a cada alvéolo para
bloguear os locais de ligagdo da proteina em excessoO. Mantém-se
as placas durante 30 minutos a 20°C, esvaziam-se oS alvéolos por
agitagéo, e secam-se para formar em suporte sélido, i.e., uma ma-

triz sélida na qual o imunogénio de Djq estd operativamente fixo.

Adiciona-se entdo a cada alvéolo, 50 ul de sobrenadante da
cultura de tecidos de hibridoma para formar uma mistura imuno-re-
accional soélido-fase liquida. Mantém-se a mistura durante 2 horas
a 37°9C para permitir a formacdo dos produtos de imuno-reacgdo na
fase sélida. Apés lavagem dos alvéolos como se descreveu
anteriormente, adicionaram-se a cada alvéolo 50 pl de IgG de
cabra anti-ratinho, marcada com 1257, a 0,25 pg de proteina por
ml, para formar uma mistura reaccional de marcagéo. Realiza-se a
radio-iodacdo de IgG de cabra anti-ratinho, purificada
imuno-quimicamente, de forma enzimdtica, utilizando o
procedimento de jodacdo do iodogénio como se descreveu no exemplo
2A. Mantém-se esta mistura durante 1 hora a 37°C para permitir a
formagdo de produtos da imuno-reaccdo na fase sélida marcados com
1257, apés lavagem dos alvéolos como se descreveu antertiormente,
determina-se a quantidade de produto marcado com 1257 1jgado a
cada alvéolo por detecgédo gama.

Seleccionam-se os hibridomas das culturas de hibridomas dque
segregam anticorpos anti-D3 para seu meio de cultura, e caracte-

rizam-se ainda como se descreve no presente invento.

4. Produgao e purificacdo de moléculas de anticorpo de Djg

Faz-se a cultura de hibridoma anti-D3g numa atmosfera humi-
dificada com 5% de CO,, a 379C em DMEM contendo L~glutamina 2 mM,
gentamicina 50 ug por ml, soro de bhovino fetal 10%, soro de cava-
lo 10%, todos da Grand Island Biological Co., Lawrence, MA, meio
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NCTC 10% da Microbiological Associates, Rockville, MD, hipoxanti-
na 1 mM e timidina 0,3 mM, ambos da Sigma Chemical Corp., st.
Louis, MO. Mantém-se a concentracdo celular na gama de cerca de
1-2 x 102 células por ml de meio e cerca de 1-2 X 10® células por
ml de meio, para o crescimento das células, divisdo, e produgéo

de anticorpos.

Para produzir fluidos de tumor ascitico contendo moléculas
de anticorpo anti-Dsq, sensibilizam-se imunologicamente ratinhos
Balb/c de 10 semanas de idade por injecgdo intraperitoneal com
0,3 ml de 6leo mineral e subsequentemente injectam-se
intraperitonealmente com 3-5 X 105 células de hibridoma anti-D3q.
Mantém-se entdo os ratinhos inoculados durante um periodo de
tempo suficiente para se acumularem fluidos de tumor ascitico
contendo anticorpos anti-D3g, P.&X., durante cerca de 10 a cerca
de 21 dias. Recolhe-se © fluido ascitico e clarifica-se por
centrifugacdo a 15 000 x g durante 1 hora a 49C e armazena-se
congelado a -20°cC. '

Tsolam-se as moléculas de anticorpo anti-D5q5 do fluido
ascitico submetendo o fluido a cromatografia liquida de proteinas
rapida (FPLC) numa coluna de permuta aniénica Pharmacia Mono QHR
5/5 num Sistema Pharmacia FPLC (ambos da Pharmacia, Inc., Pisca-
taway, NJ), utilizando um gradiente 0-0,5 M de NaCl em Tris 10
mM, pH 8,0, e seguindo as instrucdes fornecidas com a coluna. Po-
dem-se entdo transferir as moléculas de anticorpo anti-D3g assim
isoladas para qualquer diluente fisiologicamente toleravel,

desejado para didlise.

Alternativamente, podem-se isolar as moléculas de anticorpo
anti-D3qg do fluido de tumor ascitico por precipitagdo com sulfato
de aménio, de acordo com O Processo descrito por Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press,

pl00-101 (1983). Resumidamente, este processo compreende a adigdo
lenta de sulfato de aménio saturado ao fluido de tumor ascitico
até se atingir uma concentragao entre cerca de 45% e cerca de 50%
de sulfato de aménio. Recolhem-se entio as imunoglobulinas
precipitadas, por centrifugacgdo a 2 000 x 9, preferivelmente, a
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10 000 x g. Lava-se O precipitado 2 ou 3 vezes com 40% de sulfato
de aménio saturado. Dialisam-se entdo as moléculas de anticorpo
anti-Djg precipitadas, contra 500-1000 volumes de solugao salina
tamponada com fosfato (PBS) ou gqualquer outro diluente
fisiologicamente tolerdvel que se deseje, para remover O sulfato
de aménio. Muda-se o fluido da diadlise varias vezes, a intervalos
de algumas horas. Determina-se a concentragdo da proteina da
solugcdo de anticorpos anti-Djq dialisada, recuperada, pelo
processo de Lowry [Lowry et al., J. Biol. Chem., 193, 265-275

(1951)] utilizando uma albumina de soro bovino padréo.

5. Preparacdo de um anticorpo anti-(idiotipo D3

Emulsionam-se trezentas pg da solucdo dialisada recuperada
contendo anticorpos monoclonais anti-Djq, obtida como no exemplo
4, em CFA, e injectam-se por via subcutinea em multiplos locais
ao longo da cadeia mamdria de um coelho branco fémea de Nova Ze-
landia que se pré-sangrou para se obter soro pré-imune. Realiza-
-se a purificagdo do soro pré-imune como se descreve seguidamen-
te. Dio-se duas injecgdes de reforgo intramusculares de 100 ug de
anticorpo em PBS nos dias 7 e 30, e recolhem-se OS SOTrOS 10 dias
mais tarde. Absorvem-se extensivamente os SoOros obtidos sobre Ig
de ratino reunido (Cappel Laboratories, Cochranville, PA),
sequido de IgG2a e IgG2b de ratinho acoplado a Sephorase 4B
(Pharmacia Chemicals). Quando ndo se pode eluir mais proteina
destes imuno-adsorventes com dcido acético 0,5N, adsorve-se O
fluxo directo e elui-se com 5 Mg de anticorpos monoclonais
anti-Dsg purificados, preparados como se descreveu no exemplo 4,
acoplado a Sepharose 4B. Concentra-se o eluido por sulfato de
sédio até uma concentragédo final de 18% (p/vol), dialisa-se
contra PBS, e armazena-se a 4°C até se utilizar. A imunoglobulina

eluida da coluna detecta-se por um radio-imunoensaio (RIA).

Utiliza-se um RIA na fase sélida para medir a ligagdo de an-
ticorpo anti-(idiotipo D3q) purificado aos anticorpos monoclonais
anti-D3y fixos. Diluem-se os anticorpos monoclonais anti-D;g (de
1:1 000 a 1:16 000, dependendo da concentracgdo do fluido
ascitico) em tampdo carbonato-bicarbonato (pH 8,9), e
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adicionam-se porcdes de 25 pl a alvéolos de placas de polivinilo
de microtitulagdo (Dynatech Laboratories). Deixam-se secar estes
anticorpos nos alvéolos por incubagdo durante a noite a 37°c.
Blogueiam-se os locais de ligagéo livres nos alvéolos durante
pelo menos 1 hora, com um soro de cavalo gama a 10% (GIBCO Labo-
ratories, Grand Island, NY) dissolvido em PBS contendo 0,08% de
azida de sdédio. Adicionam-se diluicdes (25 pl) de anticorpos an-
ti-(idiotipo D3g), © apés 1 hora a temperatura ambiente, lavam-se
extensivamente as placas.

Detectam-se os anticorpos anti-(idiotipo D3g) ligados adici-
onando 25 upl ((30 000 cpn) de IgG de cabra anti-coelho, marcada
com 1257 (Cappel Laboratories, Downington, PA) marcada pelo
processo do iodogénio, como se descreveu no exemplo 2A. Mantém-se
a mistura durante um periodo adicional de 1 hora & temperatura
ambiente. Todas as diluigbes de anticorpos anti-(idiotipo D3g) ou
sondas radiomarcadas sao feitas em soro de cavalo gama a 10%
dissolvido em PBS contendo 0,08% de azida de sédio. Lavam-se
placas isentas de sonda nio ligada, e mede-se a radioactividade
ligada a cada alvéolo com um contador gama e compara-se com a
radioactividade ligada a alvéolos nos quais se utilizou soro
pré-imune de controlo em vez de anticorpos monoclonais anti-D3q-

As composicdes de anticorpos anti-(idiotipo D3gq) monoclonais
também sdo geradas por imunizacdo de ratinhos Balb/c, como se
descreveu no exemplo 3, com anticorpos monoclonais anti-Dyy pre-
parados como se descreveu anteriormente. Realizam-se injecgdes e
fusdes subsequentes, como se descreveu no exemplo 3. A deteccgao
de anticorpos anti-(idiotipo D3g) segregados por hibridomas rea-
liza-se como se descreve seguidamente. A produgdo e a purificagédo
de anticorpos anti-(idiotipo Dj3g) realiza-se como se descreveu no
exemplo 4.

A confirmacdo da especificidade funcional de anticorpos an-
ti-(idiotipo D3g) na amostra de soro ou no sobrenadante da
cultura de hibridomas, determina-se em ensaios de ligagcéo a
1infécitos de expressdo do receptor Mac-1, como descrito no exem-
plo 2, ou em ensaios de competicdo, como se descreve seguidamente
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no exemplo 6.

6. Competicéo da ligacio de fragmentos D5 _ao local de liga-

cdo_de Djq do Mac—l em neutréfilos

purificou-se o fibrinogénio como se descreveu no exemplo 1 e
radiomarcou-se como se descreveu para o D3g NO exemplo 2A. Pre-
pararam-se OS neutréfilos possuindo receptores Mac-1, como se
descreveu no exemplo 2B. Incubaram-se simultaneamente aliquotas
separadas de neutréfilos estimulados a uma concentragédo de 1,5 X
% 107 células/ml, com uma dose sub-saturante pré-determinada de
fibrinogénio marcado com 1251 (50 pg/ml) e concentragdes crescen-
tes de varias proteinas de competigdo, durante 20 minutos a tem-
peratura ambiente. Terminou-se a reacg¢do na mistura por
centrifugagéo através de 6leos de silicio, como se descreveu no
exemplo 2. Determinou-se a guantidade de complexo receptor
Mac-1:fibrinogénio marcado poOr detecgdo gama. Calculou-se a
ligagdo nao especifica, como se descreveu no exemplo 2 e sub-

traiu-se ao total para calcular a ligagdo especifica.

Testaram-se o fibrinogénio e os fragmentos X, D:E e D do fi-
brinogénio, nado marcados, obtidos como se descreveu nos exemplos
1A e B, quanto & sua capacidade para competir com a ligagdo do
fibrinogénio marcado aos neutréfilos estimulados. Todas as quatro
composigdes de proteina inibiram a ligagdo do 1257_fiprinogénio
aos neutréfilos estimulados duma maneira dependente da
concentragdo com um ICgg variando entre 25-50 ug/ml de competidor
adicionado como se mostra na figura 3. O 1257_fiprinogénio 1li-
gou-se especificamente s células na auséncia de competidores, a
uma concentragdo de 80 200 * 8 000 moléculas/célula. Uma solugdo
um mM de RGD, sob as mesmas condigbes experimentais, ndo inibiu a

ligagdo do 122I-fibrinogénio aos neutréfilos.

Testaram-se os fragmentos de fibrinogénio E e Djq obtidos
como se descreveu no exemplo 1B, guanto a sua capacidade para
competir com a ligagao do fibrinogénio marcado aos neutréfilos
estimulados. Os resultados de trés experiéncias independentes,
mostrados na figura 4, revelam que concentragdes crescentes de
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D3o produzem inibicao, dependente da dose, da lidéééo ac
1257 fiprinogénio as células estimuladas com um ICgq = 50 ug/ml,
enquanto que, sob as mesmas condigodes experimentais, o fragmento
E ndo foi eficaz. A concentragédo de 1257_fibrinogénio ligado na
auséncia de competidores foi de 99 600 + 4 500 moléculas/célula.

Avaliam-se também os anticorpos anti-(idiotipo D3gq) purifi-
cados como inibidores competitivos da ligagado do 1251-fibrinogé-
nio aos neutréfilos estimulados possuindo receptores Mac-1, como
se descreve seguidamente. Avaliam-se os anticorpos anti-(idiotipo
Dygp) huma gama de concentracgdes entre concentragdes sub-saturan-
tes e a concentracao saturante. Determina-se a guantidade de com-
plexo 1257-fibrinogénio:Mac-1 marcado como se descreve seguida-

mente.

7. Preparacdo de um anti-(complexo Mac-1:homélogo de D3gl

purifica-se um homélogo de D3g & marca=se, como se descreveu
nos exemplos 1 e 2A, respectivamente. Obtém-se neutréfilos possu-
indo receptores Mac-l e estimulam—-se, como Se descreveu no exem-
plo 2B. Os ensaios de ligagdo de D5y marcado a neutréfilos esti-
mulados realizam-se como Sse descreveu no exemplo 2C com a
excepcdo de dque a concentragdo dptima pré-determinada de D3y
marcado, 20 mg/ml, se adiciona a dez milhdes de neutréfilos esti-
mulados. Realizam-se ensaios para verificar a ligagao como se
descreveu no exemplo 2C. Diluem-se em PBS alidquotas separadas de
neutréfilos possuindo receptores Mac-1:homélogo de D3y néo
marcado, entdo injectam-se para a cavidade peritoneal de ratinhos
Balb/c. O protocolo de injeccéao para a geragdo de uma resposta
imunitdria estd descrito no exemplo 3. Determinam-se 0S titulos
de anticorpos em amostras de soro a periodos de uma semana apés
reforgo no ensaio descrito seguidamente. Sacrificam-se entéo os
ratinhos que exibem titulos altos de anti-(Mac-1l:homélogo de D3q)
e colhem-se os bagos de cada um & fundem-se como se descreveu nho
exemplo 3 para gerar anticorpos monoclonais contra o complexo
Mac-1:homélogo de Dj3q-

geleccionam-se os clones de hibridoma em crescimento quanto
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a produgéo de anticorpos apenas para O complexo Mac-=1:D;4 em dois
ensaios. Misturam-se aliquotas separadas de sobrenadantes da
cultura de hibridoma com 0OS neutréfilos possuindo receptores
Mac-1 desocupados ou com neutréfilos possuindo homélogo de
D30:receptor Mac-1. Analisa-se a reacgdo dos anticorpos
monoclonais com a superficie dos neutrdéfilos, por coloragdo
indirecta da suspensao celular. Resumidamente, incubam-se 1 X 106
neutréfilos em placas de microtitulacdo com fundo em V (Costar
Corp. cambridge, MA) com concentragdes saturantes
pré-determinadas de cada anticorpo testado, durante 30 minutos a
49Cc. Apdés lavagens com SOro de bovino fetal (FCS) e RPMI 1640
contendo 10% de FCS, incubam-se as células com IgG de cabra
anti-ratinho de F(ab’), conjugado com fluoresceina, durante um
periodo adiccional de 30 minutos a 4°c. Apés lavagens em RPMI
1640, analisa-se a ligagdo especifica de anticorpos monoclonais a
superficie das células por citometria de fluxo num classificador

de células activadas por fluorescéncia Becton Dickinson IV/40.

Apenas os sobrenadantes de hibridomas dgque reagem con
neutréfilos possuindo o complexo Mac-1:homélogo de D3o séo
seleccionados em RIA de fase sélida, como se descreveu no exemplo
3, onde se fixa 5 pg/ml de D5 aos alvéolos em placas de

microtitulagéo.

Os hibridomas dque segregam anticorpos gque apenas reagem CcoORm
neutréfilos possuindo homélogo de Dyqgireceptor Mac-1 e nao com
neutréfilos possuindo receptores Mac-1 desocupados ou D3 isolado
sdo expandidos. Purificam-se oS anticorpos por eles segregados,
como se descreveu no exemplo 4. Apenas estes anticorpos
purificados, contra o complexo Mac-1l:homélogo de D3, Se usam em
ensaios de diagnéstico para detectar estes complexos na
superficie das células em questdo. Os ensaios de diagnéstico

realizam-se como se descreveu anteriormente.

Os anticorpos anti-(complexo Mac-1:homélogo de Diq) selec-
cionados para se utilizar ligam O complexo Mac-1l:homélogo de D3q,
como determinado por ensaios de diagnéstico e estes anticorpos
ndo ligam um homélogo de D3p ou © receptor Mac-1 isolados.
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A descrigdo anterior, incluindo as concretizagdes e exemplos
especificos, pretende ser ilustrativa do presente invento e nao
se deve tomar como limitante. Podem-se efectuar numerosas outras
variacdes e modificagdes sem afastamento ao verdadeiro espirito e

ambito do presente invento.
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REIVINDICACOES

1 - Processo de preparacdo de uma composigdo farmacéutica,
caracterizado por compreender a dispersdo de pelo menos 0,1 por
cento em peso de um homélogo de Djj substancialmente puro e far-
maceuticamente aceitdvel, capaz de se ligar ao local de ligagao
de D3y do Mac-1 e de inibir a ligagdo de D35 ao local de ligagéao
de D3y do Mac-1, num excipiente farmaceuticamente aceitdvel.

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

por o referido homélogo de D3, ser disperso numa solugao estéril.

3 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido homélogo de D35 ser Djg.

4 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por o referido homélogo de D3y ser um anticorpo anti-(idiotipo

D30) .

5 - Processo de preparagdo de um anticorpo anti-(idiotipo
D3g) que:

(i) se liga ao local de ligagdo de D3y, do Mac-1 e inibe a
ligagdo do D3y ao local de ligagdo de D3y do Mac-1; e

(ii) imunorreage com um anticorpo anti-Dj, caracterizado por
compreender a selecgdo de anticorpos anti-(idiotipo Dj3g)
provenientes de um animal previamente imunizado com anticorpos
monoclonais que imunorreagem com D5,5, tendo o referido animal
sido mantido durante um periodo de tempo suficiente para os
anticorpos anti-(idiotipo D5;) se formassem.

6 - Processo de detecgdo da quantidade de um homélogo de Djg
numa amostra liguida compreendendo:

(a) misturar uma amostra de células activadas possuindo
receptores Mac-1 com uma quantidade predeterminada de uma amostra
ligquida contendo um homélogo de D3y e com uma quantidade
predeterminada de D3, marcado para formar uma mistura reaccional;
e

(b) manter a referida mistura reaccional durante um periodo
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de tempo predeterminado, suficiente para que todo o homélogo de
D3y presente na referida composicdo se ligue aos referidos recep-
tores Mac-1 e formem um complexo receptor Mac-1: homélogo de Djj
e para permitir que o referido D3y, marcado se ligue aos referidos
receptores Mac-l1 para formar um complexo marcado receptor Mac-1:
homélogo de Djqi

(c) avaliar a quantidade de complexo marcado receptor Mac-1:
thomélogo de D53 formado no passo (b), detectando-se assim a
quantidade de um homélogo de D,y na referida composigéo.

7 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
por as referidas células activadas serem neutréfilos polimorfonu-

cleares.

8 - Processo de detecgdo da quantidade de homdélogo de Djg
numa amostra liquida, compreendendo:

(a) misturar um anticorpo especifico para D3, capaz de ligar
D3, mas ndo outros fragmentos de fibrinogénio com uma quantidade
predeterminada de uma amostra liquida contendo um homélogo de Djg
para formar uma mistura imuno-reaccional;

(b) manter a referida mistura imuno-reaccional durante um
periodo de tempo predeterminado suficiente para que o referido
homélogo de D5, presente na referida amostra liguida se ligue ao
referido anticorpo e forme um complexo de imuno-reacgdo contendo
homélogo de D;, e anticorpo anti-D3q; e

(c) determinar a gquantidade do referido complexo de imu-
no-reacgdo formado, detectando-se assim a presenca de homélogo de

D3, na referida amostra liquida.

9 - Processo de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado

por a referida amostra ser uma amostra de fluido corporal.

10 - Processo de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
por o referido anticorpo anti-D3, ser um anticorpo monoclonal.

11 - Processo de detecgdo da quantidade de um complexo re-
ceptor Mac-1:homélogo de D3, numa composigdo liguida compreenden=-
do:
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(a) misturar um anticorpo anti-(complexo Mac-l:homélogo de
D3y) capaz de se ligar especificamente a um complexo Mac-1:
thomélogo de D3, com uma quantidade predeterminada de uma
composigdo liguida contendo um complexo receptor Mac-1:homélogo
de D3y para formar uma mistura imuno-reaccional:

(b) manter a referida mistura imuno-reaccional durante um
periodo de tempo predeterminado, suficiente para que ©O referido
complexo receptor Mac-l:homélogo de D3, presente na referida
composicdo liquida se ligue ao referido anticorpo e forme um
complexo de imuno-reacgédo contendo o referido complexo receptor
Mac~1:homélogo de D35 e o anticorpo anti-(complexo Mac-1l:homdélogo
de D3qg)i e

(c) avaliar a quantidade de qualquer referido complexo de
imuno-reacgdo formado no passo (b), detectando-se assim a quanti-
dade de complexo receptor Mac-l:homélogo de D3, na referida
composicdo liquida.

Lisboa, .19 ML 990

Por SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION
- O AGENTE OFICIAL -
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MEILRGDFSSAKNRDNYYNRYSEDLRSRIE
YLERKYIQKVQKIQLLOQKKYRAQLYDMXRL
EVDIDIKIRSCRGSCSRALAREVDLKNYED
QQXQLEQY!AKDLLPSRDRQHLPLIKMKPY
PHLYPGNFKSQLQKYPPERKALTOMPQMRE
ELERPGGNEITRGGSTSYGTGSETESPRKP
SSAGSWNSGSSGPGSTGRNRNPGSSGTGSGA
THKPGSSGPGSTGSHNSGSSGTGSTGKRQN?
GSPRPGSTGTWNPGSSERGSAGHNTSESSY
SGSTGQWHSESGSFRPOSPGSGKARPNKDPN
WGTFEEYSGNYSPETRREYHTEKLYTSKGD
KELRTGEKEKYTSGESTTTTRRSCSKTYTKTY
IGPDGEHKEVTKEVYTSEDGSDCPEAMDLGT
LSGIGTLOGFRHERHPDEAAFFOTASTOHKTF
PGFFSPMLEEFYSETESRGEGSESGIFTNTKE
SSSHHPGIAEFPSRGEKSSSYSKQFTSSTSY
HRGDSTFESKSYKMADEASSEADHEGTHST
KRGHAKSRPY

FIGURA 1A
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