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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invento estd relacionado
com o método para a producdo de uma forma solivel da molécula
de adesdo intercelular (sICAM-1) e sICAM-1 humana isolada
e purificada. Este invento também estd relacionado com o
método para a obtencdo de uma sequéncia de DNA isolada e

MOLECULAR THERAPEUTICS INC.,

"METODO PARA A PRODUGAO DE UMA MOLECULA SOLOYEL RELACIONADA
MAS DISTINTA DE ICAM-1"




purificada codificadora de SICAM-1. O0s dominios extracelula-
res sICAM-1 e ICAM-1 insolGvel sdo substancialmente os mesmos.
ICAM-1 estd envolvida no processo pelo qual os linfécitos ade
rem a substratos celulares durante a inflamacdo e servem como
principal receptor de rinovirus humano (HRR). SICAM-1 tem
portanto a propriedade de reduzir a inflamacdo imune e inibir
a infecgdo por rinovirus e virus Coxsackie A.

0 método para a producdo da refe-
rida molécula consiste em se recuperar a referida molécula
através dos passos de remo¢do do sobrenadante das células ndo
lisadas, introducdo do sobrenadante numa matriz de afinidade
contendo anticorpo imobilizado capaz de se ligar a sICAM-1,
permissdo que a referida sICAM-1 se ligue ao referido anticor
po, lavagem da referida matriz e recuperagac da referida
SICAM-1 numa forma substancialmente pura.




FUNDAMENTO DO INVENTO

0 presente invento estd relacionado
com uma forma solGvel da molécula de adesdo intercelular
(sICAM-1) assim como com a sequéncia de DNA codificadora de
SICAM-1. sICAM-1 e ICAM-1 sdo substancialmente semelhantes
por partilharem os primeiros 442 aminodcidos NHZ-terminais
do dominio extracelular. No entanto, sICAM-1 difere de
ICAM-1 no extremo C e estas alteragbes conferem solubilidade
a sICAM-1. Sabe-se que ICAd-]1 medeia a adesdo de muitos
tipos celulares, incluindo células endoteliais, a linf6citos
que expressam o0 antigénio-1 associado & fungdo dos linfé6ci-
tos (LFA-1). ICAM-1 tem a propriedade de se ligar directa-
mente a LFA-1. Existe também evidéncia de que LFA-1 medeia
adesdo que ndo & via ICAM-1. Em adigdo, ICAM-1 tem capaci-
dade para se ligar a LFA-1 e a rinovirus humano. Ele possui
a propriedade de inibir a infecgdo dos virus rinovirus e
Coxsackie A. Ela pode ser usada para antagonizar a adesdo
de células mediada por ligagdo a ICAM-1 incluindo ligacdo
ICAM-1/LFA-1 e torna-se assim Gtil no tratamento de inflama-
¢do, rejeigdo de enxertos, tumores que expressam LFA-1 e
outros processos envolvendo a desdo de células. Com base na
semelhanga substancial dos dominios extracelulares de
[CAM-1 e sICAM-1, sICAM-1 tem propriedades identificadas
para ICAM-1.

0 principal receptor de Rinovirus
HUmano (HRR) foi transfectado, identificado, purificado e
reconstituido como descrito nos Pedidos de Patentes U.S.
copendentes N0.262570 e 262428 entreques em 25 de Outubro
de 1988. Demonstrou-se que este receptor & idéntico a uma
proteina da superficie celular préviamente descrita, I[CAM-1.
0 Pedido de Patente Europeia 0 289 949 descreve uma molécula
de adesdo celular associada a membranas (ICAM-1) que medeia
a adesdo de muitos tipos celulares incluindo células endote-
liais a linfécitos que contém LFA-1. Este pedido de patente




proporciona uma discussdo da presente investiga¢do no campo
das moléculas de adesdo intercelulares. E mportante notar
que 0s inventores procuraram especificamente um mRNA com
“splicing" alternativo para ICAM-1 e ndo identificaram um.
ICAM-1 foi originalmente identificado com base no seu papel
na adesdo de leucb6citos a células T (Rothlein,R. et al.,

J. Immunol. 137:1270-1274(1986))a qual se demonstrou ser
mediado pela ligagdo heterotipica de ICAM-1 a LFA-1]

(Marlin et al.,Cell 51:813-819 (1987)). A estrutura primd-
ria & ICAM-1 revelou que ela & homb6loga das moléculas de
adesdo celular. Neural Cell Adhesion Molecule(molécula de
adesdo de células neurais) (NCAM) e Myelein-Associated
Glycoprotein (glicoproteina associada a mielina) (MAG) e
levou & hipbtese de ser um membro da familia de supergenes
das imunoglobulinas (Simmons et al.,Nature 331:624-627(1988);
Staunton et al., Cell 52: 925-933(1988). A sequdncia de

DNA dos clones de cDNA estd descrita nos artigos atrds refe-
renciados por Simmons et al., e Staunton et al.,supra,a par-
tir da qual pode ser deduzida a sequdncia de aminodcidos de
ICAM-1. A molécula I[CAM-1 tem uma regido lidrof6bica tipi-
Ca que atravessa membranas contendo 24 amincdcidos e uma
cauda citoplasmdtica curta contendo 28 aminodcidos. A ICAM-1
dos trabalhos anteriores & uma molécula insolGvel que &
solubilizada a partir das membranas celulares por lise das
células num detergente ndo ibnico. A mistura de ICAM-1 solu-
bilizada em detergente & entdo passada através do material
da matrix de uma coluna e depois através de uma matrix de

coluna consistindo em anticorpos monoclonais.
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SUMARIO DO INVENTO

0 presente invento proporciona uma
espécie molecular de ICAM-1 end6gena "spliced" de modo alter
ngtivo desigada sICAM-1 que apresenta uma sequéncia de
mRNA alternativa e queé sollGvel sem a adi¢do de um detergen-
te.

0 presente invento proporciona uma
molécula de adesd@o intercelular,scldvel,humana (sICAM-1) ou
um seu derivado funcional, essencialmente livre de contami-
nantes naturais. SICAM-1 pode ser obtido a partir de célu-
las Hela, HEl e suas cé&lulas transfectantes primdrias carac-
terizada por ser sollvel na auséncia de detergentes ndo i0-
nicos e por ser o0 produto de tradu¢do definido por uma nova
sequéncia de mRNA. Este produto natural de células humanas
tem a vantagem de ser secretado a partir de células numa
forma solldvel e por ndo ser imunogénico. O produto soldvel
natural difere do produto insolGvel natural por o produto
sol@ivel possuir uma nova sequéncia de Il residuos de aminod-
cidos no extremo C e ndo possuir os dominios que atravessam
a membrana e citopldsmico presente na forma insollvel.

0 presente invento proporciona uma se-
quéncia de DNA isolada e purificada codificadora de sCAM-1
assim como uma célula hospedeira codificadora da referida
sequéncia.

) presente invento proporciona um méto-
do de recuperac¢do da molécula de adesdo intercelular solQvel
na forma substancialmente pura compreendendo o0s passos de:

(a) remocdo do sobrenadante de células ndo lisadas

(b) introdugdo do sobrenadante numa matrix de
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afinidade contendo anticorpo imobilizado capaz de se ligar a
sICAM-1,

(c) ligagdo do referido sICAN-1 ao referido anticor
po da referida matrix,

(d) lavagem da referida matrix para remover os con-
taminantes ndo ligados e

(e) recuperacdo da referida sCIAM-1 numa forma
substancialmente pura por eluicdo da referida sICAM-]1 a
partir da referida matrix.

Posterior purificacdc poderd ser feita
utilizando uma coluna de lectina de aglutinina de gérmen de
trigo antes ou depois do passo da matrix de anticorpo. Outros
passos de purificacdo pakrdo incluir cromatografia de fraccio
namento por tamanho, cromatografia i6nica e electroforese
em gel. Pode ser ainda usada purificacdo por sedimentacdo
dtravés de gradientes de sacarose. 0 anticorpo capaz de se
ligar a sICAM-1 poderd incluir anticorpos contra ICAM-1 ou
HRR.

0 presente invento inclui anticorpos
policlonais contra sICAM-].

0 presente invento inclui ainda um
anticorpo especifico para sICAM-1, capaz de se ligar & molé-
Cula de sICAM-1 e que ndo & capaz de se ligar a ICAM-1.Para
um método para a produ¢de de um anti-soro contra peptideos
ver Green et al.,Cell 28: 477-487 (1982).

0O invento també&m inclui uma linha
celular de hibridoma capaz de produzir tal anticorpo.
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Este invento ainda inclui o uso terapéu-
tico de anticorpos especificamente dirigidos contra sICAM-1,
mra aumentar a adesdo de células mediada por ICAM-1 e LFA-1].

0 invento ainda inclui um método

para a producdo de um anticorpo que & capaz de se ligar a
sICAM-1 e ndo a ICAM-1 caracterizado-se pelos passos de

(a) preparacgdo de um conjugado peptidec-proteina, o
referido conjugado peptideo-protefna especifico para pelo
menos uma porcdo da sequéncia Gnica de 11 amino&cidos presen-
te em sICAM-1,

(b) imunizac¢do de um animal com o referido conjugado

peptideo-proteina,
(c) administragdo de injeccgBes de reforgco e

(d) obtencdo de anti-soros.

Os anticorpos seriam capazes de se
ligarem a sICAM-1 e incapazes de se ligarem a ICAM-1. 0 in-
vento inclui a linha celular de hibridoma que produz um an-
ticorpo da mesma especificidade, o anticorpo produzido pela
linha celular de hibridoma e o método de producgdo.

0 invento ainda inclui um método de
inibigdo da interagdo do antigénio associado 3 fungdo de lin-
fécitos (LFA-1) e da molécula de adesdo intercelular-l
(ICAM-1) compreendendc o passo de contacto das células con-
tendo LFA-1 com sICAM-1 ou um seu derivado funcional. Este
método de inibicdo da akksdo de ICAM-1 tem aplicagdo em esta-
dos de doenga tais como inflamacdo, rejei¢do de enxertos e
para células tumorais expressando LFA-1.
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Este invento ainda inclui um método
de diagnbéstico da presenga e localizacdo de uma célula tumo-
ral que expresse LFA-1.

Este invento ainda inclui um método
para reduzir substancialmente a infeccdo de rinovirus huma-
nos do principal grupo de recptores compreendendo o passo
do contacto do virus com SICAM-1 ou um seu derivado funcio-
nal.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura | mostra a sequéncia de
nucleotideos e de aminodcidos de SICAM-1.

A Fiqura 2 & uma comparacdo das re-
gifes C-terminais de SICAM-1 e ICAM-1. As sequéncias de
nucleotideos e de aminodcidos deduzidos de ICAM-1 e SICAM-]
estdo apresentadas comegando no residuo de amino&cido 435.
Os tragos na sequéncia de SICAM-1 indicou nucleotideos que
faltam. As posicdes dos coddes de paragem em ambas as pro-
teinas estdo indicadas por um asterisco.

2

A Figura 3 & uma comparacdo da estru-
tura de-sICAM-1 e ICAM-1. A regido de ICAM-1] que atravessa
a membrana estd indicada pelo rectangulo a ponteado e o do-
minio citoplasmético pelo rectangulo a tracejadoe. 0 novo
extremo C de sICAM-1 estd indicado pelo ractangulo a cheio.
Os cinco dominios previstos tendo homologia com imunoglobu-
lina estdo numerados I a V.

A Figura 4 mostra o gene ICAM-] e a
sua expressdo em transfectantes HRR. A: transferéncia
Southern de DNA de HelLa (Faixa 1), LTK (Faixa 2) e HEI(Faixa 3
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cortado com EcoRI e despistado com o oligonucleotideo ICAM-1;
B: transferéncia Northern de RNA poli A+ de Hela(Faixa 1),
LKT (Faixa 2) e HEl (Faixa 3) despistado com o oligonucleo-
tideo ICAM-1; C: amnlificagdo PCR de cDNA preparado a partir
de RNA poli A+ de Hela (Faixa 1), LTK  (Faixa 2) e HE]

(Faixa 3). Os iniciadores usados foram das regides codifi-
cadoras N-terminal e C-terminal de ICAM-1 tendo a sequén-

cia ggaattcATGGCTCCCAGCAGCCCCCGGCCC e ggaattcTCAGGGAGGCGTGG
CTTGTGTGTT. No primeiro caso temos sequéncia de ICAM-1,no
segundo caso adaptadores em sitios de restricdo. Faixa 1l e 2,
72 h de exposigdo, Faixa 3, 90 minutos de exposicdo.

A Figura 5 & um gel mostrando a
detecgdo dos mRNAs de ICAM-1 e de sSICAM-1 em células Hela e
HEl. A amplificagdo de PCR foi efectuada em 100 ng de cDNA
de cadeia simples usando os iniciadores PCR 5-4. (CTTGAGGGC
ACCTACCTCTGTCGG) e PCR 3.4 (AGTGATGATGACAATCTCATACCG). As
extensdes foram efectuadas a 72°C durante 25 ciclos e um
décimo do produto foi analisado num gel de 1% de agarose/3%
gel NuSieve. Faixa l, cDNA de Hela; faixa 2, cDNA de HEIl;
faixa 3, cDNA de LTK™; faixa 4, testemunha fago com ICAM-1;
faixa 5, testemunha fago com sICAM-1; faixa 6, testemunha
fagos com ICAM-1 + SICAM-1. 0s produtos de amplificacdo es-
pecificos de 105 pb e 86pb estdo indicados pelas setas.

A Figura 6 & uma transferéncia

Western mostrando a sintese de uma forma sollvel da protei-
na ICAM-1 por células Hela e HEl. Este demonstra a existén-
cia de uma proteina no sobrenadante de cultura de células
Hela e HEl relacionada com ICAM-1 . Amostras equivalentes
de lisados celulares e sobrenadantes de cultura foram sepa-
radas por SDS-PAGE, transferidas para nitrocelulos e despis-
tadas com um anti-soro policlonal de coelho contra ICAM-1
sequido de proteina A marcada com 125I; nos sobrenadantes

de cultura de HeLa e HEl observa-se uma espécie proteica
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que migra perto da posicdo de ICAM-1 ligada a membranas.

A Figura 7 & uma representacdo gré-
fica dos plasmideos de SICAM-1 e ICAM-1 clonados.

7A. pHRR3 & um cDNA de tamanho com-
pleto codificador de sICAM-1 obtido por PCR. O0s clones
19.1-3 e 4.5 sdo clones de cDNA parciais codificadores de
SICAM-1 obtido a partir de uma biblioteca de cDNA de HEl em
lambda GTI1l. Por baixo dos clones estd um esquema da molé-
cula de sICAM-1. S indica o peptideo sinal e I a V os domi-
nios homélogos de IgG. Os rectangulos a cheio indicam o
extremo C Gnico de 11 aminodcidos.

7B. pHRR]1 e pHRR2 sdo clones de
CONA de ICAM-1 com tamanho completo obtidos por PCR. 0s res-
tantes clones de ICAM-1 foram obtidos a partir de uma biblio-
teca de cDNA de HEl em lambda GT!l. Por baixo dos clones est§
um esquema da molécula de [CAM-1, mostrando o peptideo sinal
(S), os cinco dominios hom&logos de IgG (I a V), a regido
transmembranar (TM) e o dominio citoplasm&tico (C).

DESCRIGAO DAS REALIZAGOES REFERIDAS

Um aspecto do presente invento rela-
ciona-se com a descoberta de um ligando natural solGvel para
0 sitio de ligagdo ao receptor de Rinovirus Humano (HRV) e
qQue também se liga LFA-1. Esta molécula natural solGvel est§
relacionada, sendo no entanto distinta, com a molécula desig-
nada "Molécula de Adesdo Intercelular-1" ou "“ICAM-1" que &
insolGvel, ligada 4 membrana celular e possui uma regido hidro
fébica tipica que atravessa a membrana e uma cauda citoplds-
mica curta. A nova proteina do presente invento tem uma se-
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quéncia de DNA que inclui uma diferenga significativa da se-
quéncia de DNA publicada para ICA-1, sSICAM-1 contem a maior
parte do dominio extracelular de ICAM-1, que inclui os domi-
nios funcionais para fung¢les mGltiplas incluindo ligagdo a
HRY e LFA-1, mas ndo possui o dominio que atravessa a membra-
na e o dominio citopldsmico.sICAM-1 retem a capacidade de
ligagdo a HRVY e LFA-1 e & secretada numa forma solGvel. A
sequéncia de DNA para sICAM-1 contem uma delegdo de 19 pares
de bases do nucleotideo 1465 a 1483 de acordo com a numeragdo
de Staunton et al, supra (1988). 0 restante do clone sICAM-1
estd de acordo com a sequencia de ICAM-1 com excepgdo de uma
substituigdo de um G por A na posicdo de nucleotideo 1462

que muda Glu 442 para Lis, como se mostra na Figura 1. A
sequencia de residuos de aminodcidos num peptidec & designada
de acordo com a nomenclatura convencional como seja a do
Lehninger's Biochemistry, Worth Publishers, New York, NY(1970)
sICAM-1 & um produto natural de células HeLa e HE]l e de ou-
tras células humanas que tenham a propriedade de ligagdo nos
virus, rinovirus humanoc e Coxsackie A e inibi¢do da infeccdo.
Também possui a propriedade de ligacdo a LFA-1 e pode ser
usada para antagonizar a adesdo das cé&lulas mediada pela
ligagdo ICAM-1/LFA-1 e portanto ser Gtil como agente terapéu-
tico no tratamento de inflama¢do, rejeicdo de enxertos,su-
pressdo de células tumorais que expressem LFA-1 e outros
processos envolvendo adesdo celular. A proteina sICAM-1 iso-
lada e purificada como agente terap8utico ndo possuiria os
problemas imunogénicos associados, 3s proteinas estranhas.

A secre¢do de uma proteina natural soltGvel elimina os pro-
blemas associados & producdo e purificagdc de uma proteina
insolGvel ligada & membrana celular, uma vez que ndo & ne-
cessdria a lise celular e portanto pode ser empreque cultura
continua assim como processos simplificados para a purifica-
¢do e isolamento de sICAM-1.
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As linhas de células de mamiferos ndo
humanos que expressam 0 gene do principal receptor do rino-
virus humano foram anteriormente identificadas e sdo tema
do Pedido de Patente copendente U.S. No. 262570 e 262428
entreques em 25 de Outubro de 1988 e incluem refer&ncias aos
dep6sitos ATCC das linhas celulares. 0 principal receptor
de rinovirus humano foi identificado com anticorpos monoclo-
nais que inibem a infec¢do por rinovirus. Estes anticor-
pos monoclonais reconhecem uma glicoproteina da superficie
celular de 95Kd em células humanas e nos transfectantes de
ratinho expressando um fen6tipo de ligacdo a rinovirus. A
proteina de 95 Kd purificada liga-se ao rinovirus in vitro.

A sequé@ncia proteica da proteina de 95 Kd mostrou uma iden-
tidade com a de ICAM-1; um clone de cDNA obtido a partir de
transfectantes de ratinho expressando o receptor de rinovirus
tinha a mesma sequéncia publicada para ICAM-1, excepto no

que respeita 4 alteragdo de G para A préviamente descrita.
Assim foi determinado que o principal receptor de rinovirus
humano e ICAM-1 eram a mesma proteina. Foi isolada uma linha
de células L de ratinho transfectadas designada HEl que
continha e expressava o gene HRR ou o gene ICAM-1. A termino-
logia ICAM-1 foi usada se bem que seja agora reconhecido que
HRR e ICAM-1 sdo permutdveis.

Preparou-se uma biblioteca de
CONA iniciada ao acaso de RNA poli A+ de HEl em lambda GTIll.
A biblioteca foi despistada em duplicado usando dois nucleo-
tideos derivados da sequéncia publicada de ICAM-1. 0 oligonu-
cleotideo ICAM-1 tem a sequéncia GAGGTGTTCTCAAACAGCTCCAGCCCTT
GGGGCCGCAGGTCCAGTTC e o oligonucleotideo ICAM-3 tem a sequén-~
cia CGTTGGCAGGACAAAGGTCTGGAGCTGGTAGGGGGCCGAGGTGTTCT.

Obtiveram-se oito clones positivos
com um despiste e tré&s foram seleccionados para posteriores

estudos. A sequenciagdo de DNA de dois dos clones mostrou
identidade com a sequencia publicada de ICAM-1. A sequéncia
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do terceiro clone, lambda 19.1-3 era significativamente dife-
rente dos outros dois clones por haver uma delecc¢do de 19 pb
do nucleotideo 1465 a 1483 de acordo com a nueragdo de
Staunton et al., supra. A deleccdo de 19 pb estava presente
num segundo cDNA, lambda HEl-4.5 e foi independentemente
confirmado usando cDNA gerado por reacgdc de cadeias com po-
limerase (PCR). A andlise da sequencia de DNA previu a
existéncia de uma forma secretada de ICAM-1 que & gerada

por um mecanismo de "splicing" alternativo. A identificagdo
de sICAM-1 em transfer&ncias Western de sobrenadantes de
cultura das linhas celulares HEl e HelLa confirma que a se-
quéncia de mRNA de sICAM-1 codifica uma forma solGvel de
ICAM-1 que ndo se associa com a superficie celular mas antes
€ libertado para o meio de cultura. Um mRNA "spliced" de
modo alternativo gerador de uma forma secretada de uma outra
molécula de adesdo (NCAM) foi identificado (Glower et al.,
Cell 55:955-964 (1988), no entanto em NCAM foi incorporado

um exdo no mRNA enquanto que no presente invento foi elimi-
nado um exdo do mRNA. Nenhuma sequéncia de mRNA alternati-
va para ICAM-1 foi anteriormente identificada(Staunton et al).

Clones de cCDNA de sICAM-]

Uma biblioteca de cDMA iniciado
ao acaso foi construida em lambda GTll a partir de poliA+
de HEl pelo Clontech Laboratories, Palo Alto, CA. A biblio-
teca foi despistada com duas sondas oligonucleotidicas de
47 meros derivadas do meio da sequéncia codificadora de
ICAM-1. Isolou-se um clone positivo designado 19.1-3 que
tinha uma inser¢do de 1,5Kb, isclou-se wum segundo clone
de CDNA designado 4.5 que possui uma insercdo de 1,25 Kb;e
obteve-se mais um clone de cDNA pH RR-3 por subclonagem dos
produtos de amplificagdo por PCR, em Bluescript utilizando
0 Sistema de Amplificagdo de DNA Perkin Elmer/Cetus,Perkin
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Elmer, Wellesley MA., como se mostra na fiqura 4C, faixa 3.
Estes clones apresentaram uma diferenga significativa relati-
vamente & sequencia ICAM-1 publicada. Todos eles possuem

uma deleccdo de 19 pares de bases desde 0 nucleotideo 1465
até 1485 de acordo com a numeracdo de Staunton et al, supra.
Para demonstrar directamente que 0 mMRNA de SICAM estd presen-
te em células HE]l e células Hela, efectuou-se uma experién-
cia PCR usando iniciadores que lakiam a regido de 19 pb au-
sente no mRNA de sICAM (Figura 8). Usando estes iniciadores
0 produto do mRNA de SICAM-& 105 Pb enquanto o produto
SICAM-1 tem menos 19 pb i.e. 86 pb. Esta experiéncia mostra
que as células HEl e as células Hela contém ambas as formas
de mRNA de ICAM-1 enquanto as células L testemunhas nio con-
tém. Um oligonucleotideo sintético designado PCR3.2 tendo a
seguinte sequéncia: _

99aattcTCACTCATACCGGGGGGAGAGCACATT

fol usado para distinguir os clones de cDNA contendo a de-
leccdo de 19 pb de entre os clones ndo contendo a deleccdo

de 19 pb. 0 oligonucleotideo sintético ndo se liga a clones
de cDNA que contém a delecgdo de 19 pb. Em adigdo, a sequén-
cia parcial do cDNA 19.1-3 e PHRR-3 confirmaram a delecgdo

de 19 pb. Estes resultados indicam que existe pelo menos duas
espécies diferentes e distintas de ICAM-1 nas células HEI,
a ICAM-1 insolGvel de trabalhos anteriores e a nova forma
solGvel como descrito no presente invento.

As sequéncias das formas com de-
leccdo (SICAM-1) e sem delecgdo (ICAM-1) do mRNA da Molécula
de Adesdo Intercelular-1 representados pelos clones de cONA
estdo apresentadas na Fiqura 2. A sequéncia no ponto de de-
lecgdo & AGGT consistente com uma juncdo de "splicing" de
RNA. A remocgdo de 19 pases do mRNA desloca a grelha de lej-
tura e faz com que as sequéncias dos dois polipeptideos dij-
virjam no residuo de aminodcido 443. A forma com deleccido
(sICAM-1) contem mais Il residuos de aminodcidos seguido de
um coddo de termina¢do na mesma grelha de leitura, Esta molé-
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cula consiste assim em 453 aminodcidos comparado com os 505
aminodcidos da forma sem delegdo. Comecando com o extremo

N de ICAM-1, SICAM-l tem 442 aminodcidos em comum com I[CAM-].
A forma com delegdo (sICAM-1) contem um extremo C Gnico de

11 aminodcidos mas ndo possui o dominio que atravessa a mem-
brana (24 aminodcidos) e o dominio da cauda citoplasmdtica
(28 aminodcidos)de ICAM-1, como se mostra na Figura 3.

Clones de cDNA de I1CAM-1

Para clonar genes pode-se usar
uma pluralidade de métodos. Um método consiste em usar duas
sondas oligonucleotidicas de 47 meros parcialmente sobrepo-
nivels. Estas duas sondas designadas oligonucleotideo ICAM-1
e oligonucleotideo ICAM-3 foram sintetizadas a partir da se-
quéncia publicada para ICAM-1. 0 oligonucleotideo ICAM-1
foi marcado com actividade altamente especifica e hibridado
com uma transferéncia Southern em condicdes muito estritas.
Como se mostra na figqura 4A, detectou-se uma Gnica banda de
4,4 Kb em HelLa, HE]l e duas linhas celulares transfectantes
primdrios HRR contendo o gene humano ICAM-1. 0 tamanho do
fragmento estd de acordo com Simmons et al.,mas difere de
Staunton et al., provdvelmente reflectindo um polimorfismo
de sitios de restricdo.

0 oligonucleotideo ICAM-1 foi
usado no despiste de uma transfer&ncia Northerp de RNA
poli A+ das mesmas linhas celulares. Como se mostra na
figura 4B, um mRNA de 3,3 Kb foi detectado em HelLa, HEl e
linhas celulares transfectantes prim&rios mas nio em células
LTK™. 0 sinal nas células HEl era muitas vezes mais forte
do que nas outras linhas celulares indicando um nivel muito
mais elevado de mRNA em células HEl. Isto estd de acordo com
0 nivel elevado da expressdo de HRR (ICAM-1). em células
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HEl.Um segundo RNA de 2,4Kb foi também detectado em c&lulas
HEl. Estes resultados confirmam que o mRNA de ICAM-1 humano
& expresso em transfectantes HRR. Ver Figura 48,

0 gene ICAM-1 humano foi isolado a
partir de transfectante HEl usando amplificagdo por reaccgio
de cadeias com polimerase (PCR) utilizando o Sistema de
Amplificagdo de DNA, Perkin-Elmer/Seats, Perkin Elmer,
Wellesley MA. A amplificagdo por PCR foi efectuada em cDNA
de cadeia simples feito a partir de RNA de HelLa, Ltd™ e HEL.
Os iniciadores foram feitos a partir das regides codificado-
ras 5' e 3' da sequdncia ICAM-1 publicada. Os produtos espe-
cificos da amplificacdo de I1CAM-1 foram detectados por hibri-
dagdo de uma transferéncia Southern das reaccdes PCR usando
0 oligonucleotideo ICAM-1. Como se mostra na figura 4C, uma
Gnica banda de aproximadamente 1600 pb que condiz com o ta-
manho previsto foi amplificado a partir de cAlulas Hela e
de células HEl mas estava ausente nas c&lulas LTK™. O produ-
to de amplificagdo foi clonado em Bluescript (Stratagene,

San Diego, CA) e obtiveram-se dois clones independentes desig
nados PHRRl e PHRR2. A sequdncia completa de PHRR2 mostrou
100% de identidade com a sequencia codificadora de ICAM-1

com excepgdo de uma Gnica alteragdo de G para A préviamente
descrita.

Uma biblioteca em lambda GTll feita
a partir de cDNA de HEl iniciado ao acaso foi despistada com
as sondas ICAM-1 e ICAM-3 e isolaram-se oito clones positi-
vos. Como se mostra na fiqura 7 seleccionaram-se seis clo-
nes ao acaso para estudos posteriores e foram analisados
per sequencia¢do parcial do DNA. Um total de aproximadamente
1000 nucleotideos da sequéncia derivada destes clones apre-
sentou identidade de com a sequéncia de ICAM-1.
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Purificac¢do e isolamento de proteina sollvel

As células Hela e HEl foram culti-
vadas em condi¢des convencicnais em DMEM (Meio Essencial Mo-
dificagdo de Dulbeco) com 10% de Soro Fetal Bovino. 0 meio
condicionado destas células foi colhido e centrifugado ou
filtrado para remover células ou detritos celulares. A
ICAM-1 ligada a membranas ndo estd presente no sobrenadante.
Este meio foi entdo adsorvido a uma resina de anticorpo mo-
noclonal-sefarose (sendo um exemplo o anticorpo monoclonal
(78.4A) em que o anticorpo monoclonal & dirigido contra
ICAM-1 ou sICAM-1 e as proteinas ndo adsorvidas sdo removi-
das da resina por lavagem com um tampdo fisiolbgico salino,
como seja tampdo de fosfatos salino. A sICAM-1 ligada foi
entdo eluida em condi¢des que prescrevam a conformacgdo na-
tiva da proteina, como descrito no pedido copendente No. de
Série 262428 entregue em 25 de OQutubro de 1988. A sICAM-1
pcde ser ainda purificada por cromatografia de afinidade com
lectinas, cromatografia de permuta ibnica ou filtracdc em
gel.

0 mRMNA transcrito in vitro a partir
de cDNA codificador de sICAM no vectcr Bluescript (Stratagene)
foi traduzide in vitro. Na auséncia de membranas microssomais
obteve-se uma proteina ndo glicosilada com um PM aparente de
52 000 daltons; m presenca de membranas microssomais obteve-
-se uma espécie glicesilada de 72 000 daltons que estave
sequestrada dentro da membrana microsscnal indicando que o
polipeptideo sICAM & correctamente translocadc, processado
e glicesilado pelas membranas microssomais.

CDONA codificador de tmICAM e SICAM
no vector CDM8 (Ver, B8. e Aruffo, A. PNAS 84:3365(1987)foi
transfectauo para células COS e células L de ratinhe usando
a técnica de DEAE-dextran. As 72 h as células foram anali-
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sadas por dois métodos: (1) an&lise FACS com um Mab anti-
-ICAM (C78.4) para 3 express3dc em membranas celulares de
espécies de ICAM e (2) marcagdo metab6lica seguido de imuno-
adsorgdo com Mab anti-ICAM de sobrenadantes celulares e lisa-
dos celulares. Os resultados da marca¢do metabdlica indicaram
acumulagdo intracelular de uma espécie de 68 000 daltons

nas células transfectadas com sICAM mas ndo secrecdo detectd-
vel de sICAM no sobrenadante. Estes dados sdo consistentes
com sICAM sendo secretada através da via secretora “Requlada"
(R.B. Kelly, Science 230:25 (1985)).

Prepararam-se sondas de anticorpos
especificos para SICAM e para ICAM-1. & peptideos sintéticos
S-PEP,

PPGMRLSSSLMWI(C)

derivado de uma sequéncia Gnica de 11 aminodcidos no extremo
C de SICAM e P002, derivado do extremo C de ICAM-1.

GTPMKPNTQATPP (C)

foram feitos e purificados; os resfduos C do extremo C entre
par@ntesis foram adicionados para facilitar o acoplamento

dos peptideos a veiculos proteicos. O0s peptideos sintéticos
(foram accplados a KLH (Hemocianina de lapa) por processos
convencionais e ¢ conjugado infectado em coelhos para produ-
zir anti-soro anti-peptideo e observou-se ligarem especifica-
mente acs respectivos imuncgénios peptidicos.

Em ligagd@o com o presente pedido de
patente, foram depositados os seguintes microorganismos da
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, MD 20852, USA:
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Uma linha celular de Mamifero, HEI

tendo a designagdo ATCC CRL 9592,

Uma linha celular de Mamifero,HRVRI
(HRRI) tendo a designacdo ATCC CKL 9593 e

Uma linha celular de hibridoma,CIII
92.1 A tendo a designagdo ATCC HB 9594,
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REIVINDICACAD

14, - Método para a recuperacgdo da
molécula de adesdo intercelular-1, (sICAM-1), na forma subs-
tancialmente pura, caracterizado pelos passos de:

(A) remogdo do sobrenadante das c &lulas ndo lisadas,

(B) introdugdo do sobrenadante numa matriz de afinidade con-
tendo anticorpo imobilizado capaz de se ligar a SICAM-1, de
preferencia anticorpos contra ICAM-1 e sICAM-1 ou seus deri-
vados,

(C) permitir que a referida SICAM-1 se ligue ao referido an-
ticorpo da referida matriz.

(D) lavagem da referida matriz de afinidade para remover os
contaminantes ndo ligados e

(E) recuperagdo da referida SICAM-1 na forma substancialmen-
te pura através da eluigdo da referida sICAM-1 da referida
matriz.

239, - Método de acordo com a rei-
vindicagdo 1, caracterizado ainda pela introducdo do sobre-
nadante numa coluna de lectina ou de gérmen de trigo antes
ou depois do sobrenadante ser introduzido na referida coluna
de anticorpo.

3¢, - Mé&todo de acordec com a rei-
vindicagdo 1 ou 2,caracterizado por se cobter uma molécula de
adesdo intercelular-1 soldvel humana, isolada e purificada
Ou um seu derivado funcional.
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43, - M&tcdo de acordo com a rei-
vindicagdo 3, caracterizado por se obter uma molécula de ade-
sdo intercelular obtida a partir de HelLa, Hel e seus trans-
fectantes primdrios que apresenta as Sequintes caracteristi-
cas:

(A) solavel na auséncia de detergente e

(B) ser o produto da traducdc das sequdncias de mRNA apresen-
tadas na Figura 1:
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ATGGCTCCCAGCAGCCCCCGGCCCGCGCTGCCCGCACTCCTGGTCCTGCTCGGGGCTCTG
M A P S S P R P A L P A L L V L L G A L

TTCCCAGGACCTGGCAATGCCC@GACATCTGTGTCCCCCTCAAAAGTCATCCTGCCCCGG
F P G P GN A QT S V S P S KV I L P R

GGAGGCTCCGTGCTGGTGACATGCAGCACCTCCTGTGACCAGCCCAAGTTGTTGGGCATA
G 6 sS VLV T CST S CDOGQEPIZ XKULTULG I

GAGACCCCGTTGCCTAAAAAGGAGTTGCTCCTGCCTGGGAACAACCGGAAGGTGTATGAA
E T P?P L P K X E L L L P G NNUIRIK V Y E

CTGAGCAATGTGCAAGAAGATAGCCAACCAATGTGCTATTCARACTGCCCTGATGGGCAG
L S NV QED S QP M CY S NCUPUDG Q

TCAACAGCTAARACCTTCCTCACCGTGTACTGGACTCCAGAACGGGTGGAACTGGCACCC
S T A K T F L T V ¥ W TP EURV E L A P

CTCCCCTCTTGGCAGCCAGTGGGCAAGAACCTTACCCTACGCTGCCAGGTGGAGGGTGGG
L P S W QP V 66 XK NL T LRC Q V E G G

GCACCCCGGGCCAACCTCACCGTGGTGCTGCTCCGTGGGGAGAAGGAGCTGAAACGGGAG
A P R A NILTV V L L R GEIXTETULIKT RE

CCAGCTGTGGGGGAGCCCGCTGAGGTCACGACCACGGTGCTGGTGAGGAGAGATCACCAT
P A V G E P A EV T T T VLV RURUD H H

GGAGCCAATTTCTCGTGCCGCACTGAACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGAGCTGTTT
G A NF S CRTEULDULURTEPOQGTULL E L F

GAGAACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTGCCAGCGACTCCCCCACAA
ENT S A P Y QL Q T F VL P A T P P Q

CTTGTCAGCCCCCGGGTCCTAGAGGTGGACACGCAGGGGACCGTGGTCTGTTCCCTGGAC
L vV S P R V L E V D T Q G T V VvV ¢ s L D

GGGCTGTTCCCAGTCTCGGAGGCCCAGGTCCACCTGGCACTGGGGGACCAGAGGTTGAAC
G L F P V S E A Q V H L A L G D Q R L N

FIG1a
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CCCACAGTCACCTATGGCAACGACTCCTTCTCGGCCAAGGCCTCAGTCAGTGTGACCGCA
p T V T Y G N D S F S A K A S vV S V T A

GAGGACGAGGGCACCCAGCGGCTGACGTGTGCAGTAATACTGGGGAACCAGAGCCAGGAG
E D E G T Q@ R L T C A V I L G N Q S Q E

ACACTGCAGACAGTGACCATCTACAGCTTTCCbGCGCCCARCGTGATTCTGACGAAGCCA
T L @ T V T I Y S F P AP N V I L T K P

GAGGTCTCAGAAGGGACCGAGGTGACAGTGAAGTCTGAGGCCCACCCTAGAGCCAAGGTG
E VvV S E G T E VT v X C E A H P R A K v

ACGCTGAATGGGCTTCCAGCCCAGCCACTGGGCCCGAGGGCCCAGCTCCTGCTGAAGGCC
T L N G V P A Q P L G P R A Q L L L K A

ACCCCAGAGGACAACGGGCGCAGCTTCTCCTGCTCTGCAACCCTGGAGGTGGCCGGCCAG
T p E D N G R S F § cC S AT L E V A G Q

CTTATACACAAGAACCAGACCCGGGAGCTTCGTGTCCTGTATGGCCCCCGACTGGACGRG
L I H K N Q T R E L R VvV L Y G P R L D E

AGGGATTGTCCGGGAAACTGGACGTGGCCAGAAAATTCCCAGCAGACTCCAATGTGCCAG
R D C P G N W T W P E N S 0 Q@ T P M C Q

GCTTGGGGGAACCCATTGCCCGAGCTCAAGTGTCTAAAGGATGGCACTTTCCCACTGCCC
A W GNP L P E L K C L K b G T F P L P

ATCGGGGAATCAGTGACTGTCACTCGAGATCTTGAGGGCACCTACCTCTGTCGGGCCAGG
I ¢ E S VvV T V T R D L E G T Y L C R A R

AGCACTCAAGGGGAGGTCACCCGCAAGCCCCCCGGTATGAGATTGTCATCATCACTGTGG
s T Q G E VvV T R K P P G M R L S s s L W

TAG 1500

.

FIG.1b
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58, - Método para a obtencdo de uma
sequéncia de DNA isolada e purificada, caracterizado por se
incorporar na referida sequéncia a sequéncia de DNA que codifj
ca a molécula de adesdo intercelular-l sollGvel e humna, de
preferéncia como descrito na Figura !, anteriormente referi-

da.

68. - Cé&lula hospedeira, caracterizada
por conter a sequéncia de DNA da reivindicacdo 3.

7%. - Anticorpo de preferéncia monoclo
nal caracterizado por ser capaz de se ligar a sICAM-]1 e in-
capaz de se ligar a ICAM-1 insolGvel, de preferencia capaz
de se ligar a sequéncia de 11 amino&cidos do extremo C como
se mostra na Figuranl, anteriormente referida.

8%. - Processo para a preparacdo de
uma composigdo farmac8utica para reducdo da infecgdo por ri-
novirus humanc, caracterizado por se incluir na referida
compesicdo a proteina das reivindicacbes 3 ou 4.

98. - Processo para a preparacdo
uma composigdo farmac@utica para reverter o mau funciona-
mento do sistema imune causada por excesso de SICAM-1,carac-
terizado por se incluir na referida composicdo anticorpos
monoclonais contra sICAM-1 e/ou ICAM-1 e/ou suas misturas.

108, - Processo para a preparacao
de uma composigdo farmacButica para reverter o mau funciona-
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mento do sistema imune causado por excesso de sICAM-1, carac-
terizado por se incluir na referida @mposigdo LFA-1, purifi-
cado ou seus derivados funcionais.

Lisboa, 22 de Janeiro de 1990

\.
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J. PEREIRA DA CRUZ

Agante Cligial ¢2 Pronriciaue Industrizl

RUA VICTOR CORDEN, 1W0-A, 1.°
1200 LIS2DA
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ATGGCTCCCAGCAGCCCCCGGCCCGCGCTGCCCGCACTCCTGGTCCTGCTCGGGGCTCTG
M A P S S P R P A LPALULTVIULULGRAL

TTCCCAGGACCTGGCAATGCCCAGACATCTGTGTCCCCCTCAAAAGTCATCCTGCCCCGG
F P G P GN A QT S V S P S K V I L P R

GGAGGCTCCGTGCTGGTGACATGCAGCACCTCCTGTGACCAGCCCAAGTTGTTGGGCATA
G G S VLV TC ST S CDOQZPIXKULTULG I

GRGACCCCGTTGCCTAAAAAGGAGTTGCTCCTGCCTGGGAACAACCGGAAGGTGTATGAA
E TP L P K X E L L L P GNIJNURIK V Y E

CTGAGCAATGTGCAAGAAGATAGCCAACCAATGTGCTATTCAAACTGCCCTGATGGGCAG
L S NV QED S QPMOCY S NICTZPD G Q

TCAACAGCTAAAACCTTCCTCACCGTGTACTGGACTCCAGAACGGGTGGAACTGGCACCC
S T A KT F L TV Y W T PETZRV E L A P

CTCCCCTCTTGGCAGCCAGTGGGCAAGAACCTTACCCTACGCTGCCAGGTGGAGGGTGGG
L P §S W QP V G KNUILITTULTZ RC Q V E G G

GCACCCCGGGCCAACCTCACCGTGGTGCTGCTCCGTGGGGAGAAGGAGCTGAAACGGGAG
A P R A NLTV V L L RGTE X E L K R E

CCAGCTGTGGGGGAGCCCGCTGAGGTCACGACCACGGTGCTGGTGAGGAGAGATCACCAT
P A V G E P A E V T T T VL V R R D H H

GGAGCCAATTTCTCGTGCCGCACTGAACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGAGCTGTTT
G A N F S CR TELODLTR R P Q G L E L F

GAGAACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTGCCAGCGACTCCCCCACAA
E N T s A P Y Q L Q T F V L P A T pP P Q

CTTGTCAGCCCCCGGGTCCTAGAGGTGGACACGCAGGGGACCGTGGTCTGTTCCCTGGAC
L Vs PRV L E V D T Q G T V V Cc s L »

GGGCTGTTCCCAGTCTCGGAGGCCCAGGTCCACCTGGCACTGGGGGACCAGAGGTTGAAC
G L F P V S E A Q V. H L A L G D Q R L n
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CCCACAGTCACCTATGGCAACGACTCCTTCTCGGCCAAGGCCTCAGTCAGTGTGACCGCA
p T V T Y G N D S F S A K A S VvV S V T A

GAGGACGAGGGCACCCACCGGCTGACGTGTGCAGTAATACTGGGGAACCAGAGCCAGGAC
E D E G T Q R L T CA V I L G N Q s Q E

ACACTGCAGACAGTGACCATCTACAGCTTTCCCGCGCCCAACGTGATTCTGACGAAGCCA
T L Q T V T I Y S F P A P NV I L T K P

GAGGTCTCAGAAGGGACCGAGGTGACAGTGAAGTGTGAGGCCCACCCTAGAGCCAAGGTG
E V S E G T E V TV K CE A H P R A K V

ACGCTGAATGGGGTTCCAGCCCAGCCACTGGGCCCGAGGGCCCAGCTCCTGCTGAAGGCC
T L N G V P A Q P L G P R A Q L L L K A

ACCCCAGAGGACAACGGGCGCAGCTTCTCCTGCTCTGCARCCCTGGAGGTGGCCGGCCAG
T P E D NG R S F 8§ C S A T L E V A G Q

CTTATACACAAGAACCAGACCCGGGAGCTTCGTGTCCTGTATGGCCCCCGACTGGACGAG
L I H K N Q T R E L R V L Y G P R L D E

AGGGATTGTCCGGGAAACTGGACGTGGCCAGAAAATTCCCAGCAGACTCCAATGTGCCAG
R D C P G N W T W P E N S Q Q T P M C Q

GCTTGGGGGAACCCATTGCCCGAGCTCAAGTGTCTAAAGGATGGCACTTTCCCACTGCCC
A W G N P L P E L K €C L K D G T F P L P

ATCGGGGAATCAGTGACTGTCACTCGAGATCTTGAGGGCACCTACCTCTGTCGGGCCAGG
I G e S v T VvV T R D L E G T Y L C R A R

AGCACTCAAGGGGAGGTCACCCGCAAGCCCCCCGGTATGAGATTGTCATCATCACTGTGG
s T ¢ G E vV T R K P P G M R L S S S L W

TAG 1500

.

FIG.1b
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COMPARISON OF C-TERMINAL REGIONS OF ICAM-1 AND sICAM-1

ACTCAAGGGGAGGTCACCCGCAAGGTGACCGTGAATGTGCTCTCCCCCCGGTATGAGATT
T Q G E V. T R K VvV T V N V L S5 P R Y E I

ACTCAAGGGGAGGTCACCCGCAAG=mmm=mmmmmmmm e m e CCCCCCGGTATGAGATT
T Q G E V T R K P P G M R L

GTCATCATCACTGTGGTAGCAGCCGCAGTCATAATGGGCACTGCAGGCCTCAGCACGTAC
v I 1 T V V A A AV I M GTAGUL S T Y

GTCATCATCACTGTGGTAGCAGCCGCAGTCATAATGGGCACTGCAGGCCTCAGCACGTAC
S § §S L wW *

CTCTATAACCGCCAGCGGAAGATCAAGAAATACAGACTACAACAGGCCCAAAAAGGGACC
L Y N R Q R K I K K Y R L Q Q A Q K G T

CTCTATAACCGCCAGCGGAAGATCAAGAAATACAGACTACAACAGGCCCAAAAAGGGACC

CCCATGARACCGAACACACAAGCCACGCCTCCCTGAACCTATCCCGGGACAGGGCCTCTT
P M XK P N T Q A T P P *

CCCATGAAACCGAACACACAAGCCACGCCTCCCTGAACCTATCCCGGGACAGGGCCTCTT

UPPER LINES: ICAM-1 cDNA SEQUENCE AND TRANSLATION

LOWER LINES: sICAM-1 cDNA SEQUENCE AND TRANSLATION

FIG.2
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