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DESCRIPCION
Moléculas de adhesion vascular y modulacién de su funcién

La presente invencion se refiere a la identificacion de una subfamilia de moléculas de adhesién vascular, a la
identificacion de su actividad biolégica y a la modulacion de la funcién de estas moléculas para el tratamiento de
diversas enfermedades.

Durante todo el desarrollo embriénico y el desarrollo posnatal precoz, las células endoteliales proliferan y se
diferencian formando nuevos vasos sanguineos mediante vasculogénesis y angiogénesis. En los organismos
adultos el endotelio define la barrera hematotisular y consiste en células quiescentes que no ciclan. Estas células
polarizadas estan enlazadas unas con otras mediante uniones herméticas y uniones adherentes formando una capa
continua de células. Las funciones de la capa endotelial consisten en el mantenimiento de la homeostasia tisular,
fibrindlisis, coagulacién, tono vascular y transmigracion leucocitaria. Todas estas propiedades estan reguladas por
una sintonia fina de la expresion y por la funcion de moléculas de adhesion.

Las situaciones patologicas tales como la inflamacién, el crecimiento tumoral, la formacion de heridas o la
angiogénesis, conducen a un cambio temporal del nimero y funcién las moléculas de adhesion sobre el endotelio
vascular y este hecho da por resultado una homeostasia alterada del vaso. Como ejemplo, los tumores aumentan la
concentracion local de factores angiogénicos lo que induce a una desviacién desde las células endoteliales
quiescentes que no cicla a endotelio en proliferacién. La desviacion angiogénica es inducida por varios factores que
incluyen la IL-8, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la
VCAM-1 soluble, el factor basico de crecimiento de los fibroblastos (bGFG), y el factor de la necrosis tumoral (TNF).
Como resultado, las células endoteliales de los vasos existentes degradan la matriz extracelular (ECM) e invaden el
tejido circundante, lo que lleva a la vascularizacion de tumores.

Durante la desviacién angiogénica se modifica el tipo de expresion génica endotelial. Por ejemplo, el tratamiento de
las células endoteliales con bFGF o TNF-a da por resultado un aumento cuadruple de la expresion de la integrina
avBs, una molécula de adhesion implicada en la emigracién de células endoteliales. Ademas, la desviacion
angiogénica modifica la respuesta inflamatoria del endotelio conduciendo a una emigracion anormal de leucocitos
hacia los tumores. Normalmente, los leucocitos se extravasan desde la sangre por adherencia al endotelio y emigran
a través de él. Estos mecanismos ocurren en un proceso de varias etapas que implica selectinas, integrinas y
moléculas de adhesion de la Superfamilia de las Inmunoglobulinas.

Se ha indicado que en el endotelio asociado a tumores la VCAM, la ICAM vy las selectinas estan reguladas a la baja.
La regulacion a la baja de estas moléculas de adhesion puede representar un mecanismo por el que los tumores
evitan la invasion por células citotoxicas del sistema inmunitario. La solicitud de patente PCT, documento WO
98/24897, se refiere a moléculas de adhesion de la union (JAM) de origen humano y murino, y describe también
anticuerpos y expresion de JAM solubles. La solicitud de patente PCT, documento WO 00/36102, describe las
secuencias de polinucleétidos y de polipéptidos de una proteina denominada PRO1868, pero no describe una
actividad bioldgica concreta.

Es el objeto de la presente invencidn investigar nuevas proteinas de adhesion de la Superfamilia de las
Inmunoglobulinas (Ilg Sf), que estdn reguladas en el endotelio bajo la influencia de tumores en cuanto a la
transcripcion.

Es otro objeto de la invencién definir moléculas derivadas desde las nuevas proteinas de adhesién para emplear en
el tratamiento de diversas indicaciones, tales como, por ejemplo, tumores e inflamacion.

En la investigacion que condujo a la presente invencion, se utilizé un modelo murino experimental para identificar
transcritos regulados durante el cultivo conjunto de una linea de células endoteliales con células de melanoma. Para
restringir la estrategia de seleccién a moléculas de adhesion de la Ig Sf, se desarrollé6 un nuevo enfoque de
exposicion del RNA denominado “Exposicidn Diferencial Dirigida” (Targeted Differential Display). La novedad de ea
técnica de exposicion modificada reside en el uso de solo un conjunto de cebadores degenerados. Como se
demuestra en los ejemplos, se encontrd, sorprendentemente, que esto lleva a una especificidad suficiente.

Mas especificamente, los cebadores parcialmente degenerados (en el caso presente el nivel de degeneracién esta
entre 2048 y 4096 formas diferentes de cebadores dentro de un conjunto), designados para dirigir la secuencia
conservada encontrada en los dominios C2 de miembros de la Ig Sf, fueron utilizados para conducir la Técnica de
Exposicion Diferencial Dirigida basada en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Samaridis and Colonna
(1997) Eur. J. Immunol. 27, 660-665).
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Basandose en este descubrimiento la invencién proporciona un método para la identificacién especifica de
secuencias de DNA expresadas diferencialmente, que comprende el uso de PCR de Transcripcion Inversa de
Exposicion Diferencial, en la que se utiliza un conjunto de cebadores parcial o totalmente degenerados, especificos
del gen diana. Una limitacion importante de la estrategia convencional de exposiciéon de RNA es la falta de
especificidad del método. Con la pretension de aumentar esta especificidad, los inventores, en su busqueda de otras
moléculas de adhesion, han utilizado cebadores degenerados que tienen como objetivo las secuencias que codifican
moléculas con dominios C,. Esto se consiguié mediante la alineacion de los dominios C, de diversas moléculas de
adhesion de la Ig Sf, y la identificacion de un consenso lineal de amino&cidos, que rodean al resto de cisteina que
participa en la estructura de los dominios C,: Y-(RQYS)-C-x-A-S-N-x2-G. En un sentido mas general, este enfoque
puede ser usado también para la busqueda de otras secuencias en que se usa la traduccion inversa de una o0 mas
de las secuencias de consenso mas frecuentes, para disefiar los cebadores degenerados utilizados en la exposicién
diferencial.

El método ha permitido la identificacion de un transcrito, regulado a la baja en las células endoteliales por
confluencia en presencia de células de melanoma o de carcinomas. El cDNA codificaba una molécula de la Ig Sf
con caracteristicas estructurales inusuales, y se denomind6 CRAM-1 por “Molécula de Adhesion Regulada en
Confluencia”.(Confluency Regulated Adhesion Molecule) Las secuencias de polinucleétidos y polipéptidos de
CRAM-1 son idénticas a las de la proteina PRO1868 descritas en el documento WO 00/36102, pero aqui, por
primera vez, su actividad biolégica ha sido identificada. La descripcion reciente de una molécula estructuralmente
afin, JAM, implicada en la transmigracién leucocitaria, sugirié la existencia de una nueva familia de moléculas de
adhesion de la que las moléculas JAM y CRAM-1 eran los prototipos. La comparacion de las secuencias con las
bases de datos EST permiti6, ademas, la clonacién de CRAM-2, un tercer miembro de esta familia molecular. La
Fig. 1 muestra las secuencias de cDNA murinas que codifican las proteinas de CRAM-1 y CRAM-2. En esta solicitud
de patente los nombres JAM y JAM-1, CRAM-1 y JAM-2, asi como CRAM-2 y JAM-1, se usan indistintamente.

La distribucion tisular comparativa de los transcritos que codifican JAM, CRAM-1 y CRAM-2 puso de manifiesto una
expresion preferente de esas moléculas en los compartimentos endotelial y epitelial, 1o que sugiere un papel
importante desempefiado en el mantenimiento de los contactos de célula-célula. Estas interacciones de célula-célula
de células endoteliales quiescentes regulan la permeabilidad vascular, el ciclo celular y la transmigracién leucocitaria
a través de la pared endotelial.

Para esclarecer adicionalmente la funcién y la interaccion de las tres moléculas, se usé un enfoque molecular. A
este fin, fueron construidas moléculas quiméricas que consistian en las secuencias “Flag-tag” y Proteina
Fluorescente Verde Intensificada (Enhanced Green Fluorescent Protein) (EGFP) fusionadas a una forma soluble o
una forma unida a la membrana, de CRAM-1, CRAM-2 o JAM) (resumido en la Fig. 2). Cuando fueron transfectados
en lineas celulares, los productos de fusion de EGFP de CRAM-1 y JAM se localizaron en los contactos de célula-
célula, confirmando el papel que desempefian estas moléculas en la comunicacién de célula-célula. Por el contrario,
CRAM-2 estaba distribuida mas ampliamente sobre la superficie celular. Ademas, la construccién soluble de
CRAM-1 bloqueaba la emigracion endotelial de leucocitos, in vitro, mientras que la molécula JAM soluble,
manifestaba solamente un efecto marginal. En conjunto, estos resultados sugirieron un papel central de esta nueva
subfamilia de moléculas de adhesién para el mantenimiento de la integridad vascular y de la funcion de la capa
endotelial.

Basada en estos descubrimientos, la presente invencion proporciona nuevos medios de contrarrestar indicaciones
médicas tales como la inflamacion crénica y el desarrollo tumoral, con reactivos basados en polipéptidos de CRAM.

Més en particular, la presente invencion se refiere a un polipéptido en forma aislada que pertenece a una subfamilia
de la Superfamilia de las Inmunoglobulinas humanas, cuyo polipéptido muestra al menos 70% de homologia de
secuencia, con la secuencia de aminoéacidos de las Moléculas de Adhesién Reguladas en Confluencia —1 (CRAM-1)
murinas, como se describe en la Fig. 3 fila superior, para usar como un medicamento. Las Figuras 4 y 5 muestran la
alineacion sobre el nivel de aminoéacidos entre JAM-2 (CRAM-1) y JAM-3 (CRAM-2) del raton, respectivamente.

Los polipéptidos de CRAM encontrados en el cuerpo humano o en el cuerpo de un animal, son marcadores de
células en crecimiento. La expresion de CRAM esta regulada al alza en células que estan creciendo.

En esta memoria se describen dos polipéptidos murinos que son miembros de esta familia. Basandose en la
informacidn de las secuencias de estos polipéptidos pueden identificarse otros miembros de la familia por medios
bien conocidos tales como PCR, hibridacion cruzada en colecciones de DNA o reactividad cruzada de anticuerpos.

La informacion de las secuencias puede ser o bien de la secuencia de aminoacidos o de la secuencia de
nucleedtidos que codifica la secuencia de aminoécidos.
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Mas particularmente, la invencion se refiere, por tanto, al polipéptido correspondiente de los seres humanos, que
comprende esencialmente la secuencia de aminoacidos representada en la Fig. 6, grupo de la parte media, o una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70% homdloga con ella, para usar como un medicamento.

Ademas de usar la informacién de las secuencias de las dos proteinas de CRAM descritas en esta memoria, para
identificar otros miembros de la familia en otras especies, tales como la de los seres humanos, las dos proteinas y
sus correspondientes miembros de la familia, pueden ser usados también para preparar moléculas derivadas, tales
como anticuerpos dirigidos contra los (poli)péptidos de la invencién, o equivalentes recombinantes de las proteinas,
opcionalmente en forma soluble, o péptidos que comprenden al menos parte de la secuencia de aminoacidos de los
polipéptidos. Partes adecuadas de la secuencia de aminoacidos son, especialmente, los dominios extracelulares:
VC,, y la secuencia citoplasmica proximal de la membrana: A-[Y,Q] - [R,S] - [R,K]-G-[C,Y]-F.

Ademas de los derivados del tipo de anticuerpos y de (poli)péptidos, la invencion se refiere también a poli- u
oligonucledtidos que poseen una secuencia que codifica un polipéptido completo o una de sus partes, cuyo
polipéptido posee una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 70% homologa con la secuencia de
aminoacidos de la proteina de CRAM-1 segln se describe en esta memoria, para usar como un medicamento. Mas
particularmente, la invencién se refiere a secuencias de nucleétidos que son al menos 70%, preferiblemente al
menos 80%, mas preferiblemente al menos 90% y lo mas preferible, esencialmente 100%, homdlogas con la
secuencia de DNA de la CRAM-1 humana, como se describe en la Fig. 6, para usar como un medicamento. Tales
poli- u oligonucleétidos pueden ser, por ejemplo, RNA o DNA y pueden ser cebadores, sondas, RNA antisentido, etc.

Todas estas moléculas pueden ser utilizadas para modular la funcién de los polipéptidos originales encontrados en
el cuerpo humano o en el cuerpo de un animal, o para diagndstico.

La angiogénesis de, por ejemplo, tumores, puede ser inhibida con anticuerpos. Estos pueden utilizarse como
moléculas dirigidas hacia células que son portadoras de los polipéptidos de CRAM. Los anticuerpos pueden actuar
tal cual son o pueden acoplarse a otras moléculas tales como toxinas, marcadores radiactivos, marcadores
fluorescentes, marcadores enzimaticos, marcadores fotoactivables, asi como también a liposomas, células, etc.

Los anticuerpos marcados son particularmente adecuados para usos de diagndstico de los anticuerpos, es decir,
pueden ser utilizados para localizar la angiogénesis en un tumor en crecimiento. Ademas, los anticuerpos acoplados
a toxinas o a moléculas radiactivas, pueden ser usados para matar especificamente el tumor desde dentro, por
direccién hacia los vasos (en crecimiento) del tumor.

Se ha descubierto que las moléculas del tipo de las moléculas CRAM no eran detectadas en la vasculatura normal
excepto en las vénulas linfaticas y las vénulas endoteliales altas de 6rganos linfoides tales como los nédulos
linfaticos y las placas de Peyer. La ventaja de ello es que la direccion de, por ejemplo, anticuerpos anti-CRAM,
puede ser altamente especifica , por ejemplo, hacia células tumorales, evitandose de este modo efectos secundarios
indeseables.

Ademas, los (poli)péptidos pueden unirse también a la molécula sobre vasos angiogénicos y por ello estimulan o
inhiben la angiogénesis.

Los (poli)péptidos solubles que poseen esencialmente la misma secuencia de aminoacidos que los polipéptidos de
CRAM pueden ser empleados en el tratamiento de reacciones de inflamacion del endotelio vascular. Se ha
descubierto, segin la invencién, que la emigracion transendotelial de leucocitos puede ser inhibida por
SCRAM-1-1G2Do o anticuerpos monoclonales contra CRAM-1. Esta molécula y moléculas similares pueden ser
utilizadas, por tanto, para enfriar o estimular una reaccion inmunoldgica tal como la que se encuentra en la
inflamacion.

La expresion especifica de la molécula sobre células vasculares de vénulas endoteliales altas (HEVS) in vivo, que
estan especializadas en la emigracion de leucocitos, sostiene un efecto estimulante de CRAM sobre la emigracién
de linfocitos o sobre la permeabilidad capilar. Este efecto puede deberse por si mismo a la modulacién de moléculas
implicadas normalmente en el sellado del lecho vascular (CRAM-1, CRAM-2, JAM, PECAM, VE-Cadherin). Este
descubrimiento es la base de otras aplicaciones de la invenciéon que llevan consigo la regulacion de las uniones
interendoteliales por liberacion de (poli)péptidos recombinantes de moléculas CRAM de la invencion, o anticuerpos
monoclonales contra CRAM-1.

También pueden utilizarse anticuerpos anti-CRAM para bloquear interacciones de célula-célula en células en
crecimiento. Esto conduce a desorganizacion de los contactos intercelulares que son necesarios, normalmente, para
la funcion de barrera de los vasos sanguineos. Este descubrimiento puede ser utilizado para aumentar la
permeabilidad de vasos en crecimiento y aumentar la distribuciéon de medicamentos a lugares tales como tumores
en crecimiento, Utero posmenstrual, etc. La desorganizacion de contactos intercelulares puede utilizarse, por
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consiguiente, para bloquear el desarrollo de células tumorales portadoras del antigeno, tales como angiomas
(tumores que se originan desde el endotelio vascular) o algunos carcinomas que crecen rapidamente.

Para diagnosis puede hacerse uso de anticuerpos marcados pero también de oligonucleétidos marcados que son
complementarios del DNA o el mMRNA de CRAM encontrado en las células endoteliales que expresan la proteina o
proteinas de CRAM.

La presente invencion sera ilustrada, ademas, en el ejemplo que sigue en el que se hace referencia a los dibujos
que se acompafian, que muestran:

Fig. 1 : La secuencia de cDNA murina muCRAM-1 que codifica las proteinas de CRAM-1 y CRAM-2, fue subclonada
en el vector pcDNA3 y secuenciada empleando los cebadores Sp6y T7. Se obtuvo la secuencia muCRAM-2 como
el clon de IMAGE procedente de la coleccién EST (Ac: AA690843 y W80145) y se secuencié en el vector pT7T3-
DPac usando los cebadores T7 y T3.

Fig. 2: Representacion esquematica de las herramientas moleculares utilizadas en el ejemplo. La estructura y restos
importantes de la nueva familia estan representados en la parte superior del grupo de la parte de arriba. Las
estrellas representan los sitios putativos de fosforilacion de la parte citoplasmica de las tres moléculas. El segundo
resto candnico Cys del dominio C2 esta perdido en la secuencia de JAM. Diferentes moléculas quiméricas estan
representadas en la parte baja con la posicién y los restos circundantes de los sitios de fusién. Parte de las
moléculas que tienen su origen en secuencias de JAM, CRAM-1 o CRAM-2 se indican en fondo blanco.

Fig. 3: Alineacion de CRAM-1 y de secuencias de aminoacidos de CRAM-1. Las separaciones estan indicadas con
lineas de trazos.

Fig. 4: Alineacién entre CRAM-1 murina y humana (JAM-2).
Fig. 5: Alineacion entre CRAM-2 murina y humana (JAM-3).

Fig. 6: Secuencia de los &cidos nucleicos de la CRAM-1 humana (grupo superior), secuencia completa de
aminoacidos de la CRAM-1 humana (grupo medio), y secuencia parcial de aminoacidos de la CRAM-2 humana.

Fig. 7: Exposicion diferencial dirigida usando cebadores degenerados. (A) : Se indican las secuencias de nucleétidos
de cebadores de la PCR que codifican las secuencias presentes en los dominios C2 de Ig. Dos cebadores codifican
la misma secuencia debido a los codones que codifican el resto de Ser. El nivel de degeneracion es de 4096 formas
diferentes para los cebadores que codifican YRCXAS y de 2048 formas para los otros. (B) : Se indica la exposicién
de productos radiactivos de la PCR obtenidos con los cebadores de YYCXASL. Las calles corresponden a la
exposicion de producto de la PCR introducido sobre cDNA obtenido a partir de la linea de células endoteliales t-end
(calle t-end), la linea de células de melanoma B16 (calle B16), o el cultivo conjunto entre las dos lineas celulares
(calle central). La flecha indica el producto de la PCR de interés obtenido de la CRAM-1 del transcrito regulado a la
baja, en las condiciones del cultivo conjunto.

Fig. 8: (A) Secuencia de nucleotidos y de aminoécidos deducida, del cDNA de la Molécula de Adhesién Regulada en
Confluencia -1 (CRAM-1). El péptido sefial hidréfobo, putativo, (primero) y la regidn transmembranal (segunda) estan
subrayados. Estan indicados los sitios de N-glicosilacién predichos (rayado) restos de cisteinas que forman,
probablemente, uniones disulfuro (partes curvadas) y restos de Ser/Thr/Tyr de sitios de fosforilacion posibles
(negrilla). (B) Modelo estructural de la proteina de CRAM-1 murina. Parte extracelular que muestra un dominio de
Ig tal como VH y otro C2 con dos sitios putativos de glicosilacion enlazados a N. La flecha apunta hacia la region
dirigida por los cebadores parcialmente degenerados usados (YYCXAS!) en la Exposicion Diferencial Dirigida,

Fig. 9: Alineacion de las secuencias proteinicas murinas de JAM, CRAM-1 y CRAM-2- Los restos idénticos estan en
cajas en negro y los restos homdlogos estdn sombreados en gris. La identidad global es 36% entre CRAM-2 y
CRAM-1, 31% entre JAM y CRAM-1 y 33% entre JAM y CRAM-2; las respectivas homologias son 52%, 52% y 49%.
Las separaciones se indican en las secuencias por lineas de trazos. Los restos canonicos conservados (Cys y Trp)
de los dominios V y C2 estan marcados con asteriscos.

Fig. 10: Expresion de transcritos que codifican JAM, CRAM-1 y CRAM-2 detectados mediante RT-PCR en lineas
diferentes (A) o detectados por transferencia Northern en diversos tejidos (B). (A): RT-PCR ha sido conseguida
sobre cDNA procedente de una linea de células endoteliales tratada con TNF (las calles 2 y 11 corresponden a
células t-end tratadas con TNF) o sin tratar (las calles 3, 4, 6, 7, 9, 12 corresponden a células b-end.5, e-end.2,
t-end V'L t-end, V**L* | TME y t-end, respectivamente). Las calles 5 y 10 corresponden a las lineas de células
tumorales B16 (melanoma) y KLN205 (carcinoma). La calle 8 corresponde a la linea de células epiteliales timicas,
sin transformar, MTE4-14. La calle 1 es el testigo positivo para amplificaciones de JAM, CRAM-1 y CRAM-2 sobre
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los plasmidos que contienen los cDNAs clonados. (B) : Autorradiografia de hibridacion de la sonda marcada con p*
a transferencia Northern del ratén. Las sondas utilizadas para cada hibridacion estan indicadas a la izquierda. Las
sefiales de hibridacion para JAM y CRAM-1 esta detectadas en el tamafio de 2 kb.

Fig. 11: Localizacion de JAM-2 y JAM-1 para contactos de célula-célula establecidos. a: Se llevd a cabo
inmunocitoquimica sobre células TME fijadas con paraformaldehido, con anticuerpos anti-Jam-2 (a) o anti-Jam-1 (b).
Las flechas indican la localizacion especifica de las proteinas para contactos de célula-célula. Barra, 10 um. B: Las
moléculas quiméricas JAM-2-EGFP (a) y JAM-1-EGFP (c) estaban localizadas especificamente para contactos de
células entre células transfectadas. El enriquecimiento en proteinas recombinantes EGFP no se observo entre
células transfectadas y células sin transfectar (punta de flecha). Barra, 20 um. C: Inmunoprecipitacion de JAM-2
después de biotinilacion superficial de células endoteliales TME. Se emplearon anticuerpos anti-PECAM (calle 1) y
anti-JAM-1 (calle 2) como testigos negativo y positivo, respectivamente, para la inmunoprecipitacion con el
anticuerpo CRAM-XIXH35 (calle 3). Los pesos moleculares estan indicados a la derecha. D: Inmunoprecipitacion de
proteinas recombinantes EGFP procedentes de células CHO transfectadas. Se usaron los anticuerpos anti-JAM-2
(calles 2, 3, 6) y anti-JAM-1 (calles 1, 4, 5) para inmunoprecipitar los lisados biotinilados procedentes de células
CHO sin transfectar (calle 1 y 2), transfectadas con JAM-1-EGFP (calles 3 y 4), o transfectadas con JAM-2-EGFP
(calles 5y 6). Los pesos moleculares estén indicados a la derecha.

Fig. 12: Emigracién de esplenocitos a través de monocapas de endoteliomas activados con TNF, en presencia o
ausencia de la quimioquina SDF-1. Se usaron tres endoteliomas: tEnd.1 de tipo salvaje, o tEnd.1 transfectado con el
cDNA que codifica CRAM-1 6 CRAM-2. Dos anticuerpos monoclonales fueron ensayados para determinar su
capacidad para afectar a la transmigracién, F-26 6 H-26, ambos anticuerpos monoclonales de IgG1 de la rata
dirigidos contra CRAM-1 murina.

Fig. 13: Regulacién de CRAM-1 en funcion de la confluencia. La PCR semicuantitativa se lleva a cabo usando una
mezcla de cebadores especificos de los cDNAs de HPRT y CRAM-1. Las reacciones PCR se realizan sobre un gel
de agarosa al 1,2% y la tincién con bromuro de etidio. Las calles 1, 2 y 3 corresponden, respectivamente, a
confluencias de 100, 50 y 10%. Se observa una sefial mas débil para CRAM-1 en la confluencia de 100% (calle 1).
Se indican las condiciones de cultivo de las lineas de células endoteliales (t-end.1 y TME) tal cual, solas, o
mezcladas con la linea de células tumorales KLN 205.

Fig. 14: Andlisis de transferencia Northern de transcritos de JAM-2 (a), JAM-1 (b), o B-actina (c) en tejidos de raton.
Se indican los resultados en preparaciones de mRNA embrionico poscoito y adulto. Las dimensiones de las sefiales
de hibridacién estan indicadas a la derecha.

Fig. 15: Andlisis inmunohistologico de la expresion de JAM-2, JAM-1, ZO-1 y PECAM. Cortes en serie de rifién (a-d)
0 cortes procedentes de nodulos linfaticos mesentéricos (e-l) fueron sometidos a tincién con anticuerpos anti-JAM-2
(a, e, i), anti-JAM-1 (b, f, j), anti-ZO-1 (c, g, k) o anti-PECAM (d, h, I). Cada serie de fotografias (a-d, e-h e i-l) se
adquirio con fijaciones idénticas para CCD.

Fig. 16: Expresion de JAM-2 en células endoteliales. A: Analisis citofluorimétrico de la expresion de JAM-2, JAM-1 y
PECAM en lineas de células endoteliales (tEnd.1, eEnd.2 y TME) o la linea de carcinoma de células escamosas
(KLN 205). Los perfiles de lineas discontinuas representan los testigos negativos obtenidos con un anticuerpo
dirigido contra CD4. B: Analisis citofluorimétrico de JAM-2 sobre células endoteliales recientemente aisladas. Los
drganos indicados fueron disociados por digestion con colagenasa/dispasa, tefiidos con DilAc-LDL, CD31 y anti-
JAM-2 6 anti-JAM-1, como esta indicado. Se obtuvieron perfiles de histogramas representando la poblacion de
células endoteliales positivas para DilAc.LDL (FL-2) y CD31 (FL-3). Los testigos negativos fueron obtenidos
omitiendo los mAbs primarios contra JAM-1 6 JAM-2.

Fig. 17: (A) : Localizacion de JAM-2-EGFP durante la formacion del contacto de célula-célula. Fotografias de la
fluorescencia fueron tomadas cada 3 minutos durante 1 hora , durante la formacién de una monocapa de células
CHO transfectadas con JAM-2-EGFP. Se muestran as fotografias obtenidas durante los primeros 18 minutos. En el
tiempo 0, los asteriscos identifican las tres células presentes en el campo. En los tiempos 6, 12 y 18 minutos, las
flechas sefialan la relocalizacion de JAM-2-EGFP del contacto de célula-célula formado nuevamente. (B):
Localizacion de JAM-2-EGFP después de la lesion. Las flechas indican el lado lesionado y las puntas de las flechas
destacan los procesos membranales ricos en JAM-2-EGFP. El tiempo transcurrido esta indicado en las fotografias.
Barra, 10 pm.

Fig. 18: La expresién de JAM-2 disminuye la permeabilidad paracelular. (A) : La permeabilidad paracelular fue
evaluada por difusion de FITC-Dextrano a través de monocapas de células CHO sin transfectar, células CHO
transfectadas con Tac (hulL2Ra) o con la proteina de fusion EGFP indicada (JAM-1 6 JAM-2). La transfeccion de
JAM-2-EGFP o JAM-1-EGFP en células CHO llevé a una disminucién importante de la permeabilidad celular
(57,8%7-4,9 y 70,8%"/-3,6, respectivamente, p < 0,0001), mientras que la transfeccibn de Tac no afectd

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2361905 T3

significativamente a la permeabilidad celular (100,4%'/-4,4, p = 0,9872). Los resultados fueron normalizados con
respecto a células CHO sin transfectar.

Fig. 19: Direccién de JAM-2-EGFP (A) y JAM-1-EGFP (B) a uniones herméticas preexistentes. Células MDCK
confluentes, transfectadas de modo estable con JAM-2-EGFP (A), o JAM-1-EGFP (B), fueron tefiidas con anti-
ocludina y anti-conejo-Texas/Red. Series de fotografias cada 0,9 um desde los niveles basal a apical se muestran
para la fluorescencia de EGFP (a) o tincion con ocludina (b). El nivel basal de la izquierda fue definido
arbitrariamente tal que las fotografias en serie comprenden el nivel de union hermética sobre los focos en "3,6 y +4,5
um (cuarta y quinta fotografias a la derecha).

Fig. 20: Efecto de moléculas recombinantes solubles sobre la emigracién transendotelial de leucocitos. (A):
Transmigracion expresada como un indice relativo y normalizada sobre los valores obtenidos en la linea de células
t-end (sin tratar) (linea de trazos, Indice 1).Se indican los resultados obtenidos en presencia de 1 ug de sJAM-Ig2do
(cuadrados) o en presencia de 1 ug de sCRAM-1-Ig2do (circulos llenos). Se calcula el indice como media de cinco
experimentos de transmigracion independientes. (B) : Fenotipo de células transmigradas expresado como ndmeros
de células calculados a partir de los porcentajes obtenidos mediante andlisis FACS después de tincién con
anti CD3-FITC y anti B220-PE. Las estrellas indican los puntos experimentales con una diferencia importante con
respecto al testigo.

En los ejemplos los términos JAM y JAM-1, CRAM-1 y JAM-2, y también CRAM-2 y JAM-3 pueden utilizarse
indistintamente.

EJEMPLO
MATERIALES Y METODOS
Lineas celulares

Las lineas celulares de endotelioma timico (tEnd.1) y endotelioma embriénico (eEnd.2) (Williams et al., 1989, Cell
57:1053-1063) fueron proporcionadas por el Dr, W. Risau y el Dr. B. Engelhardt (Instituto Max Planck, Bad-Nauheim,
Alemania). La linea celular del endotelio de los nddulos linfaticos transformadas con SV40, TME, fue proporcionada
por el DR. A. Hamann (Harder et al., 1991, Exp. Cell Res. 1997:259-267). La linea de células escamosas de
carcinoma, KLN 205, la linea de células CHO, la MDCK vy la linea de células de mieloma Sp2/0, fueron obtenidas de
la coleccion de American Type Tissue Culture (ATCC). Todas las células, excepto las CHO, fueron cultivadas en
medio DMEM (Gibco BRL, Paisley, Escocia), suplementado con FCS al 19% (PAA Laboratories, Liz, Austria),
glutamina 2 mM, penicilina, 100 U/ml, y estreptomicina, 100 U/ml (todo de Gibco BRL). Las células CHO fueron
cultivadas en medio Nut.Mix.F-12 (HAM) suplementado como antes. Las células adherentes fueron desprendidas
por lavado con PBS/ EDTA 0,15 mM, seguido de 5 minutos de incubacion a 37°C en el seno de tripsina/EDTA.

Exposicién, clonacién y analisis de las secuencias

Para experimentos de cultivo conjunto se cultivaron 5x10° células t.End.1 junto con 2,5x10* células de melanoma
B16 F10 durante 64 horas en placas de cultivo de tejidos de 10 cm. Como testigo se cultivaron por separado 5x10°
células B16 F10, en las mismas condiciones, obteniendo como resultado monocapas confluentes al cabo de 64
horas. Se extrajo directamente el RNA total en placas petri con reactivo Trizol siguiendo las indicaciones del
fabricante (Gibco BRL, Paisley, Escocia). Se prepard el cDNA a partir de 5 ng de RNA total empleando el cebador
oligo-dT (16-mero) y Transcriptasa Inversa Superscript (Gibco BRL, Paisley, Escocia). La calidad y la cantidad de
cDNA fueron comprobadas llevado a cabo 27 ciclos de PCR sobre 1 pul de ¢ DNA diluido 1:5, usando cebadores
especificos para el cDNA de HPRT casero. Luego se efectud la PCR diferencial con los siguientes cebadores
degenerados® TAYAGNTGYNNNGCYTCYAA® *TAYCRGTGYNNNGCYTCYAA® y *TAYTAYTGYNNNGCYTCYAA®
gue codifican las secuencias mas frecuentes de aminoacidos encontradas en los dominios C, :YRCXAS, YQCXAS,
e YYCXAS. Las condiciones de la PCR consistieron en el uso de : 2 ul de cDNA diluido; 2,5 ul de solucién tampoén
de PCR Goldstar 10X; 2 pl de MgCly; 2 ul de cebadores degenerados 0,3 mM; 0,5 ul de dNTP 0,1 mM; 0,1 pl de
dATP oP* , 10 mCi/ml (Amersham Pharmacia Biotech, Dibendorf, Suiza); 15,65 ul de H,O; 0,25 ul de Taq
polimerasa Goldstar (Eurogentech, Seraing, Bélgica).

Los parametros de la PCR fueron los siguientes: 45 segundos a 94°C, 90 segundos a 50°C, y 45 segundos a 72°C,
repetido 40 veces. Se afiadié solucién tampén de carga Formamida/EDTA y se desnaturalizaron las muestras
durante 2 minutos a 94°C. Los productos de la PCR fueron separados después sobre un gel de poliacrilamida al 6%,
y sometidos a autorradiografia usando OM-Mat de Kodak. Se compararon las intensidades de las bandas.
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Las bandas expresadas diferencialmente fueron cortadas desde el gel de poliacrilamida seco y se recuperaron
fragmentos por ebullicion y precipitaciéon con etanol segun se ha descrito anteriormente (Liang y Pardee, 1992,
Science, 257:967-970=. Los productos de la PCR fueron reamplificados después usando concentraciones crecientes
de dNTPs (0,2 mM en lugar de 2 uM) sin ATP marcado con P%. Los productos de reamplificacion fueron clonados
en el vector pGem-T Easy (Promega Corp. Wallisellen, Suiza) segun ha sido descrito anteriormente (Sambrook,
Fritsch, y Maniatis; Molecular Cloning; 22 ed; Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1989).

Las secuencias de los &cidos nucleicos de dos clones independientes fueron determinadas usando el kit de
secuenciacion Thermo Sequence Fluorescent Labeled Primer Cycle (Amersham Pharmacia Biotech, Dibendorf,
Suiza) y el sistema de andlisis de DNA LI-COR (MWG-Biotech GmbH, Ebersberg, Alemania).

Identificaciéon de JAM-3

El andlisis y comparacion de las secuencias se llevaron a cabo mediante las aplicaciones disponibles del Servidor de
Biologia Molecular ExPASy, es decir, Blast, Prosite, Suiza-Prot. Fueron identificados tres homoélogos ESTs
diferentes, homdlogos de CRAM-1(Nos. de Catalogo, AA726206, AA052463 y AA175925). Ninguno de ellos
codificaba un transcrito de longitud total ni comprendia la secuencia de iniciacion ATG. Por consiguiente, la
secuencia codificante de 5’ se obtuvo usando el sistema 5’RACE-PCR para amplificacion rapida de extremos de
cDNA, version 2.0, segun las indicaciones del fabricante (Gibco BRL, Paisley, Escocia).

Los tres cebadores utlizados fueron disefiados basandose en las secuencias de EST, como sigue:
5-GAGGTACTTGCATGTGCT-3' para la sintesis de la primera hebra, y 5-CGACAGGTGTCAGATAACA-3' y
5-CACCCTCCTCACTCGT-3' para las dos PCRs anidadas. El producto de 5’RACE-PCR fue clonado en el vector
pGem-T. Para obtener la secuencia codificante de longitud total de CRAM-1. el producto de la 5’RACE-PCR clonado
y el EST (N° de catalogo AA726206) fueron sometidos a digestién con las enzimas de restriccion Hpal y Notl y
ligados en el vector pGem-t. La clonacion de CRAM-2 de longitud total se bas6 en la misma estrategia de
comparacion de secuencias y técnica de 5’'RACE. El cDNA de longitud total que codifica CRAM-2 se obtuvo
finalmente desde los nimeros de catalogo de ESTs: AA690843 y W80145. Estos dos clones se diferenciaban en la
longitud de la regién 3’ sin traducir.

Transferencia Northern

Se extrajo mRNA total desde células o tejidos, usando Trizol (Life Technologies AG, Basilea, Suiza) segun las
indicaciones del fabricante. Se extrajo mRNA de poli-A partiendo de 250 pg de RNA total con el kit de purificacion de
mRNA Oligotex (Qiagen, Zurich, Suiza). La transferencia Northern de poli-A embridnico se adquiri6 de CLONTECH
(P.H Stehelin y Cie AG, Basilea, Suiza). Las ribosondas fueron preparadas a partir del vector pcDNAS3 (Invitrogen,
Leek, Paises Bajos), y comprendian las secuencias que codifican los dominios de inmunoglobulina de JAM-1 y JAM-
2, o la secuencia codificante de longitud total de B-actina. La hibridacion se llevo a cabo a 62°C en el seno de una
solucion tampon que contenia formamida al 50%. Las transferencias fueron lavadas luego dos veces (0,5xSSC, SDS
al 0,1%, 67°C), y autorradiografiadas sobre X-Omat de Kodak a —80°C

Experimento de confluencia

Se investig6 el efecto de la confluencia de células endoteliales sobre los niveles de mRNA de JAM-2. 2x10° células
endoteliales TME fueron cultivadas en placas de cultivo de 6, 10 y 15 cm de diametro alcanzando diferentes niveles
de confluencia después de 64 horas, que variaron desde 10 a 100%. El niumero de células al cabo de 64 horas,
comprobado mediante exclusién con azul tripan y recuento, fue igual en todos los casos, y no estaba relacionado
con la superficie especifica de la placa petri.

Se usaron PCR semicuantitativa o transferencia Northern para determinar la cantidad relativa de transcrito en las
diversas condiciones. Para la deteccion del transcrito de JAM-2 se usO el par de cebadores
*.GACTCACAGACAAGTGAC-® y >-CACCCTCCTCACTCGT-?, obteniendo un producto de amplificacién de 750 bp.
Como testigo interno se usaron los cebadores especificos que siguen gara el cDNA de Hprt, y amplificar un
fragmento de 350 bp de largo :*-GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-® y *GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT?

Construccion de vectores de expresion

La secuencia que codifica la EGFP fue subclonada partiendo del vector pEGFP-1 (CLONTECH, P.H. Stehelin y Cie
AG, Basilea, Suiza) en el pcDNA3 usando los sitios Hindlll u Notl, denominado, por tanto pcDNA3/EGFP. Los sitios
de restriccion del extremo 3’, Hpal y Scal, encontrados en la secuencia que codifica, respectivamente, el dominio
citoplasmico de JAM-2 y JAM-1, fueron usados para fusionar las dos secuencia en el extremo N-terminal de EGFP
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del vector pcDBA3 (Invitrogen, Leek, Paises Bajos). Las inserciones que codifican JAM-2 6 JAM-1 fueron escindidas
desde pGemt o pRc/CMV usando digestiones de Sacll/Hpal 6 Hindlll/Scal, respectivamente.

Las secuencias codificantes fueron clonadas luego en el vector pcDNA3/EGFP digerido con Agel, hechas de
extremos romos por llenado y digeridas posteriormente con las enzimas Hindlll o Sacll. Este dio como resultado
sitios de fusion en las posiciones de aminoacidos DGV3z9; para JAM-2 y QPSygs para JAM-1. La transfeccion de
células CHO se llevé a cabo segun se ha descrito anteriormente (Ballestrem et al., 1998, J. Cell Sci., 111:1649-
1658).

Se seleccionaron transfectantes estables utilizados para ensayos de permeabilidad, cultivando durante dos semanas
células CHO transfectadas, en un medio que contenia 1 mg/ml de G418. Se aislaron colonias resistentes y se
comprobo la intensidad de la fluorescencia de EGFP por citometria de flujo (aparato FACScalibur, Becton Dickinson,
Mountain View, CA) y localizacién de la fluorescencia por microscopia (Axiovert, Zeiss, Oberkochen, Alemania).

Se efectué una microscopia de video de lapso de tiempo usando un microscopio de fluorescencia Axiovert y el
soporte l6gico Openlab para la obtenciéon de imagenes.

El vector pcDNA3 de expresion de mamiferos (Invitrogen, Leekm Holanda) fue modificado por integracion de las
secuencias codificantes de Flag-Tag (G. Wiedle, Dep. of Pathology, CMU, Ginebra). Las construcciones de Flag-Tag
gue contenian secuencias codificantes para las formas solubles de las proteinas de JAM, CRAM-1 y CRAM-2 fueron
preparadas mediante PCR. En todos los casos, los cebadores directos fueron disefiados para adaptar la region de
iniciacion ATG. Los cebadores inversos fueron disefiados en las secuencias que codifican la regién de la rotula para
la una forma soluble de Ig o en la secuencia que codifica la regién entre los dominios C2 y transmembranal de dos
moléculas solubles de dominios de Ig. Todos los cebadores inversos tenian extensiones de 3’ que contenian un sitio
de restriccion Xbal para clonacion directa en el marco de lectura del vector de Flag-Tag modificado. Se empleé DNA
polimerasa de pfu en la PCR para evitar mutaciones frecuentes (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). Los fragmentos
obtenidos de la PCR fueron sometidos a digestion luego con Xbal y clonados en el vector pcDNA-3 Flag-Tag, se
sometid a digestion con EcoRl, se llend por Klenow y se siguié por un digerido con Xbal.

Reactivos y analisis de inmunofluorescencia

Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales. anti-PECAM (GC51, 1gGza de la rata; EA.3, 1gG; de la rata) y
anti-JAM (H202.106.7.4, IgG; de la rata) (Malergue et al., 1998, Mol. Immunol. 35:1111-1119; Piali et al., 1993, Eur.
J. Immunol. 23:2464-2471).

El grupo de anticuerpos CRAM contra JAM-2 fue generado en el laboratorio usando técnicas estandar, y una
molécula recombinante soluble como inmunégeno (Aurrand-Lions et al., 1996, Immunity. 5: 391-405). Los
hibridomas seleccionados fueron seleccionados mediante el ensayo ELISA para producir anticuerpos que
reconocian especificamente la molécula recombinante, soluble, de JAM-2. Los clones positivos fueron ensayados
posteriormente sobre células CHO transfectadas con cDNA de JAM-2 (no indicado).

Todos los anticuerpos CRAM son del isotipo 19G1 6 1gG2a excepto el CRAM-25F24, que pertenece a la subclase
IgG2,. Los anticuerpos fueron purificados en una columna de Proteina G Sepharose (Pharmacia Biotech Europe,
Dubendorff, Suiza) segun las indicaciones del fabricante. EIl mAb CRAM-19H36 se utilizd para inmunoprecipitacion,
mientras que el CRAM-18F26 fue el reactivo utilizado para los ensayos inmunohistoquimicos. Se obtuvieron
resultados similares con los mAbs CRAM-4H31 y CRAM-17D33.

El analisis de inmunofluorescencia se realizé usando reactivos secundarios acoplados a FITC o Texas Red (Jackson
Immunoresearch, Milan AG, La Roche, Suiza)para ensayos de citofluorimetria e inmunohistoquimica,
respectivamente

Para la inmunohistoquimica, las muestras fueron fijadas 5 minutos con metanol frio (-20°C).Las muestras fueron
rehidratadas en el seno de PBS, gelatina, 0,2%, Tween 20, 0,05%, e incubadas durante la noche con los anticuerpos
primarios antes de lavar, y reveladas con el reactivo secundario apropiado acoplado a Texas Red. Para el andlisis
de células endoteliales de reciente aportacion, se llevé a cabo disociacion de tejidos recién diseccionados usando
digestion con colagenasa/dispasa, segun procedimientos operatorios establecidos (Kramer et al., 1984, J. Cell Biol.
99:692-698). Las células disociadas fueron teflidas durante 2 horas a 37°C Dil-Acetylated LDL (Molecular Probe
Europe BV, Leiden, Paises Bajos) antes de someter a tincion con anti-CRAM-19 y sonda de cabra anti-rata-FITC.
Después de tres lavados las células fueron teflidas con anti-CD31 biotinilado (Pharmingen) y Rojo de estreptavidina
670 (Life technologies AG, Basilea, Suiza).

Se analizé la expresion de JAM-1 6 JAM-2 en células positivas para los dos marcadores de células endoteliales:
Acetylated-LDL (FL-2) y CD31 (FL-3). Se obtuvieron testigos negativos omitiendo el anticuerpo primario.
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Inmunoprecipitaciones

Se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones segin se ha descrito anteriormente (Aurrand-Lions et al., 1997, Cellular
Immunology. 176:173-179) usando para lisis solucién tampdén de Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X100
al 0,5%, NP40 al 0,5%, como cocktail inhibidor de proteasas (Roche Diagnostica Ltd., Rotkreuz, Suiza). Después
de inmunoprecipitacion, SDS/PAGE y transferencia a membrana de nitrocelulosa, las proteinas biotiniladas fueron
reveladas usando estreptavidina acoplada a peroxidasa (Jackson Immunoresearch) y ECL (Amersham Pharmacia
Biotech. GB).

Ensayos de permeabilidad

La permeabilidad se midi6 usando camaras Transwell (6,5 mm de diametro, filtros PC, tamafio de poro 0,4 pm,
Costar Corp.). Brevemente, 1x10* células CHO transfectadas o sin transfectar fueron cultivadas a confluencia sobre
filtros revestidos previamente durante 30 minutos con gelatina al 0,2%. Después de 5 dias se cambié el medio por
medio Nut/F12 sin FCS calentado previamente (500 ul en la camara inferior y 200 ul en la cAmara superior). Se
afiadio en la camara superior FITC-dextrano (PM 38.900, Sigma Chemical Co.) a una concentracion final de 1
mg/ml.

Al cabo de 1 hora las camaras fueron separadas y se leyd directamente la fluorescencia de la camara inferior
usando Cytofluor Il. Se calculd la intensidad media de la fluorescencia de cinco cdmaras independientes y se
compar6 usando comparaciones desapareadas del soporte logico Statview y del ensayo de la t. Para normalizar los
experimentos se tomo como 100% el valor de la intensidad media de la fluorescencia obtenida con células CHO de
tipo salvaje.

Transfeccion y purificacién de moléculas solubles

Una transfeccion transitoria de T 293, Bosc 23 6 la transfeccion estable de células CHO con las construcciones
solubles IglDo e Ig2Do Flagtag/pcDNA-3 fueron llevadas a cabo usando Reactivo Lipofectamina segun las
indicaciones del fabricante (Gibco BRL, Paisley, Escocia) Después de la transfeccion se recogieron los
sobrenadantes cada dos dias durante un periodo de diez dias. Bolas M2 (Kodak, New Haven, EE.UU.) enlazadas
covalentemente a anticuerpo anti-Flag fueron lavadas dos veces con PBS que contenia una Mezcla de Inhibidor de
Proteasas (Boehringer Mannheim, Alemania). Las bolas fueron incubadas después a 40° durante 3 horas con
sobrenadante procedente de las células transfectadas. Después de cinco lavados con PBS que contenia inhibidores
de proteasa, se rellené una columna con las bolas y las moléculas recombinantes fueron eluidas con una solucion
tampon de glicina 10 mM, pH 3,4, segun las indicaciones del fabricante. Las fracciones eluidas que contenian las
proteinas recombinantes fueron concentradas después sobre Centricon-10 (Millipore) y dializadas frente a PBS.

La concentracion proteinica final se determiné usando el ensayo Micro BCA (Biorad). Los productos purificados
fueron sometidos luego a electroforesis en gel de poliacrilamida SDS, seguida de tincién con azul de coomassie,
para analizar su pureza.

Ensayos de transmigracién

Se llevo a cabo transmigracion de leucocitos a través de las células endoteliales segln se ha descrito anteriormente
(Wheerasinghe et al., 1998, J. Cell Biology. 142: 595-607). En breve, 1x10° células t-end fueron cultivadas durante
dos dias en pocillos “transwell” (filtros de policarbonato, tamafio de poro 5 um, Costar) en presencia de 1 pg de
moléculas recombinantes solubles de Ig: sJAM 2do 6 sCRAM-1 2do. Al cabo de dos dias se afadié al
compartimento superior 1x10° leucocitos obtenidos de nédulos linfaticos y placas de Peyer, y se monitorizé cada
hora el nimero de células que habian transmigrado durante el experimento. Al cabo de 4 horas, las células que
habian transmigrado obtenidas de cinco pocillos independientes fueron reunidas y sometidas a analisis
citofluorimétrico para los marcadores de células B y T, B220 y CD3. Los resultados fueron obtenidos usando un
aparato Facscalibur y el programa de andlisis Cell-Quest. (Becton Dickinson).

Para un ensayo de transmigraciéon con esplenocitos, 3x10° células endoteliales fueron sembradas en unidades
“transwell” (filtros de policarbonato, tamafio de poro 8 um, Costar) dejando que las células formaran una monocapa
durante 18 horas. Se retirdé el medio del compartimento superior y se afiadieron al compartimento superior 1x10°
leucocitos en el seno de 100 pl, preparados recientemente a partir de bazo por centrifugacion Ficoll. Se afiadié
SDF-1 al medio (concentracion final: 40 nM) situado en el compartimento inferior para establecer un gradiente de
quimioquinas entre los compartimentos inferior y superior. Para el experimento con anticuerpos se afiadieron los
anticuerpos purificados 18-F26 6 19-H36 en la concentracion de 10 ug/ml, en el compartimento superior con
esplenocitos. Al cabo de 4 horas, los leucocitos que habian transmigrado (en el compartimento inferior) fueron
cosechados y contados. Los resultados se expresaron como % de la cantidad de entrada.
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RESULTADOS

Exposicién Diferencial Dirigida

La regulacion de genes de células endoteliales depende de su medio ambiente. La presente invencion ha sido
dirigida a la identificacion de genes que sufren regulacién por el contacto del endotelio con células tumorales. Para
este fin, se desarroll6 un ensayo in vitro usando el cultivo conjunto de células tumorales de melanoma (B16) con una
linea celular de endoteliomas (t-end). RNA total extraido desde la mezcla se usé como molde para preparar cDNA
sometido a una seleccién diferencial por PCR. ElI cDNA obtenido desde las células endoteliales o de melanoma
cultivadas por si solas, se utilizd como testigos. Los tres tipos diferentes fueron comparados para identificar los
transcritos regulados por las condiciones del cultivo conjunto. Para limitar el analisis a las secuencias que codifican
moléculas de la superficie celular de la familia de 1g, se emplearon cebadores parcialmente degenerados que tenian
como objetivo la secuencia en torno a la cisteina del extremo C-terminal de los dominios C2 de moléculas de la
superfamilia de Ig. El tipo mas reproducible de productos de PCR se obtuvo utilizando cebadores que codifican la
secuencia YYCxASL1 (Fig. 7A). Este método mejorado de técnica de exposicion de RNA se denominé TDD por
“Exposicion Diferencial Dirigida” (Targeted Differential Display).

En experimentos de TDD repetidos. fueron identificados dieciséis genes expresados diferencialmente. Después de
clonacion y andlisis de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos, tres de los dieciséis productos de la PCR eran
candidatos posibles de miembros desconocidos de la superfamilia de Ig. Uno de los tres candidatos (CRAM-1) fue
escogido para una investigacion adicional. Cuando se cultivaron por separado, las células endoteliales t-end.1 y las
células de melanoma B16 expresaron altos niveles del transcrito de CRAM-1. Sin embargo, en condiciones de
cultivo conjunto, el nivel de expresion de CRAM-1 estaba regulado a la baja (Fig. 7B). La traduccion de un fragmento
de 350 bp de longitud, correspondiente a CRAM-1, mostré la secuencia de aminoacidos YYCXAS que indica los
extremos de un dominio C2 de Ig seguido de un marco de lectura abierto (ORF) que contenia una extension
hidréfoba de 18 aminoacidos que sefialaba una region transmembranal.

CRAM-1, un miembro de |la Superfamilia de Inmunoglobulinas

La comparacion de secuencias entre la secuencia de productos de la PCR y de bases de datos de nucleétidos,
revelé secuencias homologas e idénticas en bases de datos de ESTs del raton. La presencia de ESTs indicé que el
producto de la PCR correspondia a una secuencia expresada in vivo. Se encontraron tres ESTs que contenian una
secuencia de 300 bp de longitud en su extremo 5’, que era idéntica al producto de 300 bp de TDD. Los extremos 3’
de cada EST contenian una cola de poli-A. En total los ESTs tenian una longitud de 1270 bp y correspondian al
extremo 3’ del transcrito de CRAM. Dado que el extremo 5’ del transcrito estaba perdido en el clon de cDNA de EST,
éste se obtuvo mediante 5’RACE-PCR. La secuencia codificante completa de 1980 nucleétidos de longitud que
resulto, del cDNA de CRAM-1 postulado, se muestra en la Fig. 8A. Habia un sitio de consenso fuerte (GACATGG)
de iniciacién de la traduccion 16 bp aguas abajo del extremo 5’, seguido de un Gnico ORF predictor de una proteina
de 310 aminoacidos. La region de 31 aminoacidos, que seguia a la metionina de iniciacién potencial, era
caracteristica de un péptido sefial. Se predijo que el sitio de escision estaba en Ala 31-Val 32.

La estructura putativa de la proteina de la CRAM-1 murina se muestra en la Fig. 8B y consiste en una regién
extracelular con una cadena pesada variable y un tipo 2 constante semejante al dominio de las inmunoglobulinas
(Pfam, The Sanger Centre and Blast) con dos sitios de glicosilacion potenciales unidos a N (aa 104 y 192). El
andlisis de la hidrofobicidad (Tmpred, ISREC) predijo una regién transmembranal entre las posiciones 242-260. El
dominio citoplasmico postulado consistia en 49 aminoacidos y contenia varios sitios de fosforilacion Ser/Thr y Tyr
altamente conservados (Fig. 8A, restos en itdlica). La busqueda de tipos conocidos con el programa Prosite
identificé los motivos SSK/SYK como proteina quinasa C, SKQD/TSEE como CK2 y KQDGESY/KHDGVNY como
sefiales de fosforilacion de Tirosina quinasa.

JAM, CRAM-1 y CRAM-2 definen una nueva subfamilia

Varias proteinas mostraban homologia alta con la molécula CRAM-1. Se encontr6 que dos miembros de la
superfamilia de Ig: antigeno A33 humano y parte de la molécula de adhesién de células neurales del raton, N-CAM,
tenian una homologia de 41% y 46%, respectivamente, con CRAM-1 JAM, otro miembro de la superfamilia de Ig
tenia una estructura similar a la de CRAM-1 con una identidad de secuencias de aminoacidos de 34%, y una
homologia de 54%. La identidad importante entre JAM y CRAM-1 se usé para descubrir una tercera secuencia
estrechamente afin, en las bases de datos de EST, a saber, CRAM-2. La identidad entre las tres moléculas sugirio la
existencia de una nueva subfamilia de moléculas dentro de la superfamilia de Ig (Fig. 9). La homologia concernia no
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solo a la estructura general de los dominios V y C2 (C54 a C118 y C147 a C235, en la Fig. 9) sino también a
secuencias del interior de los dominios citoplasmicos. De modo interesante, las regiones mas divergentes entre las
tres moléculas se encontraron al comienzo del dominio V (posicién 40 a 60) y en la parte citoplasmica proximal
(posicién 280 a 300). Las funciones de estas dos regiones corresponden a secuencias implicadas en la uniéon de
ligandos y transduccion de sefiales de otros miembros de la superfamilia de Ig, lo que sugiere un papel importante
de las moléculas JAM, CRAM-1 y CRAM-2 en la comunicacién de célula-célula.

Distribucién en tejidos del mMRNA de JAM, CRAM-1 y CRAM-2

La expresion de los tres transcritos en células de origen diferente, se detect6 usando RT-PCR. Todas las lineas
celulares ensayadas, endoteliales, epiteliales y de la mayoria de los tumores, eran positivas, aunque en grados
variables, para los diferentes transcritos (Fig. 10A). El nivel maximo de expresion de CRAM-1 se encontr6 en la linea
de células TME de HEV transformada por SV40 (calle 9), y en la linea de células endoteliales embriénicas e-end 2
(calle 4), Los transcritos de CRAM-2 y JAM pusieron de manifiesto una distribucion mas restringida, y se
encontraron en lineas de células endoteliales adultas junto con el transcrito de CRAM-1 (calles 3, 7, 9 y 12).
Notablemente, los transcritos de JAM y CRAM-2 estaban fuertemente regulados a la baja por el tratamiento con TNF
de células endoteliales, mientras que el nivel del transcrito de CRAM-1 permanecia inalterado (calles 2 y 11).
Interesantemente, una linea de células endoteliales embriénicas (calle 4) o una linea de células endoteliales adultas
gue representan una variante angiogénica de t-end (calle 6), fallé para expresar JAM 6 CRAM-2.

La distribucién en tejidos del transcrito de JAM-2 fue explorada por transferencia Northern y comparada con la de
JAM-1 (Fig. 14). El transcrito de JAM-2 tenia una longitud de 2 kb y era expresado altamente en tejido embriénico y
en placas de Peyer, nédulos linfaticos, rifién y testiculos de animales adultos. Una variante putativa de corte y
empalme de 1,8 kb fue detectada en los testiculos. La expresion del transcrito de JAM-2 era baja en el pulmon, el
higado, el bazo y el timo. Las abundancias relativas de JAM-1 y JAM-2 fueron comparadas durante la
embriogénesis: el mMRNA que codifica JAM-2 pudo detectarse tan pronto como el dia 7,5 después del coito, mientras
gue el mMRNA de JAM-1 no se detectd, en absoluto, durante la embriogénesis.

Estos resultados sugieren que CRAM-1 es expresada ampliamente durante la embriogénesis y pone de manifiesto
una expresion restringida a compartimentos epiteliales o endoteliales de tejidos adultos. Este hecho esta de acuerdo
con la idea de que desempefia un papel importante en el establecimiento y el mantenimiento de la organizacién
polarizada de células.

JAM-2, una proteina de 45 kD, que depende de interacciones homofilicas para su localizacién en los contactos de
célula-célula

Puesto que la linea celular TME derivada de HEV expresaba el maximo nivel de JAM-2, esta linea de células
endoteliales se uso para estudiar adicionalmente la localizacion subcelular de JAM-2 y compararla con la de JAM-1.
La localizacion de la proteina JAM-2 sobre la superficie de las células endoteliales, estaba restringida a los contactos
de célula-célula (Fig. 11A, a). La tincion para JAM-2 fue mas débil que la observada para JAM-1 y menos
prominente en las extensiones membranales entre células.

Después se investigd si la proteina JAM-2, presente en los contactos de célula-célula, interaccionaba
homofilicamente con JAM-2 o si interaccionaba heterofilicamente con otra molécula situada en la célula vecina. Para
este fin la proteina JAM-2 fue fusionada con la proteina fluorescente verde (JAM-2-EGFP), y la construccion fue
transfectada en células CHO. Cuando las células CHO transfectadas con el cDNA de JAM-2-EGFP alcanzaron
confluencia solamente se observé JAM-2 en los contactos de célula-célula donde ambas células expresaban la
proteina (Fig. 11B), mientras que los contactos entre células que expresaban y células que no expresaban eran
debidos a JAM-2 (Fig. 11B, a, indicado por las puntas de flechas). EI mismo resultado se obtuvo cuando se
transfectaron células con la molécula quimérica JAM-1-EGFP (Fig. 11B, b). Este hecho indicé que o bien JAM-2, o
bien JAM-1, necesitaban interacciones homofilicas para localizarse en los contactos de célula-célula.

Para caracterizar bioquimicamente JAM-2, se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones de JAM-2 o de proteinas
guiméricas con EGFP, expresadas por la linea celular TME o por células CHO transfectadas, respectivamente (Fig.
11C y D). El anticuerpo anti-JAM-2, CRAM-19H36, inmunoprecipité una banda uUnica de 45 kD desde un lisado de
células TME (Fig. 11C, calle 3).

El peso molecular aparente era idéntico en condiciones tanto reductoras como no reductoras (no esta indicado) y se
correspondia con el peso molecular predicho deducido de la secuencia de aminoacidos de JAM-2 justificando cada
sitio de N-glicosilacién 5 kDa.La inmunoprecipitacion de JAM-1 usando el anticuerpo especifico anti-JAM, H202-106,
dio como resultado una banda Unica de menor peso molecular (~ 42 kD, calle 2), lo que excluia una posible
reaccion cruzada entre los anticuerpos anti-JAM-2 y anti-JAM-1.
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Las inmunoprecipitaciones de las proteinas recombinantes JAM-1-EGFP o JAM-2-EGFP después de biotinilizacion
de la superficie, dieron por resultado bandas anchas, Unicas, de 70 y 73 kD, respectivamente, lo que indica que las
moléculas habian sido expresadas sobre la superficie de células CHO transfectadas (Fig. 11D, calles 4 y 6). Estos
pesos moleculares eran de esperar puesto que la EGFP posee un peso molecular de 28 kD.

Hermeticidad y emigracién leucocitaria

Con objeto de entender como influyen las moléculas en la integridad de la monocapa de células endoteliales y como
regulan la funcion del endotelio vascular, se llevaron a cabo ensayos de emigracion transendotelial de leucocitos en
presencia de moléculas recombinantes, solubles, JAM o CRAM-1. Se cultivaron células endoteliales durante dos
dias en presencia de sJAM-Ig2Do o SCRAM-1-Ig2Do. La integridad de la monocapa no result6 afectada durante este
periodo, debido, probablemente, a la redundancia molecular del mecanismo de formacion del contacto de célula-
célula. El ensayo de transmigracion se efectué en presencia de 1 ug de moléculas recombinantes solubles. Como
muestra la Fig. 20A, el numero de células que habian transmigrado estaba escasamente afectado por la presencia
de sJAM-Ig2Do (cuadrados) durante las tres primeras horas. Al cabo de cuatro horas, el nimero de células que
habian transmigrado habia aumentado en comparacion con el del testigo (linea de trazos). Por el contrario, la
presencia de sCRAM-1-Ig2Do (circulos cerrados) habia reducido fuertemente el nimero de células que habian
transmigrado.

Dado que las poblaciones de leucocitos eran heterogéneas, se evalué si sCRAM-1-Ig2Do actuaba sobre una
subpoblacién de leucocitos especifica o si la transmigracion habia sido bloqueada sin especificidad. Para este fin,
las células que habian transmigrado fueron marcadas con los marcadores linfocitarios CD3 y B220 (Fig. 20B).

Notablemente, sCRAM-1-Ig2Do bloque6 especificamente la transmigracion de leucocitos no linfoides, es decir,
células de linaje mieloide (grupo central, columna rayada). Por el contrario, sJAM-Ig2Do aumenté escasamente el
ndamero de células T que habian transmigrado (grupo izquierdo, columna blanca) sin efecto alguno sobre otras
subpoblaciones de células.

Ademas, al usar células endoteliales transfectadas con CRAM-1 para el ensayo de transmigracion, se observé una
transmigracion acrecentada (Fig. 12), mientras que la transfeccion de CRAM-2 careci6 de efecto sobre la
transmigracion. Cuando se afiadié al ensayo SDF-1, la emigracion leucocitaria transendotelial alcanzé6 el 20%. Este
hecho fue bloqueado parcialmente por anticuerpos monoclonales contra CRAM-1.

Estos resultados indican que la inclusién de CRAM-1 entre células endoteliales puede regular la funcién de la capa
endotelial. Podria esperarse que las moléculas de esta familia pudieran llegar a constituir una barrera cuando las
células endoteliales alcanzan confluencia. A este fin, se exploré la regulacion de transcritos de CRAM-1 en células
endoteliales, en diferentes condiciones de cultivo.

CRAM es regulada a la baja por una confluencia alta

Puesto que el transcrito que codifica CRAM-1 no estaba regulado por el TNF, sino que era regulado a la baja
cuando el endotelio se cultivaba junto con células tumorales, se utilizé un ensayo de confluencia para explorar
adicionalmente esta regulaciéon. En confluencia baja, las células ciclaban activamente y no ocurrieron interacciones
debidas a CRAM-1, mientras que en confluencia alta las células se dividian menos y estaba comprometida la
molécula CRAM-1. Se determind el nivel de expresion del mMRNA de CRAM-1 en diversas densidades celulares
mediante RT-PCR semicuantitativa. Como indica la Fig. 13, el nivel de expresién de transcritos de CRAM-1
disminuyé al alcanzar confluencia (calles 1, 2 y 3 de la Fig. 13, que corresponden, ,respectivamente, a confluencias
de 100, 50 y 10%). Este efecto apenas fue detectable con las células t-end, pero fue mas pronunciado con la linea
celular TME que expresaba altamente CRAM-1 La regulacién a la baja de CRAM-1 en endotelios resultd
intensificada también cuando las células endoteliales fueron cultivadas conjuntamente con células de carcinoma
KLN 205 que por si mismas no expresan CRAM-1. Esto confirmé el enlace existente entre la expresion de CRAM-1
y el ciclo celular dado que se habia descrito que las células tumorales aumentaban la velocidad de crecimiento de
células endoteliales debido al contacto. Merece la pena hacer notar que los resultados obtenidos con las células de
carcinoma KLN 205 fueron idénticos al usado en la estrategia de clasificacion original de los inventores con el tumor
de melanoma B16. Esto indica un mecanismo general mediante el cual los tumores afectan al comportamiento
endotelial.

JAM-2 es expresada altamente durante la embriogénesis, y queda restringido a subpoblaciones de células de HEVs
y células endoteliales en tejidos adultos

Para definir mejor la distribucion tisular de JAM-2, se llevd a cabo un analisis inmunohistoldgico sobre cortes de
nédulos linfaticos de rifion y mesentéricos (Fig. 15), que expresaban los niveles maximos de transcrito de JAM-2. En
la region cortical del rifion, se detectd una tincion especifica de estructuras tubulares con los mAbs anti-PECAM
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(GC51) o anti-JAM-2 (CRAM-XVIIIF26), mientras que los mAbs anti-ZO-1 o anti-JAM-1 tefilan predominantemente
las células epiteliales tubulares (no se indica).

Por consiguiente, los inventores concentraron su atencion sobre estructuras vasculares, que se sumergen en la
médula y corresponden a estructuras de venas radiales o estructuras endoteliales de vasos rectos. Para este fin, se
realizaron cortes seriados y se identificaron las estructuras vasculares con la tincion de anti-PECAM (Fig. 15d). En la
region equivalente de secciones vecinas, se detectaron tinciones interendoteliales lineales con anti-JAM-2, anti-Jam-
1 o anti-ZO-1 (Fig. 15 a, b y c, respectivamente). En cortes de nédulo linfatico mesentérico, se obtuvo una tincion
tipica de las vénulas endoteliales altas (HEVs) con el mAb anti-JAM-2 (Fig. 15A). Se encontré también que las
HEVs expresaban JAM-1, ZO-1 6 PECAM (Fig. 15 f, g y h), con pequefias diferencias en la localizacion subcelular
de las tinciones (Fig. 15 e-h, inserciones). En la zona cortical de los nddulos linfaticos mesentéricos, se observé una
tincion tipica de los senos subescapulares con todos los anticuerpos (Fig. 15 i-l), que correspondia a la tincion de
vasos linfaticos aferentes. Por tanto, la tincion con el mAb CRAM-18F26 anti-JAM-2 esta restringida a ciertas células
endoteliales o a estructuras estrechamente asociadas con la vasculatura-

Con objeto de aclarar si la tincion de células endoteliales justificaba las fotografias mostradas en la Fig. 15, se
realizé un andlisis citofluorimétrico de expresion de JAM-2 sobre varias lineas celulares o diversas células
endoteliales recién aisladas procedentes de tejidos disociados. Las lineas de células endoteliales (tEnd.1, eEnd.2 y
TME) expresaron niveles bajos de JAM-2 sobre la superficie celular y niveles variables de JAM-1 (Fig. 16 A).

El andlisis citométrico de células endoteliales aisladas recientemente se llevd a cabo mediante tincion triple de
suspensiones celulares obtenidas después de disociacion de los érganos con colagenasa/dispasa. Las células
endoteliales fueron identificadas mediante células tefiidas con PECAM/CD31 y LDL-Acetilada, ambos (Voyta et al.,
1984, J. Cell Biol. 99:2034).La tincion por JAM-2 6 JAM-1 sobre esta doble poblacion celular positiva, se expone en
la Fig. 16B. En el rifion y en placas de Peyer, todas las células aisladas positivas respecto a CD31 y LDL-Acetilada,
fueron tefiidas también por JAM-2, lo que significa que, por lo menos en estos 6rganos, las células endoteliales
expresaban JAM-2 in vivo. Cuando la tincion se llevé a cabo sobre células obtenidas de nédulos linfaticos, la
expresion de JAM-2 se encontrd solamente en una subpoblacién celular, lo que refleja una posible heterogeneidad
de fenotipos de células endoteliales dentro de este tejido.

En conjunto, los resultados de los analisis citométrico e inmunohistoquimico ponen de manifiesto que la molécula
JAM-2 es expresada conjuntamente con JAM-1 por las células endoteliales del rifion, placas de Peyer y nédulos
linfaticos.

Localizacién dinamica de JAM-2 para los contactos de célula-célula

Para analizar el mecanismo mediante el cual JAM-2 se localizaba especificamente en los contactos de célula-célula,
se utiliz6 microscopia de video de tiempo transcurrido. Las células CHO, transfectadas establemente con la
molécula quimérica fluorescente, fueron tripsinizadas y depositadas en portaobjetos de camaras para formar
imégenes. Después de la extension de las células, la expresién superficial de JAM-2-EGFP no era uniforme, sino
gue estaba bastante arracimada en los contactos de célula-célula (Fig. 17A, células representadas por asteriscos).
Durante la formacion de nuevos contactos de célula-célula, se observo la relocalizacion de JAM-2-EGFP en uniones
celulares y se detectdé una sefial intensa de fluorescencia en el nuevo punto de contacto entre las células que
formaban el nuevo contacto de célula-célula (flechas). La proteina quimérica estaba enriquecida en la protrusiones
membranales existentes entre las células en contacto, lo que condujo a las imagenes “semejantes a una cremallera”
observadas después de 12 6 18 minutos. Interesantemente, la localizacion de JAM-2 en los contactos primarios de
célula-célula no se perdié durante la formacion del nuevo contacto membranal (véanse los contactos celulares de la
esquina superior izquierda). Este descubrimiento indic6 que JAM-2-EGFP estaba relocalizada especificamente en el
nuevo contacto celular, y que, por compromiso, su localizacion era estable.

Para estudiar, ademas, los requisitos de localizacion de JAM-2, se llevé a cabo una microscopia de video de tiempo
transcurrido después de dafiar la monocapa de células (Fig. 17B), Las células del borde dafiado mantenian la
molécula JAM-2 en sus sitios de contacto intactos (punta de flecha), pero la localizacion de JAM-2 se habia perdido
en el sitio dafado (flechas), lo que indica que era necesario el compromiso de JAM-2 por un ligando existente sobre
la célula opuesta para mantener su localizacion membranal. Durante un periodo de 90 minutos después de la lesion,
las células que bordeaban el dafio comenzaron a emigrar hacia la zona dafiada. Interesantemente, estas células
mantenian contactos con las células vecinas mediante protrusiones membranales que eran brillantemente
fluorescentes, es decir JAM-2 positivas (punta de flecha). Estos resultados apoyaron la hipétesis de que las
interacciones homofilicas de JAM-2 pueden desempefiar un papel importante en el establecimiento o mantenimiento
de los contactos de célula-célula.
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JAM-2 aumenta la hermeticidad de la monocapa y patrticipa en complejos funcionales herméticos

Puesto que se ha puesto de manifiesto que cierto numero de moléculas que participan en la conexion de célula-
célula regulan la permeabilidad paracelular de monocapas de células, se analiz6 si la molécula JAM-2 podia afectar
también a esta funcién. La transfeccion de JAM-2-EGFP redujo la permeabilidad paracelular al FITC-dextrano y
mejoré la hermeticidad de monocapas de células CHO en un 42,5%; mientras que la transfeccién de la molécula
TAC (IL2R a), no afin, no redujo significativamente la permeabilidad paracelular de células CHO transfectadas (Fig.
18). La transfeccion de JAM-1-EGFP redujo también la permeabilidad paracelular de monocapas de células CHO
transfectadas.

Estos resultados plantean la pregunta de si las moléculas quiméricas eran capaces de participar en un
compartimento subcelular especializado tal como el de uniones herméticas, en células epiteliales polarizadas.

Para responder a esta pregunta las proteinas quiméricas de EGFP fueron transfectadas en células MDCK, y se
compar6 su localizacién subcelular con la del marcador de unién hermético: ocludina. Como muestra la Fig. 19A,
cuando se analizaron fotografias tomadas en serie cada 0,9 um para determinar la fluorescencia de EGFP y se
compar6 con la tinciéon de ocludina, se observé que la molécula JAM-2-EGFP estaba enriquecida especificamente
en los contactos de célula-célula al nivel de la union hermética. A nivel basal (izquierda), se observaron puntos de
fluorescencia de EGFP. Un andlisis similar (Fig. 19B) de células MDCK transfectadas con JAM-1-EGFP mostré una
co-localizacion similar a la obtenida con ocludina. No obstante, la distribuciéon de la fluorescencia de JAM-1-EGFP
era menos continua que la observada para JAM-2-EGFP al nivel de las uniones herméticas.

DISCUSION

Este ejemplo expone el uso de una nueva estrategia de seleccién para identificar transcritos regulados que codifican
miembros de moléculas de adhesion de la superfamilia de Ig. Se describe en esta memoria la clonacién con este
método de la molécula CRAM-1 como un transcrito regulado. La regulacion observada en células endoteliales
cultivadas en presencia de tumores, ha sido confirmada por RT-PCR semicuantitativa y se ha puesto de manifiesto
qgue es dependiente de la fase de crecimiento de las células. Debido a la diferencia de expresion en condiciones
cambiantes de la confluencia celular, se adopté el nombre CRAM-1 para la “Molécula de Adhesion Regulada en
Confluencia- 1".

También se describe en esta memoria una secuencia estrechamente relacionada con la de CRAM-1 denominada
CRAM-2. CRAM-1 y CRAM-2 representan los prototipos de una nueva subfamilia de moléculas de adhesiéon que
incluye, asimismo, la molécula JAM descrita recientemente (Chretien et al., 1998, Eur. J. Immunol. 28, 4094-4104;
Malergue et al., 1998., Mol. Immunol. 35, 1111-1119).

CRAM-1 y JAM son expresadas, preferentemente, por el tejido endotelial y el tejido epitelial de los contactos de
célula-célula y comunican propiedades especiales a capas polarizadas. El efecto de moléculas recombinantes
solubles en un ensayo de emigracion transendotelial y la regulacién de JAM, CRAM-1 y CRAM-2, indican que estas
tres moléculas desempefian un papel importante en el mantenimiento de la fisiologia vascular.

La nueva estrategia de seleccion, denominada Exposicion Diferencial Dirigida (Targeted Differential Display) (TDD),
ha demostrado que es una técnica eficaz para amplificar selectivamente cDNAs de interés. La técnica TDD ha
aprovechado, con éxito, el uso de cebadores parcialmente degenerados para comunicar una direccion selectiva
hacia la regién conservada, Y(Y/Q/R)CXAS, de dominios de Ig tales como el C2. Experimentos repetidos han
conducido a tipos de exposicion reproducibles. De 16 transcritos expresados diferencialmente, tres corresponden a
genes con homologia importante con las secuencias de Ig conservadas, Este aumento de especificidad actda
superando las dificultades principales existentes en las ya conocidas técnicas de la clasica identificacién génica de
RNA y de exposicion diferencial. La identificacion génica de RNA ha sido empleada durante largo tiempo para la
identificacion de genes expresados diferencialmente. Sin embargo, debido a los cebadores especificos secuenciales
empleados, este método detecta solamente los transcritos de proteinas seleccionadas y ya conocidas. Por otra parte
la exposicion de RNA emplea cebadores aleatorios y lleva consigo la amplificacion inespecifica de transcritos. La
pretension, en este caso, es indicar con toda precisiéon cualesquiera diferencias existentes en los niveles de mRNA
de dos sistemas biologicos sometidos a comparacion. La técnica TDD es un método de selecciéon avanzado que
combina la especificidad de la técnica de identificacion génica de RNA con la degeneracion de la Exposicion
Diferencial de RNA, obteniendo como resultado selectividad. Debido a la eleccién como objetivo de transcritos
afines, esta técnica ha reducido significativamente el tiempo necesario para realizar la seleccion Se hace posible,
por tanto, la identificacion de nuevos miembros de familias de proteinas especificas. Esto constituye una mejora
sustancial de las estrategias de seleccion inespecificas que habian sido indicadas..
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Esas caracteristicas comunes fueron usadas para construir proteinas recombinantes con objeto de estudiar las
funciones de JAM, CRAM-1 y CRAM-2. En el presente ejemplo se describen efectos de sJAM-Ig2Do y sCRAM-1-
Ig2Do en un ensayo de transmigracién in vitro. Pudieron observarse efectos especificos de bloqueo sobre la
emigracion de células mieloides, con sSCRAM-1-Ig2Do, al tiempo que el sJAM-Ig2Do ponia de manifiesto solamente
un pequefio efecto sobre los linfocitos.

Los transcritos de JAM y CRAM-2 mostraron una distribucién tisular y una regulacién de la expresion similares bajo
la influencia del TNF, lo que indica que actian mediante mecanismos fisiolégicos similares. Por el contrario, los
transcritos de CRAM-1 no son regulados por el TNF sino mas bien por el grado de proliferacién o por la densidad de
las células endoteliales. En efecto, la sobreexpresion de transcritos de CRAM-1 en células en ciclacion y su
regulacién a la baja en células quiescentes, indican que esta molécula participa en el establecimiento de una
monocapa continua. Su funcion en monocapas confluentes de células es el mantenimiento de la capa de células
endoteliales y de las propiedades relacionadas con ello. Dado que diferentes poblaciones de leucocitos han de
emigrar hacia el sitio de la respuesta inmunitaria, se opina que las células no linfoides emigran por medio de un
mecanismo que depende de CRAM-1, mientras que las células linfoides emigran por medio de JAM o CRAM-2. En
este caso, la respuesta inmunitaria puede ser modulada usando combinaciones de diferentes moléculas
recombinantes solubles.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que pertenece a una subfamilia de la Superfamilia de Inmunoglobulinas humanas, seleccionado
entre el grupo que consiste en:
a) un polipéptido que posee la secuencia de aminoacidos de las Moléculas de Adhesién Reguladas en
Confluencia-1 (CRAM-1), murinas, segun se representa en la Fig. 3, fila superior:
5 b) la forma madura del polipéptido segin (a), en la que dicha forma madura comienza en el aminoéacido de la
posicion 32;
¢) un polipéptido que pone de manifiesto, al menos, 70% de homologia de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de las Moléculas de Adhesion Reguladas en Confluencia-1 (CRAM-1), murinas, segun se
representa en la Fig. 3, fila superior, cuyo polipéptido estimula la emigracién de linfocitos o hace disminuir la
10 permeabilidad paracelular de monocapas celulares;
d) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la CRAM-1 humana, segun se representa en
la Fig. 6, grupo medio;
e) la forma madura del polipéptido segun (d), en la que dicha forma madura comienza en el aminoacido de la
posicién 32;y
15 f) un polipéptido con un aminoacido que es, al menos, 70% homdlogo con el polipéptido segun (d), cuyo
polipéptido estimula la emigracion de linfocitos o hace disminuir la permeabilidad paracelular de monocapas
celulares
para usar como un medicamento.
2.- Un polipéptido soluble de CRAM-1 que comprende el dominio V de CRAM-1 segun se representa en la Fig. 2-2,

20  capaz de bloquear la emigracién transendotelial de leucocitos.

3.- El polipéptido soluble segun la reivindicacién 2, que comprende:

a) el dominio V de la CRAM-1 murina, segun se representa en la Fig. 2-2 6 en la Fig. 8;

b) el dominio V y el dominio C2 de la CRAM-1 murina, segun se representa en la Fig. 2-2 o en la Fig. 8;

¢) los aminoéacidos 1 a 159 de la CRAM-1 murina, segun se representa en la Fig. 8; o

25 d) los aminoacidos 1 a 238 de la CRAM-1 murina, segun se representa en la Fig. 8.
4.- Un polipéptido soluble segun la reivindicacién 2 6 3, para usar como un medicamento.
5.- Un polipéptido soluble segun la reivindicacion 4, para usar en el tratamiento de reacciones de inflamacion.
6.- Un polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en:
a) un polinucledtido que posee una secuencia de nucleétidos idéntica a la secuencia de nucleétidos de la
30 CRAM-1 murina, segln se representa en la Fig. 1 6 en la Fig. 8;

b) un polinucledtido que posee una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido completo o una de sus
partes, cuyo polipéptido posee una secuencia de aminoacidos que es, al menos, 70% homdloga con la
secuencia de aminoacidos de la CRAM-1, segun se representa en la fila superior de la Fig. 3, y cuyo
polipéptido estimula la emigracién de linfocitos o hace disminuir la permeabilidad paracelular de monocapas

35 celulares;

c) un polinucleétido que posee una secuencia de nucleétidos idéntica a la secuencia de nucleétidos de la
CRAM-1 humana, segun se representa en la Fig. 6;y

d) un polinucleétido que posee una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido completo o una de sus

partes, cuyo polipéptido posee una secuencia de aminoacidos que es, al menos, 70% homdloga con la

17



ES 2361905 T3

secuencia de aminoacidos de la CRAM-1 humana, segun se representa en la Fig. 6, y cuyo polipéptido
estimula la emigracion de linfocitos o hace disminuir la permeabilidad paracelular de monocapas celulares,

para usar como un medicamento.

7.- Un anticuerpo dirigido contra el polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo es capaz de
inhibir la emigracién transendotelial de leucocitos.

8.- Un anticuerpo segun la reivindicacién 7, en el que el anticuerpo esta acoplado a una toxina, un marcador
radiactivo o un farmaco.

9.- Un anticuerpo segun la reivindicacion 7 u 8, para usar como un medicamento.
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>mulRAM- |

CA I ACAT TCCCCTOGACATGGCCC TGAGCCGGCGGCTOCGACT TOGAC TG L ACGCGOGGCTGCCTCACTTCTTCCTGETG
CTGCTCT TCAGGGGCT GCATGATAGAGCCAGTGAAT CTCAARTCCAG CAACCGAAACCCRGTGGTACATGARTTTGARAG
TGTGGARTTGT CTTGCATCATTACGCACTCACAGACAAG TGACCCTAGGATTGAR TGGAAGARAATCCRAAGATGGCCAAA
COACATATGTGTATTT TGACAACAAGATTCAAGGAGACC TGGCAGGTOGCACAGATGTGTTTGGARAARCTICCCTGAGG
ATCTGGAATCTCACACGATCGGATTCAGCCATCTAT CGC TG TGAGG TG TTGL TCTAM TGACCG AAAAGAAGTTGATGA
GATTACCATTGAGTTAATTGTGLARGTGAAGCCAGTGACCCCTG TCTGCAGAAT T CAGCCGC TG TACC TG TAGGCARGA
CGGCAACACTGCAGTGCCAAGAGAGCGAGGGC TAT COC GG O TCACTACRGCTGATACOGCAATGATGTGCCACTGLTT
ACAGATTCCAGRGCCAAT COCASGT T CCAGAATTCC TC T TTOCA TG TRARCTCGE AGACAGGCACTCTGGTTTTCAATGE
TCTCCACAAGGRCGACT CTGGGCAGTACT ACT GCAT TGC TTCCARTGAOGCAGG TGCAG CCAGG T STGAGGSCCAGGACA
TGGAAGTCTATGAT T TGARCAT TGCTGGGAT T AT T GGGGGAGTCOT TR T TGTCCTTATTG T TCTTGOTGTGATTACGATG
GGCATCTGCTGTGCGTACAGACGAGGCTGCT T CATCAGCAG TARR. ARGATGGAGRARGCTATAAGAGCC CAGGGRAGTA,
TGACGGTGTTARCTACATCOGCACGAGTGAGGAMNGGG TCALT TCRGACACAAATCGTCCTTTATTATCTGACACCTGTERG
CTGGEAGRGCACATGCARGTACCTC TGT TGGARGCT GO T CACAGGGCT GO TG TG AGCCCAGAGCT CCTGACARAGCCACT
COGGCAGAAGCTTTI TG T TTTGGCCARAGTTGATGACTCCTTC ST TCCT TCC T T CCTCTTTAACAAGCCACAAGRATAAA
AGGAAGCCTCCTGARGAT GSATGTAGRCRCAGJ\TTG‘I‘I‘GCTAG CCTGACCTCATTATGGGGATTAGGETGATCT TCAAGS
COTTTCTGGTCTC ST T CTCCCATGCAGGGCAR T T T GGACT BT T T T TGC U CAG TG T TTAGCT GCCAGGACAACACTG
GCAGAGAGAGECTGRGGUGCTGEECTGCAGT AGCAGCAGGCARCAGCCT GATGLCTGT GACAG TGCCCUAGGAAGGTTTT
CRGGCAGTGOCTTGCTCCCTGEACCCTGACCCACCG TG T TECC TCTGT TGAT TGGCCAGTACTGTCATTTCCAT CCTGGA
GRATGTGTTIGGAATCASCAT TTTATAAAAAMCCCAMAT CAGARAGG TGRARTTGCT TGCT GGGARGAGGGLTCTGACCT
AGGARACTCTCCTTCCCAAGAGRTGCCAGGAGATAGGAGARCC TG TCTGTCT TAAGT CTGARATGGTACTSARG TCTOCT
TTTCTATTGGTCTTGCT TATTTTATARARAT TTAACATTCTAARTTTTGCTAGAGATGTAT TTTGAT TACTGAAAATTTC
TATATARACTGTAAATATATTCCCATACAGT ST TTCAARACGTAT T TT TT TATAATGAGT TCAR T TARGG TAGAAGGTT
TGGGCTGCTAGTGTTT AR T T CoAAMATACCAGT AGTAAAGTCT T TTAAGGAGT TTTC TTARGGAGGC TGLCTGAATATTC

CTTTGT TCARPRGAAGT TT T AGCAT TT T TCAT ARG ARARCTTACTCTGTCTGACCACTGT T GC T TAGGARACC AT TAAMG
AATTCCAATCTAARaaanasasa

>muCRAM-2

CAGRATTCGECACGAGGETC TG GELGLGEEECCGACCTACGG g T CTCCCTCARGACCTAATCTCTCC oGO CACTOGE
TTAGGACCCTGCGEACACOGULT COCG: GTCCAC g OO T CCCOT CAA O T O T T O e AC S CT TCAARRGARGGACTGTCCA
GACACCACGTCCTAGGGCCAGRAGACCTGOCCCCACGACAGT o6 L TGGAGACACCCCAGACCGGAGAGACTGACATUGGE
RACAGGMCCCGCCCCTCTGCT TCCACCTC TCAGGGACCTCCTCTG CTCUGU LG UTGGECEAAGT G TGEGAGAC CCAGCCG
CCTGT eGCGCTCCTRURAGGEGGACTCTCAGCTAGGUAGC CAGC T GGCGCCCGLGTAGATGGCGAGGAGCCCCCAAGGCCT
CCTGATGCTGCTGCTGCTACRCTACTTGATCGTCCCCCTGGACT ATCATARGGUARRT GGG T T TT CTGCATCARARGACT
ACCGTCAAGAAGT CACAGTAATAGAGT TCCRAGAGGCTATTT TGGCTTGTAARAC COCARRGARGRCTACCT CCTCCAGA
CTGGAGTGGAAGARGGE TGEGACAGGGGETCTCCTTGETCTACTACCAACAGG CTC TOCARGG T GACTTTARAGACCETGE
TGAGATGATAGATTTCAATATACGAATCAARAATGTTAC AAGAAGTGATGCTRGAGAGTATCGCTGTGARGTCAGEGETE
CGACTGAGCAANGGCCAGARCCTGCAGGRAAGA L AARGT CATGCTAGRAGTRCTAGT GGCTCCTGCTSTTCCLGCCTGTGRAA
GTGCCCACTTCTG T TATGACTGEAAGT G T GG TGGAGC TACGATGUCAGGATAAAG AAGGARA nCCAGCTCCGGAGTACAT
CTGGTTTARAGATGGCACARG T TTGCTAGGEAAT CCAMPCGCGGC ACACACAAC AACAGC t COTACACAAATGARCALT
AaTCTGGARTTCTGCAART TCAACATGATT TCCAAGAT GEACAGTGGAGAGTATT ACTGC GARAGCCCGGAACTITGTOGEA
CaCCGUAGGTGCCCTGOGAMGCGAATGCARGT AGATGTT CTCARACATANGCOGCATCATAG CAACGGTTGCTGOTGOTEGE
T TG TGAT T T TG Ta TG IGGCCT TG OCACAT CCTA TG TCAGAGGRAAGGCTACT TT TCARAAGARACTTCCTTCCAGA
AGGGCAGTOCTGCATCTARAGTCACTACGATGgGCGAAMATGAT T T CAQGUACACAARATCCTTTATART TTRARRGART
TCCAGTTI TG GCTGCCCRAAAALCAG TTG TCACATG T TATTAARAT ATTG TAMARACTCTG T GTCTTACACTTGCRAAAGTG
ATGARGAAATATGARRGGGGAGT TCATCAGARGTTT TATGATCTCTAACTCACRARGAARTAT TTTARGCARARCGTTCTT
GCCATCACTAARTTACARCCT GGCATCT TG T GT TGACCT ARRGGARATCTCTGETAATATTC TGS T T TTTGARGGCAAAT
GRATGTCAGTTTHEAGTTGACTATATCACACTGACTG TAAGGC T ARTCCARGARGCAAGART AT RARAAAARAAMAAMDAN
ARAMRAARAAAAANPAARIMDAATTTC

Fig. 1
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3 Secuencia de los acidos nucleicos huCRAM-1/huJAM-2

ATGGCGCTGAGGCGGCCACCGCGACTCCGGCTCTGCGCTCGGLTGCCTGACTTCTTCCT
GCTGCTGCTTTTCAGGGGCTGCCTGATAGEGGCTGTARATCTCAAATCCAGCAATCGAA
CCCCAGTGGTACAGGAATT TGAAAGTGTGGAACTGTCTTGCATCATTACGGATTCGCAG
ACAAGTGACCCCAGGATCGAGTGGAAGARARATTCAAGATGAACAAACCACATATGTGTT
TTTTGACAACAAAATTCAGGGAGACTTGGCGGGTCGTGCAGAAATACTGGGGARGACAT
CCCTGAAGATCTGGAATGTGACACGGAGAGACTCAGCCCTTTATCGCTGTGAGGTCGTT
GCTCGARATGACCGCAAGGAAATTGATGAGAT TGTGATCGAGTTAACTGTGCAAGTGAAR
GCCAGTGACCCCTGTCTGTAGAGTGCCGAAGGCTGTACCAGT AGGCARGATGGCAACAC
TGCACTGCCAGGAGAGTGAGGGCCACCCCCGGCCTCACTACAGCTGGTATCGCAATGAT
GTACCACTGCCCACGGATTCCAGAGCCAATCCCAGATTTCGCAATTCTTCTTTCCACTT
BARCTCTGARAACAGECACTT TGGTGTTCACTGC TG TTCACAAGGACGACTCTGGGCAGT
ACTACTGCATTGCTTCCAATGACGCAGGCTCAGCCAGGTGTGAGGAGCAGGAGATGGAR
GTCTATGACCTGAACATTGGCGGAAT TAT TCGEGGGGTTCTGGTTGTCCTTGCTGTACT
GGCCCTGATCACGTTGGGCATCTGCTGTGCATACAGACGTGGCTACTTCATCAACAATA,
AACAGGATGGAGAAAGTTACAAGRACCCAGGGAAACCAGATGGAGTTAACTACATCCGE
ACTGACGAGGAGGGCGACTTCAGACACAAGTCATCGTTTGTGATC TGAGACCCGGGTGT
GGCTGAGAGCGCACAGAGCCGCACGTGCACATACCTCTGCTAGAAACTCCTGTCAAGGT
AGCGAGAGCTGATGCACTCGACAGAGCTAGACACTCTTCAAAGCTTTTCGTTTGGCRAAG
GTGACCACTACTCTTTTACTCTACARGCCCATCGARAAGAGARATTTTCTCAAGAGGACT
CGGAAATATAACCCCAAGGANCCARACTGEGTGCGTTCACTGAGSTGGGGTCCTTARTT
TETTTTTGGCCTGATTCCCATGAAPATARGGGGTC TTTAAGAGT TTGGTACGTARARCT
CCCCGCTTGGGCCTTGGARACCACATGTTTACCACCTGCGT TAAAARARARRRRAAR

» huCRAM-1/huJAM-2 completyg
MALRRPPRLRLChRLPDEFLLLLFRGCLIGAVNLKSSNRTPVVQEF&SVELSCIITDSQ
TSDERIEWKKIQDEQTTYVFFDNKIQGDLAGRAEILGKTSLEIWNVTRRDSALYRCEVY
ARNDRKEIDEIVIELTVQVKPVTEFVCRVPKAVPVGEMATLHCQESEGHPRPHYSWYRND
VPLFTDSRANPRFRNSSFHLNSETGTLVFTAVHKDDSGQYYCIASNDAGSARCEEQEME
VYDLNIGGIIGGVLVVLAVLALITLGICCAYRRGYFINNKQODGESYKNPGKPDGVNYIR
TDEEGDFRHKSSFVI

>huCRAM-2 /huJAM~3 pareial
RAEMIDFNIRIKNVTRSDAGKYRCEVSAPAEQGONLEEDTVTLEVLVAPAVPSCEVPSS
ALSGTVVELRCQDKEGNPAPEYTWFKDGIRLLENPRLGSQSTNSSYTMNTKTGTLOFNT
VEKLDTGEYSCEARNSVGYRRUPGKRMOVDDLNISGIIAAVVVVALVISVCGLGVCYAQ
REGYFSKETSFQKSNSSSKATTMSENDFKHTKSFEFII

Fig. 6
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