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DESCRIPCION

Esta invencién se refiere a una nueva proteina (en lo sucesivo TBP-II) llamada Proteina que se fija a
Factor de Necrosis Tumoral (TNF, del inglés Tumor Necrosis Factor), a sus sales, derivados funcionales,
precursores y fracciones activas y mezclas de cualesquiera de los anteriores, que tienen la capacidad de in-
hibir el efecto citotéxico de TNF y/o mantener los efectos beneficiosos prolongados de TNF. La invencién
también se refiere a un procedimiento para la purificacién de dicho TBP-II y a la proteina sustancialmente
purificada, su clonacién y su produccién por técnicas de ADN recombinante. La invencién también se
refiere a anticuerpos frente a TBP-II y a sus fragmentos F(ab). Ademds, se refiere al uso de sus sales,
derivados funcionales, precursores y fracciones activas y mezclas de cualesquiera de los anteriores, para
antagonizar los efectos deletéreos de TNF y/o mantener sus efectos beneficiosos prolongados y al uso de
los anticuerpos en ensayos de diagndstico o como agentes para inhibir o simular los efectos de TNF sobre
las células.

El Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) y la Linfotoxina (TNF-3) (en lo sucesivo, TNF se refiere
tanto a TNF-a como a TNF-3) son citocinas que tienen muchos efectos sobre las células (Wallach, D.
(1986) en: Interferon 7 (compilado por Ion Gresser), pdgs. 83-122, Academic Press, London, y Beutler, B.
y Cerami, A. (1987) New England J. Med. 316: 379-385). Tanto TNF-a como TNF-4 inician sus efectos
fijdindose a receptores especificos de la superficie de las células. Algunos de los efectos probablemente
seran beneficiosos para el organismo: por ejemplo, pueden destruir células tumorales o células infectadas
con virus y aumentar las actividades antibacterianas de los granulocitos. De este modo, TNF contribuye
a la defensa del organismo frente a agentes infecciosos y a la recuperacion después de la agresién. Pero,
de modo bastante evidente, tanto TNF-a como TNF-3 también tienen efectos que pueden ser suma-
mente perjudiciales. Hay evidencias de que la produccién excesiva de TNF-«a puede desempenar un papel
patégeno fundamental en diversas enfermedades. Asi, ahora se sabe que los efectos de TNF-q, principal-
mente sobre la vasculatura, son una causa fundamental de los sintomas del choque séptico (Tracey, K.J.
y col. (1986) Science 234: 470-474). En algunas enfermedades, TNF puede ocasionar pérdida excesiva
de peso (caquexia) porque suprime las actividades de los adipocitos y causa anorexia, asi que TNF-« se
denominé caquectina. También se describié como un mediador del dano a los tejidos en las enfermedades
reumdticas (Beutler, op. cit.) y como un mediador fundamental del dafio observado en las reacciones de
injerto frente a organismo hospedador.

Por lo tanto, existe necesidad de encontrar la manera de eliminar o antagonizar TNF formado
enddégenamente o administrado exégenamente. Una tentativa en este sentido fue el aislamiento de una
primera Proteina que se fija a TNF, llamada TBP-I, a partir de orina humana y se observé que era capaz
de antagonizar los efectos de TNF. Este antagonismo se determiné tanto por medicién de la disminucién
de la actividad citotéxica de TNF, como también por medicién de la interferencia de la fijacién de TNF
a sus receptores.

La proteina TBP-I se describié por primera vez en la Solicitud de Patente Europea EP 308.378
publicada el 22 de Marzo de 1989, en que se describié un procedimiento para su purificacién hasta homo-
geneidad a partir de orina humana por cromatografia sobre CM-Sepharose seguida de cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography), en columnas
Mono Q y Mono S y HPLC en fase inversa. La TBP-I homogénea asi obtenida tenia un peso molecular
aparente de aproximadamente 27.000 en electroforesis en gel de poliacrilamida (EGPA)-dodecilsulfato
de sodio (DSS) tanto en condiciones reductoras como no reductoras. La homogeneidad de la proteina
purificada se confirmé por anélisis de microsecuencias, lo que revelé una sola secuencia N-terminal: Asp-
Ser-Val-Cys-Pro-. La purificacién parcial de proteinas que se fijan a TNFa, aparentemente similares a
TBP-I, también fue descrita por Brockhaus y col., 2° Congreso Internacional sobre TNF y citocinas afines
(15-20 de Enero de 1989), Abstract WA 140. Hommann y col. (1989), ibid., Abstract WA 143, describe
experimentos de reticulacién con proteinas receptoras de TNF«, pero no describen el aislamiento ni la
purificacién de dichas proteinas.

Se observé que TBP-I protegia a las células de la toxicidad de TNF a concentraciones de unos pocos
nanogramos por ml e interferia con la fijacién de tanto TNF-a como TNF-3 a las células, cuando se aplicé
simultdneamente con estas citocinas. Un examen adicional del mecanismo por el que funciona TBP-I
revel6 que TBP-I no interacciona con la célula diana, sino que en vez de esto bloquea la funcién de TNF
porque se fija especificamente a TNF, compitiendo asi por TNF con el receptor de TNF.

Consecuentemente a este hallazgo, se ha intentado una estrategia alternativa para la purificacién de
TBP-I, por la que se aplicaron proteinas de orina, o sus fracciones, sobre una columna de TNF inmovili-
zado y, después de separar las proteinas no fijadas, se eluyeron las proteinas que se fijaron a la columna,
en forma biolégicamente activa, por una disminucién del pH. En el anslisis EGPA-DSS, la mayor parte
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de la proteina en el eluato se movié como una sola banda ancha con tamano molecular aparente de 30.000
+ 2.000.

Cuando se sometieron a fraccionamiento adicional por HPLC en fase inversa, las proteinas que elu-
yeron de la columna de TNF indicaron la presencia de dos componentes activos: uno, TBP-I, que eluye
como es de esperar a una concentracidn de acetonitrilo de 27% y, ademds, una segunda proteina que se fija
a TNF, denominada TBP-II, que eluye a una concentracién de acetonitrilo algo més elevada (31%). Esta
proteina que se fija a TNF es nueva y se llama aqui TBP-II. Ambas proteinas proporcionan proteccién
contra el efecto citocida in vitro de TNF y ambos se fijan a TNF-3 menos eficazmente que TNF-«. Aun-
que en el andlisis de EGPA-DSS las dos proteinas, TBP-I y TBP-II, parecian tener un tamafio molecular
muy similar, se pudieron distinguir claramente una de la otra por la falta de reactividad cruzada in-
munoldgica, por las diferentes secuencias de aminoacidos N-terminales y por las diferentes composiciones
de aminoacidos.

La presente invencion proporciona una Proteina que se fija a TNF, llamada aqui TBP-II, sus sales,
derivados funcionales, precursores y fracciones activas y mezclas de cualesquiera de los anteriores, que se
fija a TNF especificamente y puede antagonizar los efectos deletéreos de TNF y/o mantener sus efectos
beneficiosos prolongados. El antagonismo con respecto a TNF se determina midiendo selectivamente
la disminucién de actividad citotéxica de TNF, pero no de otros compuestos con algunas actividades
similares a TNF, tales como interleucina-1 humana (IL-1).

La invencién se refiere a dicha TBP-II en forma sustancialmente purificada, que estd libre de impure-
zas proteicas y que se mueve como un solo pico en HPLC en fase inversa.

La invencién también se refiere a un procedimiento para la purificacién de TBP-II a partir de fluidos
humanos, tales como orina.

Otro objeto de la invencién es la produccién de TBP-II por técnicas de ADN recombinante, que
incluyen la preparaciéon de secuencias de ADN que codifican TBP-II o de una proteina sustancialmente
homéloga con ella, la construccién de vehiculos de expresion que las contienen y de células hospedadoras
transformadas con ellos, y el cultivo de dichas células transformantes en un medio adecuado de cultivo
con el fin de producir TBP-II recombinante o una proteina sustancialmente homologa con ella.

Otro objeto de la invencién es proporcionar anticuerpos especificos para TBP-II y sus fragmentos
F(ab), que se pueden utilizar en diagndstico asi como en productos farmacéuticos tanto para inhibir
efectos téxicos de TNF como para simular efectos beneficiosos de TNF en las células.

E1 TBP-II de la invencion y sus sales, derivados funcionales, precursores y fracciones activas, y mezclas
de cualesquiera de los anteriores, son para uso como ingredientes activos de composiciones farmacéuticas
para proteger mamiferos contra los efectos deletéreos de TNF y/o mantener sus efectos beneficiosos pro-
longados, cuando se utilizan junto con TNF.

Las figuras muestran:

La Figura 1 muestra la representacién de la elucién de proteinas que se fijan a TNF de la orina en
una columna HPLC de fase inversa.

La Figura 2 muestra el analisis EGPA-DSS de las preparaciones crudas y purificadas de TBP-I y
TBP-II.

La Figura 3 representa las secuencias de varios péptidos tripticos de TBP-II.

La Figura 4 muestra el ELISA para la fijacién de antisueros contra TBP-I y TBP-II para las dos
especies de TBP.

La Figura 5 muestra la inhibicién de la fijacién de TNF a diferentes lineas de células con antisueros
frente a TBP-1 y TBP-II.

La Figura 6 muestra los niveles de TBP-II en los sueros de individuos sanos y de pacientes con lupus
eritematoso sistematizado (LES).

La Figura 7 muestra los efectos de diferentes concentraciones de TBP-II en el mantenimiento de la
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funcién beneficiosa prolongada de TNF como estimulador del crecimiento fibrobléstico (células FS11).
La Figura 8 muestra los efectos de TBP-II sobre la actividad biolégica de TNF en funcién del tiempo.

La presente invencién proporciona Proteina que se fija a TNF, TBP-II, sus sales, derivados funcionales,
precursores y fracciones activas, y mezclas de cualesquiera de los anteriores, que inhiben selectivamente
el efecto citotéxico de TNF y/o mantienen sus efectos beneficiosos prolongados.

De acuerdo con la presente invencién se encontré que TBP-II es capaz de inhibir la actividad ci-
totéxica de TNF, asi que la inhibicién de los efectos citotoxicos de TNF por TBP-II estd dentro del
alcance de la presente invencién. Ademés se encontré que TBP-II tiene un papel adicional como un
vehiculo especifico que se fija a TNF y mantiene sus efectos beneficiosos prolongados. Asi, el complejo
TNF-TBP-II fijado puede actuar como un depdsito que proporciona una liberacién sostenida de TNF
activo a las células diana. Este aspecto también estd dentro del alcance de la presente invencion, inclu-
yendo el uso de TBP-II en pequenas cantidades junto con TNF, para promover los efectos beneficiosos
de TNF, tales como actividad antitumoral, antiviral, antibacteriana, antiparasitaria o estimuladora del
crecimiento fibrobldstico. En este caso, la mezcla puede tener diversas aplicaciones clinicas, tales como
estimulacién de la curacion de heridas.

La TBP-II de la invencion se aislé a partir de orina humana. La proteina sustancialmente purificada,
que estd sustancialmente libre de impurezas proteicas, tiene un peso molecular de aproximadamente 30
kDa cuando se analiza por EGPA-DSS en condiciones reductoras y se mueve como un solo pico en HPLC
en fase inversa. Su actividad se determina midiendo la capacidad de inhibir el efecto citotéxico de TNF-«
sobre células A9 murinas.

TBP-II se caracteriza ademds por la siguiente secuencia obtenida por andlisis de la secuencia N-
terminal de la proteina:

Ala-Gln-Val-Ala-Phe-Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys- Arg-Leu- Arg-Glu-Tyr-Tyr- Asp-
Gln-Thr-Ala-Gln-Met-Cys-Cys

En efecto, se pudo observar una heterogeneidad de secuencias N-terminales en la muestra de TBP-II,
y en todos los experimentos se pudieron discernir formas truncadas de esta secuencia. las cantidades
de las diferentes secuencias truncadas y la relacion entre ellas variaba de lote a lote. Asi, junto con la
secuencia anterior, se pudo discernir una secuencia cinco aminoacidos mas corta:

Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr...
y una secuencia que carecia de los cuatro primeros aminoacidos terminales:
Phe-Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr...

La presente invencién abarca una proteina que comprende la secuencia anterior, denominada aqui
TBP-II, asi como cualquier otro polipéptido en que uno o mas aminoécidos en la estructura de TBP-II
natural estdn suprimidos o sustituidos por otros aminoacidos, o uno o mas aminodcidos estan anadidos
a ella, con tal que tengan actividad de TBP-II humana.

Esta invencién también se refiere a un procedimiento para aislar TBP-II a partir de un fluido humano,
v.g., orina, y su purificacién. En una realizacién preferida, la proteina sustancialmente purificada de la
invencién se produce por un procedimiento que comprende:

a) recuperar la fraccién de protefna bruta a partir de un concentrado dializado de orina humana de
pacientes sanos;

b) someter dicha fraccién de proteina bruta de la etapa (a) a purificacién por afinidad en una columna
de TNF inmovilizada;

¢) someter dichas Proteinas que se fijan a TNF, activas, purificadas por afinidad, de la etapa (b) a
HPLC en fase inversa para obtener fracciones activas, sustancialmente purificadas, de las Proteinas
que se fijan a TNF, definidas por su capacidad para inhibir el efecto citotéxico de TNF;

d) separar las proteinas sustancialmente purificadas de la etapa (c) con un peso molecular de aproxi-
madamente 30 kDa en EGPA-DSS en condiciones reductoras, que se mueven como un solo pico en
HPLC en fase inversa y con la capacidad de inhibir el efecto citotéxico de TNF; y
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e) recuperar las fracciones que eluyen en acetonitrilo al 31% y que contienen TBP-II sustancialmente
purificada.

La invencion se refiere ademés a la preparacién de TBP-II por técnicas de manipulacién genética y
abarca todas las herramientas utilizadas en estas técnicas. Asi, la invencién se refiere a moléculas de ADN
que comprenden la secuencia nucleotidica que codifica TBP-II o una proteina sustancialmente homdloga
con ella. Estas moléculas de ADN pueden ser ADN genémico, ADNc¢, ADN sintético y combinaciones de
ellos.

La clonacion de TBP-II se puede llevar a cabo por diferentes técnicas. De acuerdo con una estrategia,
se producen anticuerpos especificos (policlonales o monoclonales) frente a TBP-II y se utilizan para bus-
car células que producen TBP-II por inmunofluorescencia o por manchado Western. Después, se extrae
ARNm a partir de estas células que producen TBP-II y se convierte en ADNc poniéndolas en contacto
con transcriptasa inversa durante un tiempo y en condiciones adecuadas para formar dicho ADNc. El
ADNc se clona en un vector de expresién tal como lambda gT 11 y se hace un barrido del mismo utili-
zando los anticuerpos. El vector de expresiéon lambda gt 11 se puede utilizar para la insercién de ADN
de hasta 7 kb de longitud en un sitio EcoRI tnico 53 bases curso arriba del codon de terminacién de
(B-galactosidasa. Por lo tanto, se pueden insertar secuencias fordneas de ADN en este sitio y expresar en
condiciones apropiadas como proteinas de fusién. El vector de expresién lambda gt 11 es particularmente
util para la construccién de bancos de ADNc que se han de barrer con sondas de anticuerpos (Huynh.
T.V. y col. en una compilacién de David Glover, DNA Cloning Techniques: A Practical Approach, IRL
Press, Oxford (1984), pags. 49-78).

Siguiendo otra estrategia, se produce un oligonucle6tido sintético o una mezcla de oligonucledtidos
sintéticos, cuya secuencia se deriva de la secuencia de aminoacidos de un fragmento de la proteina, v.g.,
la secuencia N-terminal de aminodcidos, y se utiliza como una sonda para clonar el ADNc o el ADN
genémico que codifica TBP-II. Preparaciones adecuadas de ADN, tales como ADN genémico humano, se
cortan enzimaticamente con enzimas de restriccién, o se recortan al azar y los fragmentos se insertan en
vectores recombinantes apropiados para formar una genoteca. Después, estos vectores se pueden some-
ter a barrido con sondas oligonucleotidicas sintéticas con el fin de identificar una secuencia que codifica
TBP-II.

Alternativamente, el ARNm se aisla a partir de células que expresan TBP-II y se convierte, después
de la purificacién, en ADNc como se ha descrito anteriormente. El ADNc se convierte en el ADNc bi-
catenario por técnicas conocidas, se clona y los clones resultantes se someten a barrido con una sonda
apropiada para ADNc que codifica las secuencias deseadas. Una vez que se aisla el clon deseado, el ADNc,
se manipula sustancialmente de la misma manera que el ADN genémico. Sin embargo, con ADNc no
habrd intrones o secuencias interventoras.

La invencién también se refiere a oligonucledtidos sintéticos que se utilizardn como sondas para el ADN
que codifica TBP-II. Se sintetizan por métodos conocidos sobre la base de la secuencia de aminodcidos de
fragmentos de TBP-II. Para este fin, es posible efectuar el andlisis de la secuencia de la TBP-II intacta u
obtener sus fragmentos peptidicos y caracterizar su secuencia de aminoécidos. Los fragmentos peptidicos
se obtienen sometiendo preparaciones de proteinas purificadas a fragmentacion, v.g., por digestiéon con
proteasas tales como tripsina, quimotripsina o papaina por métodos bien conocidos en la técnica (Oike,
Y. y col. (1982) J. Biol. Chem. 257:9751-9758), se separan por HPLC en fase inversa y se secuencian
por técnicas automaticas de secuenciacién de aminodcidos.

Una vez que se han secuenciado uno o mas fragmentos peptidicos o que estd determinada una se-
cuencia parcial de la proteina, se examinan las secuencias de ADN capaces de codificarlas. Debido a
la degeneracion del codigo genético, se puede utilizar mas de un codon para codificar un aminoacido
particular y se pueden producir uno o mas oligonucleétidos diferentes, cada uno de los cuales seria capaz
de codificar los fragmentos peptidicos TBP-II (Watson, J.D., en: Molecular Biology of the Gene, 32 ed.
W.A. Benjamin, Inc. Menlo Park, CA (1977), pdgs. 356-357). Sin embargo, sélo un miembro del conjunto
contiene la secuencia de nucledtidos que es idéntica a la secuencia de nucledtidos del gen. Su presencia
dentro del conjunto y su capacidad de hibridarse a ADN incluso en presencia de los otros miembros del
conjunto, hace posible emplear el conjunto no fraccionado de oligonucleétidos de la misma manera en
que se emplearia un oligonucleétido aislado para clonar el gen que codifica el péptido. El uso de dicho
oligonucle6tido o conjunto de oligonucle6tidos que contiene la secuencia tedrica “méas probable” capaz de
codificar los fragmentos del gen de TBP-II (siguiendo las “normas sobre el uso de cédones” descritas por
Lathe, R. y col. (1985) J. Molec. Biol. 183; 1-12) permite identificar la secuencia de un oligonucleétido o
conjunto de oligonucledtidos complementarios que es capaz de hibridarse a la secuencia “mas probable”
que codifica la TBP-II o al menos una porcién de la misma, o un conjunto de dichas secuencias. Después
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se sintetiza este oligonucle6tido que contiene dicha secuencia complementaria y se emplea como una sonda
para identificar y aislar una molécula de ADN que codifica la TBP-II de la invencién a partir de un banco
de ADN (Maniatis, T. y col. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Gold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY (1982).

En una de las realizaciones, el aislamiento del gen de TBP-II se hace por técnicas de hibridacién
de colonias en condiciones rigurosas. Los procedimientos para la hibridacién de acidos nucleicos son
conocidos y estan descritos, por ejemplo, en Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, op.
cit. y en Haymes, B.T. y col., Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, IRL Press, Oxford,
Inglaterra (1985). Por hibridacién con las sondas del nucle6tido o conjunto de oligonucleétidos anteriores,
es posible identificar en un banco de ADNc o genémico, las secuencias de ADN capaces de experimentar
dicha hibridacién y después se analizan para determinar en qué medida contienen secuencias codificantes
para la TBP-II de la invencion.

El ADN de clones positivos se inserta después en vectores de expresiéon apropiadamente construidos
por técnicas bien conocidas en este campo (véase Maniatis y col., op. cit.). El ADNc de doble hebra se
une a vectores plasmidicos por unién cola con cola homopolimérica o por unién con restriccién que implica
el uso de enlazantes de ADN sintéticos o técnicas de ligacién de extremos romos. Se utilizan ligasas de
ADN para ligar las moléculas de ADN y se evita unién indeseable por tratamiento con fosfatasa alcalina.

Para la expresion de la proteina deseada, el vector de expresién habra de comprender también secuen-
cias nucleotidicas especificas que contienen informacién reguladora de la transcripcién y la traduccién
ligada al ADN que codifica la proteina deseada de tal modo que permite la expresién del gen y la pro-
duccién de la proteina. Primero, con el fin de que el gen sea transcrito, debe estar precedido por un
promotor reconocible por la polimerasa de ARN, al que se une la polimerasa y de este modo inicia el
procedimiento de transcripcién. Hay una gama de dichos promotores en uso, que actian con eficacias
diferentes (promotores fuertes y débiles), que son diferentes para células procaridticas y eucaridticas. Se
consiguen altos niveles de expresion del gen en células procaridticas utilizando también sitios que se fijan
a ribosomas, tales como la secuencia de Shine-Dalgarno (secuencia SD). Para hospedadores eucaridticos,
se pueden utilizar diferentes secuencias reguladoras de transcripcién y traduccién, dependiendo de la
naturaleza del hospedador. Se pueden derivar de fuentes virales, tales como adenovirus, papilomavirus
bovino, virus Simian o similares, donde las senales reguladoras estdn asociadas con un gen particular que
tiene un alto nivel de expresiéon. Ejemplos son el promotor TK del virus Herpes, el promotor precoz de
SV40, el promotor del gen gald de levadura, etc. Se pueden elegir senales reguladoras de la iniciacién
de la transcripcién que permitan la represién y la activacion, de modo que la expresién de los genes se
pueda modular.

La molécula de ADN que comprende la secuencia de nucledtidos codificante de una proteina que
comprende la secuencia de aminoécidos de la TBP-II de la invencién precedida por una secuencia de nu-
cleétidos de un péptido senal y las senales reguladoras de la transcripcion y la traduccién operablemente
unidas se inserta en un vector que es capaz de integrar las secuencias génicas deseadas en el cromosoma
de la célula hospedadora. Las células que han integrado establemente el ADN introducido en sus cromo-
somas se pueden seleccionar introduciendo también uno o més marcadores que permiten la seleccion de
células hospedadoras que contienen el vector de expresion.

En una realizacién preferida, la molécula de ADN introducida se incorporard en un vector plasmidico o
viral capaz de replicaciéon auténoma en el hospedador receptor. Los plasmidos procaridticos y eucariéticos
son bien conocidos en la bibliografia. Factores de importancia para seleccionar un vector plasmidico o
viral particular incluyen la facilidad con la que las células receptoras que contienen el vector se pueden
reconocer y seleccionar a partir de aquellas células receptoras que no contienen el vector; el niimero de
copias del vector que se desean en un hospedador particular; y de si es deseable que sea capaz de “lanzar”
el vector entre células hospedadoras de especies diferentes.

Una vez que el vector o la secuencia de ADN que contiene el o los productos de construcciéon se
ha preparado para la expresion, el o los productos de construccion de ADN se pueden introducir en
una célula hospedadora apropiada por cualquiera de una gama de medios adecuados: transformacién,
transfeccién, conjugacion, fusién de protoplastos, electroporacién, precipitacién con fosfato de calcio,
microinyeccién directa, etc. Las células hospedadoras que se han de utilizar en esta invencién pueden
ser procaridticas o eucariéticas. Los hospedadores procariéticos preferidos incluyen bacterias tales como
E. coli, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, etc. El hospedador procaridtico mas
preferido es E. coli. En estas condiciones, la proteina no serd glicosilada. El hospedador procaridtico
debe ser compatible con el replicon y las secuencias de control en el pldsmido de expresiéon. Los hospeda-
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dores eucaridticos preferidos son células de mamiferos, v.g., células humanas, de monos, ratones y células
de ovario de hdmster chino (CHO), ya que proporcionan modificaciones post-traduccién a moléculas de
proteina, incluyendo plegamiento correcto o glicosilacién en sitios correctos. También las células de leva-
dura pueden llevar a cabo modificaciones peptidicas post-traduccion, incluyendo glicosilacion.

Después de la introduccién del vector, las células hospedadoras se cultivan en un medio selectivo, que
selecciona la propagacién de células que contienen el vector. La expresion de la o las secuencias génicas
clonadas da como resultado la produccién de la TBP-II deseada o uno de sus fragmentos. Después, la
proteina expresada se aisla y purifica de acuerdo con el método de purificacién descrito en la presente
solicitud o por cualquier otro procedimiento convencional que implica extraccion, precipitacién, croma-
tografia, electroforesis o similares.

Un procedimiento de purificacién adicional que se puede utilizar preferentemente para purificar la
proteina de la invencién es la cromatografia de afinidad utilizando anticuerpos monoclonales anti-TBP-
II, que se producen e inmovilizan en una matriz de gel contenida dentro de una columna. Los preparados
impuros que contienen la proteina recombinante se hacen pasar a través de la columna. La proteina
se fijard a la columna por el anticuerpo especifico mientras que las impurezas pasaran a través de ella.
Después del lavado, la proteina se eluye del gel por un cambio en el pH o la fuerza idnica.

El término “sales” como se utiliza aqui se refiere tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de
adicién de acidos de grupos amino de la molécula de proteina, formadas por medios conocidos en la
técnica. Las sales de un grupo carboxilo incluyen sales inorganicas, por ejemplo, sodio, calcio, y sales con
bases orgénicas, como aquellas formadas, por ejemplo, con aminas, tales como trietanolamina, arginina o
lisina. Las sales de adicién de acidos incluyen, por ejemplo, sales con acidos minerales y sales con acidos
organicos.

La expresién “derivados funcionales” como se utiliza aqui abarca derivados que se pueden preparar a
partir de los grupos funcionales que se encuentran como cadenas laterales sobre los restos o los grupos N
o C-terminales, por medios conocidos en la técnica y se incluyen en la invencién con tal que permanez-
can farmacéuticamente aceptables, es decir, que no destruyan la actividad de la proteina y no confieran
propiedades toxicas a las composiciones que los contienen. Estos derivados pueden incluir, por ejemplo,
ésteres alifaticos o amidas de los grupos carboxilo y derivados N-acilados de grupos amino libres o deri-
vados O-acilados de grupos hidroxilo libres de los restos de aminodcido formados con restos acilo (v.g.,
grupos alcanoilo o aroflo carbociclicos).

“Precursores” son compuestos formados antes que, y que se convierten en, TBP-II en el cuerpo hu-
mano o animal. Como “fracciones activas” de la proteina sustancialmente purificada, la presente invencién
abarca cualquier fragmento o precursores de la cadena polipeptidica de la molécula de proteina sola o
junto con moléculas asociadas o restos unidos a ellas, por ejemplo, restos de azicar o fosfato, o agregados
de la molécula de proteina o de los restos mismos de azicar, siempre que dicha fraccién tenga la capacidad
de inhibir el efecto citotéxico de TNF sobre las células y/o mantener su efecto beneficioso prolongado.

La invencidn se refiere ademds a anticuerpos frente a TBP-II y a sus fragmentos F(ab) y sus sales,
derivados funcionales y/o fracciones activas (como se han definido aqui antes). Estos anticuerpos pro-
porcionan una nueva estrategia para la modulacién de la actividad de TNF, y se pueden utilizar tanto
para inhibir como para simular los efectos de TNF sobre subconjuntos especificos de células, dependiendo
de la forma molecular de los anticuerpos, especificamente de su valencia: siendo inhibidoras las formas
monovalentes de los anticuerpos (v.g. fragmentos F(ab)) y siendo capaces de simular al menos parte de
los efectos de TNF las formas multivalentes. De este modo, son adecuados como agentes farmacéuticos
tanto para simular como para bloquear los efectos de TNF sobre las células.

La interaccion funcional de los anticuerpos de la presente invencién con TBP-II proporciona también
una nueva herramienta diagndstica, basada en inmunoensayos tales como radioinmunoensayo, ELISA,
etc., para la deteccion de la super- o infra-produccién de TBP-II por células en el cuerpo en ciertas enfer-
medades. Asi, se puede determinar de este modo el nivel de TBP-II en sueros de pacientes con diferentes
tipos de cancer o que padecen enfermedades autoinmunes, tales como lupus eritematoso sistematizado
(LES). En una estrategia inversa, los anticuerpos frente a TBP-II, cuando se producen endégenamente
en el cuerpo, se mediran utilizando TBP-II purificado. La detecciéon de estos autoanticuerpos, cuando se
forman en ciertas enfermedades autoinmunes, es de extrema importancia, ya que su aptitud para simular
o inhibir los efectos de TNF tiene con toda seguridad presencia de mucho alcance sobre los sindromes
patoldgicos de dichas enfermedades.
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Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Se pueden producir en conejos, ratones u
otros animales, o em células cultivadas en tejidos, derivadas de ellos, o pueden ser productos de células
de origen humano. También se pueden producir por tecnologia de ADN recombinante ya sea en una
forma idéntica a la del anticuerpo nativo o como moléculas quiméricas, construidas por recombinacién
de moléculas de anticuerpo de origenes humano y animal inferior o en otras formas elegidas para hacer
los anticuerpos sumamente adecuados para uso en terapia.

Para la preparacién de los anticuerpos, cualquiera de TBP-II purificado o uno o més péptidos sintéticos
idénticos a la secuencia conocida de uno de sus fragmentos, v.g. a la secuencia proteica N-terminal, se
puede utilizar para inmunizar a los animales. Una posibilidad adicional es fusionar una de las posibles
secuencias nucleotidicas codificantes de un fragmento de TBP-II al gen codificante de Proteina A, expre-
sar el gen fusionado de Proteina A-TBP-II en E. coli, purificar la proteina fusionada por cromatografia
de afinidad en una columna de IgG Sepharose y después utilizarla para inmunizar animales.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién sepreparan utilizando la técnica convencional
de los hibridomas (Kohler y col. (1975) Nature 256:495; Kohler y col. (1976) Eur. J. Immunol. 6:511).
Después de la inmunizacion, se aislan células de bazo solas o junto con células de ganglios linfaticos de
los animales inmunizados y se fusionan con una linea celular de mieloma adecuada. Después de la fusién,
las células de hibridoma resultantes se mantienen selectivamente en medio HAT y después se clonan.
Las células de hibridoma obtenidas a través de dicha seleccién después se ensayan para identificar clones
que secretan anticuerpos capaces de captar TBP-II. Después de la identificacion, los clones deseados se
propagan en masa, ya sea por cultivo en suspensién o en fluido ascitico, inyectando las células en el pe-
ritoneo de ratones hospedadores adecuados. Después, se aislan y purifican los anticuerpos monoclonales
producidos por los hibridomas.

Como se ha mencionado antes, los anticuerpos monoclonales también se pueden inmovilizar y utilizar
para la purificacién de la TBP-II en un procedimiento de purificacién por afinidad utilizando una columna
de inmunoadsorbente.

La TBP-II y sus sales, derivados funcionales, precursores y fracciones activas y mezclas de cuales-
quiera de los anteriores, estdn indicadas para antagonizar los efectos deletéreos de TNF en mamiferos,
es decir, para tratar procesos en que se forma endégenamente o se administra exégenamente exceso de
TNF. También estan indicados, en bajas cantidades y en mezcla con TNF, como vehiculos para prolongar
efectos beneficiosos de TNF.

La presente invencion se refiere ademds a composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y la TBP-II de la invencién o sus sales, derivados funcionales, precursores
o fracciones activas o mezclas de cualesquiera de las anteriores como ingrediente activo, en donde dichas
fracciones tienen la capacidad de inhibir el efecto citotéxico de TNF sobre células y/o mantener su efecto
beneficioso prolongado. Estas composiciones se pueden utilizar en cualquier proceso en que hay una
sobreproducciéon de TNF enddgeno, tal como en casos de choque séptico, caquexia, reacciones de injerto
frente a receptor, enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, etc. El modo de administracién
puede ser via cualquiera de los modos aceptados de administracién para agentes similares y dependerd
del proceso que se ha de tratar, por ejemplo, intravenosamente en caso de choque séptico o inyeccién
local en caso de artritis reumatoide (por ejemplo, en la rodilla), o continuamente por infusién, etc. Las
composiciones también se pueden utilizar en casos de intoxicacién con TNF causada por administracién
exégena de cantidades excesivas (sobredosis) de TNF. Las composiciones pueden comprender también
TNF, en cuyo caso liberaran TNF de una manera controlada durante un tiempo prolongado.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se preparan para administracién mezclando la
proteina o sus derivados con vehiculos, estabilizantes y excipientes fisiolégicamente aceptables y se pre-
paran en forma de dosificacién, v.g., por liofilizacién en viales de dosis. La cantidad de compuesto activo
que se ha de administrar dependera de la ruta de administracion, la enfermedad que se ha de tratar y el
estado del paciente. La inyeccion local en caso de procesos inflamatorios o artritis reumatoide requerird
menos TBP-II sobre una base de peso corporal que la infusién intravenosa en caso de choque séptico.

La invencién se ilustrara ahora por los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplo 1

Purificacion de TBP-II
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1.1 Preparacion de concentrado de orina

Un volumen de 200 litros de orina procedentes de donantes varones sanos o mujeres postmenopausicas
sanas se sometié a microfiltracion sobre una membrana Pellicon con un tamano de poro de 0,45 pym. El
filtrado se concentré por ultrafiltracién utilizando una membrana Pellicon con un punto de corte de peso
molecular de 10 kDa hasta un volumen final de 500 ml. El concentrado se dializé contra solucién salina
tamponada con fosfato que contenia benzamidina 1 mM y azida de sodio al 0,1%.

1.2 Purificacion por afinidad de TBP-I y TBP-II en una columna de TNF inmovilizada

TNF-a recombinante se llevé a una concentracién de 7,2 mg/ml, después se equilibré con PBS que
contenia azida de sodio al 0,02% y se copulé a Affigel 10 (3,6 mg a perlas de 0,5 ml). Una muestra de
250 ml del concentrado de proteinas de orina de la etapa 1.1 se aplicé a una columna construida a partir
de las perlas del TNF inmovilizado a un caudal de 0,2 - 0,3 ml/min a 4°C. Las proteinas no fijadas se
separaron por lavado con PBS y después se eluyeron las proteinas fijadas aplicando una solucién de acido
citrico 25 mM, NaCl 100 mM y azida de sodio al 0,02%, a pH 2,5. La bioactividad especifica (inhibicién
de toxicidad de TNF) de las proteinas eluidas fue aproximadamente 20.000 veces més alta que la de las
proteinas de orina bruta. En el andlisis de EGPA-DSS la mayoria de la proteina en el eluato se desplazé
como una sola banda ancha con tamano molecular aparente de aproximadamente 30.000 + 2.000.

1.3 Cromatografia de liguidos de alta resolucion (HPLC) en fase inversa

Se hizo un fraccionamiento adicional de las proteinas purificadas por afinidad de la etapa 1.2 por
HPLC en fase inversa en una columna Aquapore RP300 (4,6 x 30 mm, Brownlee Labs), preequilibrada
primero y lavada después con écido trifluoroacético acuoso al 0,3% (TFA) (Tampén F) hasta que se obtuvo
una linea basal estable por el sistema de deteccién de fluorescamina. Se aplicaron a la columna fracciones
activas reunidas eluidas de la columna de TNF de afinidad de la etapa 1.2, la elucién se efectué a un
caudal de 0,5 ml/minuto con gradientes lineales de acetonitrilo y Tampén F (0-20% durante 5 minutos,
seguido de 20 50% durante 60 minutos y finalmente 50-80% durante 5 minutos) y después la columna se
lavé durante 15 minutos con acetonitrilo al 80%. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y se examinaron para
determinar el contenido de proteina (—) y la actividad biolégica (M), como se indica en la Figura 1 (---
representa elucién con gradiente de acetonitrilo en Tampén F).

La actividad biolégica se midié por el mismo ensayo biolégico desarrollado para TBP-1. Este se basa en
el efecto citotéxico de TNF sobre células sensibilizadas con cicloheximida (CHI) y su cuantificacién por el
método de absorcién de rojo neutro, como se describe en Wallach, D. (1984) J. Immunol. 132:2464-2469.
En la presente invencién, se utiliza para detectar la actividad de TBP-II durante la purificacion.

- Las muestras que se iban a ensayar para determinar la presencia de la proteina se diluyeron seria-
damente al doble, a 4°C, en DMEM vy se les anadi6é un volumen igual del mismo medio conteniendo
40 pg/ml de TNF-alfa y 400 pug/ml de cicloheximida (CHI). La concentracién final de TNF-a en
las células fue 5 U/ml y la de CHI fue 50 ug/ml.

- Se sembraron células A9 murinas en placas de microtitulo de fondo plano, de 96 pocillos, (1,5 x 10%
células/pocillo) con 100 pl de DMEM-CS (DMEM conteniendo 5% de suero bovino fetal y 5% de
suero bovino).

- Se aplicaron alicuotas de 100 pl de las mezclas de proteina-TNF-alfa-CHI diluidas seriadamente a
cada pocillo y ademds las células se incubaron durante 14 horas.

- La viabilidad de las células se determiné por incubacién con rojo neutro durante 2 horas, separando
por lavado todo el exceso de tinte, extrayendo el rojo neutro que habia sido captado por las células
con mezcla de tampén citrato de Sorenson-etanol, y cuantificAndolas colorimétricamente a 570 nm
con un Autolector Microelisa.

- 1 U/ml de actividad inhibidora de TNF se definié como el factor de dilucién que da una proteccién
estadisticamente significativa contra muerte por TNF (p<0,05).
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Tabla I
Purificacion de TBP-1 y TBP-II
Etapa de la purificacién  Proteina Actividad protectora Actividad Purificacién
especifica
mg Unidades % unidades/mg veces
Proteinas brutas en la 9,400 117.200 100 12.400
orina
Purificacién por afinidad
Flujo continuo 9,300 Debajo del nivel de deteccién
Proteinas eluidas 0,36 98.600 84,2 273.800 22.000
HPLC fase inversa
Total 0,217 31.200 26,6 143.400 11.600
TBP-1 0,070 22.300 19,0 318.600
TBP-II 0,147 8.900 7,6 60.700

*  Una unidad de actividad protectora se definié como la cantidad de proteinas que se fijan
a TNF en cuya presencia se duplicé el nimero de células que permanecian viables en las
condiciones del ensayo para evaluar el efecto protector de las proteinas contra la citotoxicidad
por TNF.

Como se muestra en la Figura 1, se encontré que las proteinas activas eluian de la columna de HPLC
como dos picos proteicos caracteristicos, en fracciones que correspondian a acetonitrilo al 27% aproxima-
damente (TBP-I) y acetonitrilo al 31% aproximadamente (TBP-II). Ambas proteinas tenfan un efecto

protector contra citotoxicidad por TNF, aunque la actividad especifica de TBP-II era menor que la de
TBP-I (Tabla I).

El efecto inhibidor de TBP-II sobre la fijacion de TNF radiomarcado a células se determiné como
describieron Olsson, I. y col. (1989) Eur. J. Hematol. 42, pags. 270-275. Como con TBP-I, se observd
que TBP-II disminuye la fijacién de TNF-a-I'2% a las células sélo cuando TNF-a-1'2% y TBP-II se aplican
juntos a las células y no cuando se aplica primero TBP-II a las células y después se separa antes de la
aplicacién de TNF-a. Esto indica que la interferencia con la fijacién de TNF-« a las células no se debe a
un efecto de TBP-II sobre las células, sino que mas bien refleja alguna clase de interacciéon entre TBP-II
y TNF-a.

Las actividades de fijacion de TBP-1 y TBP-II se examinaron en un ensayo en fase sélida con el uso
de preparados radiomarcados de las proteinas. Se encontré que ambos se fijaban a TNF-« y esta fijacién
podia ser competida por TNF-a en exceso y, a una efectividad mas baja, también por TNF-3. No pudo
ser competida, sin embargo, por otras varias citocinas examinadas (IL-1, IL-6, IFN-gamma, Tabla II).

10
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Tabla 11

Fijacion de TBP-1 y TBP-II a TNF-« y el efecto de citocinas competitivas

Proteinas aplicadas* para competir
con la fijacién de TBP

TBP-I-1'25

TBP-II-1'2°

(CPM fijados)

TNF-ahu

27.700(+2.000)

17.634(+1.230)

1.050(+ 140)  2.400(+ 174)

TNF-Shu 21.000(% 850)  6.240( 230)
IL-1a 28.100(% 460)  17.840(= 890)
IL-6 27.050(% 570)  18.570(41.120)
IFN-gamma 28.050(+1.050)  18.470(1.430)
TBP-1 1.900(+ 170)  2.240(+ 160)
TBP-II N.D. 2.005(+ 150)

* Todas las proteinas se aplicaron a una concentracién de 10 pg/ml
1.4. EGPA-DSS

Con el fin de verificar el resultado de la purificacion, se hizo una electroforesis en gel de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (EGPA-DSS) de acuerdo con el método de Laemmli U.K. y col. (1970) Nature
227:680. En la Figura 2A, se indica el anilisis en condiciones reductoras de la etapa de purificacién
por afinidad: calle 1 - proteinas de orina no fraccionadas; calle 2 - proteinas eluidas de la columna de
TNF por el tampén de pH bajo. En la figura 2B, se muestra el andlisis en condiciones reductoras de
fracciones activas que eluyen de la HPLC en fase inversa. Se mezclaron muestras con 3 x tampoén muestra
concentrado que contenfa DSS al 6% (p/v) y S-mercaptoetanol al 15% v/v y se cargaron en un gel de
acrilamida al 12% (calles 1-4: TBP-I; Calles 5-9: TBP-II). Como referencia para peso molecular, se uti-
liz6 una mezcla de marcadores de peso molecular (lactalbimina « 14,4 kDa, inhibidor de tripsina de soja
20,1 kDa, anhidrasa carbdnica 30 kDa, ovalbimina 43 kDa, seralbiimina bovina 67 kDa y fosforilasa b 94
kDa). Se hizo correr un blanco con tampdén muestra en la calle 10. El gel se hizo correr a 160 volt y las
bandas de proteina se visualizaron por tincién con plata (Oakley, B.R. y col. Anal. Biochem. 105:361).

1.5 Andlisis de secuencia N-terminal

Muestras de la TBP-II sustancialmente purificada de la invencién (1-5 ug, 50-200 pmoles en cada caso)
se aplicaron a discos de fibra de vidrio revestidos con biobrene, tratados preliminarmente. Los discos se-
cados se sometieron a ciclos repetitivos de degradacion de Edman en un microsecuenciador de proteinas
en fase de liquido-gas, pulsado, automdtico (Modelo 475), conectado directamente a un analizador de
aminodcidos PTH por HPLC (Modelo 120) y a una unidad de entrada y tratamiento de datos Modelo
900, (todo el equipo de Applied Biosystems Inc. Foster City, CA, USA). La secuencia suministrada por
el ordenador se compard con los datos de partida y se corrigié en los casos necesarios. Se realizaron al
mismo tiempo tres analisis separados con el fin de confirmar los datos de la secuencia. El rendimiento
inicial fue superior a 40%, lo que indica que la proteina principal de la preparacién (la banda de 30 kDa)
estd relacionada con la secuencia resultante.

El anilisis de secuencia N-terminal de la proteina de la fraccién 27 (Fig. 1) dio la siguiente secuencia:
Val-Ala-Phe-Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys- Arg-Leu- Arg-Glu-Tyr-Tyr- Asp-
acompanada por cantidades mas altas de una secuencia 3 aminoacidos mas corta:

Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr...

y por cantidades incluso mas altas de una secuencia que carecia de dos aminoécidos terminales:

Phe-Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr...

11
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Por otro lado, en la fraccién 28, la secuencia Val-Ala-Phe-Thr-Pro-... fue la principal y, ademas, se
podia discernir en cantidades mas pequenas la secuencia mas corta Phe-Thr-Pro-..., y en cantidades atn
mas pequenas la secuencia Thr-Pro-...

La secuencia menos truncada de la proteina obtenida a partir de diferentes lotes de TBP-II purificada
fue la siguiente:

Ala-Gln-Val-Ala-Phe-Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys- Arg-Leu- Arg-Glu-Tyr-Tyr- Asp-
Gln-Thr-Ala-Gln-Met-Cys-Cys

Ejemplo 2
Preparacion de péptidos tripticos de TBP-II

La TBP-II purificada (180 ug) se redujo y alquilé como describieron Andrews, P.C. y Dixon, J.E.
(1987) Anal. Biochem. 161, pags. 524-528. Después se aplicé de nuevo a una columna Aquapore RP300
(véase el Ejemplo 1.3) con el fin de separar residuos de los reactivos de reduccién-alquilacién. Después, la
TBP-II purificada se fragmenté por digestién durante una noche con tripsina (relacién sustrato/enzima
de 20:1), a pH 8,0. Los péptidos obtenidos se purificaron por HPLC en fase inversa en una columna C-18
SynChropak® RP-P. Las secuencias de seis péptidos comprendidos en las fracciones 44, 50, 53, 53’, 60 y
84 se determinaron como en el Ejemplo 1.5 y se representan en la Figura 3.

Ejemplo 3
Preparacion de anticuerpos policlonales frente a TBP-I1I

Para la inmunizacién de conejos, los animales primero se inyectaron subcutdneamente con 20 ug de
TBP-II como emulsiéon en coadyuvante completo de Freund. Tres semanas después se inyectaron de
nuevo, intramuscularmente, como emulsién en coadyuvante incompleto de Freund y después dos veces de
nuevo subcutaneamente como solucion en PBS; a intervalos de una semana. Los conejos se sangraron 10
dias después de la ultima inmunizacion.

Para la purificacién de inmunoglobulinas a partir del suero de conejo, se anadié sulfato de amonio
saturado a 10 ml de suero a una concentracién final de 50% de saturacidon. Después de incubar durante
una noche a 4°C, las inmunoglobulinas se precipitaron por centrifugaciéon. El sedimento se lavé dos veces
con sulfato de amonio al 50%, después se solubiliz6 en borato de sodio 10 mM/azida de sodio al 0,02% a
pH 9. A continuacién, la solucién se dializ6 extensamente contra la solucién de borato-azida. Después se
aplicé por cromatografia sobre una columna Mono-Q de HPLC, de la que se eluyeron las proteinas con
un gradiente de NaCl 0-500 mM en la solucion anterior de borato-azida. Las inmunoglobulinas eluyeron
a una concentracién de sal de NaCl aproximadamente 70 mM.

El antisuero frente a TBP-II suprimié la fijacién de TNF-1'2% a células HeLa en aproximadamente
50% a una dilucién de 1:6400. Se produjo antisuero frente a TBP-I en conejos en las mismas condiciones
y se examind el grado de reactividad inmunolégica cruzada de ambos antisueros por analisis de manchado
Western. Se demostré que TBP-I y TBP-II son inmunoldgicamente distintos: cada antisuero reconocia
significativamente sélo aquella especie de TBP frente a la que se habia producido.

De modo similar, al examinar la interaccién de los antisueros y las proteinas en ELISA, el antisuero
contra TBP-I se encontr6 que reaccionaba con TBP-I a una dilucién de hasta 1:25.000, pero no reaccionaba
con TBP-II, ni siquiera a una dilucién de 1:100. La Figura 4 muestra los resultados de ELISA para la
fijacién de antisueros contra TBP-I y TBP-II a las dos especies de TBP. La fijacién de (O) antisuero
contra TBP-I a TBP-I, (M) antisuero contra TBP-I a TBP-II, (e) antisuero contra TBP-II a TBP-Iy (o)
antisuero contra TBP-II a TBP-II, se presenta en términos de la absorbancia del producto de color en el
ensayo de peroxidasa de rdbano picante. Las lecturas en un ensayo control en el que los anticuerpos se
aplicaron a pocillos revestidos con BSA se restaron. (La fijacién leve del antisuero contra TBP-II a TBP-
I, observada en la Fig. 2, se pudo verificar que se debia a contaminacion del antisuero con anticuerpos
frente a TBP-I, en pequenas cantidades, debido a la presencia de algo de TBP-I en la preparacién de
TBP-II utilizada para inmunizacién).
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Ejemplo 4
Efectos de los anticuerpos policlonales sobre la fijacion de TNF a células

Los antisueros frente a TBP-I y TBP-II se diluyeron en solucién salina equilibrada de Dulbecco
(PBS™) que contenia BSA al 0,5% y azida de sodio al 0,1% (PBS/BSA) y después ya fuera directamente
0 en experimentos de competicién, después de incubar con una muestra de TBP, se aplicaron durante 2
h sobre las células tratadas de las lineas celulares HeLa, MCF7, K562 y U937. Después, las células se
lavaron y ensayaron para determinar fijacién de TNF.

La Figura 5 muestra la inhibicién de la fijacién de TNF radiomarcado a células U937, K562, HeLa
y MCF7 con antisueros frente a TBP-I (o) y TBP-II (O). La fijacién neta observada en ausencia de
antisuero (100%) se dio en células U937 - 2500 cpm, en células K562 - 1500 cpm, en células HeLa - 2400
cpm y en células MCF7 - 1100 cpm. Los resultados demuestran que los antisueros frente a TBP-I y
TBP-II interfieren con la fijacién de TNF a las células; afectando cada uno de ellos en grados diferentes a
las células de lineas diferentes. El antisuero frente a TBP-I inhibe eficazmente la fijaciéon de TNF a células
HeLa y MCF7, pero no tiene ningun efecto sobre la fijacién de TNF a células U937 y sélo escaso efecto
sobre la fijacion de TNF a K652. Por el contrario, el antisuero frente a TBP-II bloquea eficazmente la
fijacion de TNF a las células K562 y U937, pero inhibe la fijaciéon de TNF a las células HeLa y MCF7 sélo
a altas concentraciones. Se pudo demostrar que el efecto del antisuero frente a TBP-II sobre las 1ltimas
células, por experimentos de competicion, en que se anadieron TBP-I y TBP-II al suero, era debido a la
presencia de anticuerpos frente a TBP-I contaminantes en este preparado de antisuero frente a TBP-II.

Ejemplo 5
Anticuerpos monoclonales frente a TBP-II
Produccion de los anticuerpos monoclonales

Ratones Balb/C hembras (8 semanas de edad) se inyectaron con 1 ug de TBP-C;I purificada en una
emulsion de coadyuvanteH;5 completo de Freund en las almohadillas de las patas traseras y, tres semanas
mas tarde, subcutdaneamente en el dorso en coadyuvante incompleto de Freund. Las demds inyecciones
se administraron a intervalos semanales, subcutdneamente en PBS. Las dosis de recuerdo finales se ad-
ministraron 4 dias (i.p.) y 3 dias (i.v.) antes de la fusién con 9,0 ug de TBP-I en PBS. La fusién se
efectué utilizando células NSO/Mr y linfocitos preparados a partir de los linfocitos tanto de bazo tanto
como locales de las patas traseras como parejas de fusiéon. Los hibridomas se seleccionaron en DMEM
suplementado con HAT, suero equino al 15% y 2 ug/ml de gentamicina. Los hibridomas que se hallé que
producian anticuerpos frente a TBP-I se subclonaron por el método de dilucién limitativa y se inyectaron
en ratones Balb/C que se habian cebado con pristano para la produccién de ascitos. Se aislaron inmuno-
globulinas a partir de los ascitos por precipitacién con sulfato de amonio (50% de saturacién) y después
se dializaron contra PBS que contenia azida al 0,02%. La pureza fue aproximadamente 60% como se
estimé por andlisis sobre EGPA-DSS y tincién con azul Coomassie. Los isotipos de los anticuerpos se
definieron utilizando un estuche ELISA asequible en el mercado (Amersham, U.K.).

Se obtuvieron varios clones positivos para estudios adicionales y se caracterizaron. Algunos de los
subclones aislados con su isotipo y fijacién de TBP-II en RIA inverso se enumeran en la Tabla III.
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Tabla III

Seleccién | Seleccion de
Ntumero del | con iRIA | subclén con
clon [CPM] iRIA [CPM] | Isotipo
13.11 31.800 31.000 IgGy
.12 31.500 IgGy
.13 31.100 IgGy
14.1 15.300 15.400 IgGoag
.6 16.200 IgGaqy
.7 15.300 IgGaqy
20.2 12.800 14.200 IgGop
.5 14.300 IgGop
.6 14.800 IgGop
22.7 20.400 20.000 IgGy
.8 19.300 IgGy
27.1 18.000 27.000 IgGaqy
3 25.000 IgGaqy
.9 28.000 IgGaqy
32.4 11.315 10.900 IgGoyp
.5 10.700 IgGop
.6 11.200 IgGop
33.1 18.400 11.400 IgGy
3 10.500 IgGy
4 14.800 IgGy
36.1 27.500 26.600 IgGaqy
.5 24.900 IgGaqy
.6 24.900 IgGaqy
41.3 13.800 18.100 IgGy
.7 18.100 IgGy
.10 18.800 IgGy
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Tabla IIT (Cont.)

Subclones que producen anticuerpos monoclonales frente a TBP-1

Seleccién | Seleccion de
Ntumero del | con iRIA | subclén con
clon [CPM] iRIA [CPM] | Isotipo
67.1 16.800 10.900 IgGaqy
.16 10.800 IgGaqy
A7 10.900 IgGaqy
70.2 15.100 5.100 IgGaqy
.3 5.200 IgGay
4 5.300 IgGay
77.2 15.300 11.800 IgGop
78.9 25.300 21.400 IgGaqy
82.1 17.600 25.900 IgGy
4 25.700 IgGy
.10 26.400 IgGy
86.2 8.800 12.200 IgGop
.5 12.600 IgGop
11 12.800 IgGop
19.6 29.700 IgGaqy
.9 28.900 IgGaqy

Los hibridomas TBP-II 13-12 y TBP-II 70-2 se depositaron en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes, Institut Pasteur (CNCM), 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris CEDEX 15, Francia,
el 12 de marzo de 1990 y se les asigné el n° 1-929 y el n° 1-928, respectivamente.

Ejemplo 6
Radioinmunoensayo inverso (iRIA) para la deteccion de los anticuerpos monoclonales frente a TBP-IT

Se utiliz6 este ensayo para estimar el nivel de los anticuerpos anti-TBP en los sueros de ratones in-
munizados y para ensayar la produccién de los anticuerpos por hibridomas. Placas de microtitulo de
96 pocillos, de PVC (Dynatech 1-220-25) se revistieron durante 12 h a 4°C con inmunoglobulinas F(ab)
anti-ratén de cabra, purificadas por afinidad, (Biomakor, Israel, 10 ug/ml en PBS que contenfa NaNj al
0,02%), después se bloquearon durante 2 h a 37°C con BSA al 0,5% en PBS suplementado con Tween 20
(Sigma) al 0,05% y NaNj3 al 0,02% (tampén bloqueante) y se lavaron 3 veces con PBS que contenia Tween
20 al 0,05% y NaNj al 0,02% (tampdn lavador). Muestras de suero, en diluciones seriadas, o muestras de
medio de propagacién de hibridomas (50 ul) se aplicaron a los pocillos durante 2 horas a 37°C. Las placas
se lavaron con tampén lavador y se aplicé TBP-I marcado con I'25 (10.000 cpm, en tampén bloqueante)
a los pocillos. Después de una incubacion adicional de 2 h a 37°C, las placas se lavaron y se determind
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en el contador-gamma la cantidad de marcador que se fij6 a los pocillos individuales.
Ejemplo 7
El uso de los anticuerpos anti-TBP-II para cromatografia de afinidad

Los anticuerpos frente a TBP-II se pueden utilizar para la purificacion de TBP-II por cromatografia
de afinidad, de acuerdo con el procedimiento siguiente. Los anticuerpos monoclonales para cromatografia
de afinidad se eligieron ensayando su capacidad de fijacién al antigeno radiomarcado en un radioinmuno-
ensayo en fase sélida. Ascitos de todos los hibridomas se purificaron por precipitacién con sulfato de
amonio al 50% de saturacién seguida de didlisis extensiva contra PBS. Placas de 96 pocillos de PVC se
revistieron con los Amo purificados y, después de bloquear las placas con PBS que contenifa BSA al 0,5%,
Tween 20 (Sigma) al 0,05% y NaNj al 0,02%, los pocillos se incubaron con 50.000 cpm de TNF-1'2°
durante 2 h a 37°C, después se lavaron y se cuantificé en el contador gamma la radiactividad que se
habia fijado a cada pocillo. Los anticuerpos con la capacidad mas alta de fijacién se examinaron para
determinar su eficacia en cromatografia de inmunoafinidad.

Se utilizo6 poliacrilhidrazida-agarosa como resina para inmovilizar los anticuerpos. Las inmunoglobuli-
nas semipurificadas se concentraron y copularon a la resina como especificaron Wilchek y Miron, Methods
in Enzymology 34:72-76, 1979. En estos experimentos, se ensayaron tres anticuerpos monoclonales frente
a TBP-I, clones 16, 20 y 34. Se construyeron columnas de anticuerpo de 1 ml de lecho. Antes de su
uso, todas las columnas se sometieron a 10 lavados con el tampdn de elucién, cada lavado seguido de
neutralizaciéon con PBS. Después, las columnas se cargaron con 120 ml de proteinas de orina concentradas
en PBS con NaNj3 al 0,02%. El caudal de las columnas se ajusté a 0,2-0,3 ml por minuto. Después de
la carga, las columnas se lavaron con 50 ml de PBS y después se eluyeron con una solucién que contenia
acido citrico 50 mM, pH 2,5, NaCl 100 mM y NaNj3 al 0,02%. Se recogieron fracciones de 1 ml. Se
tomaron muestras de las proteinas de orina aplicadas, de la dltima porcién del lavado (1 ml) y de cada
fraccién de la elucién (8 fracciones de 1 ml por columna) y se ensayaron para determinar la concentracién
de proteinas y su actividad en el ensayo biolégico para TBP-II. De acuerdo con las mediciones de proteina
antes y después de la copulacion de los anticuerpos a hidrazida-agarosa, las cantidades de inmunoglobu-
lina fijadas a las columnas estaban en el intervalo de 7 a 10 mg/ml de agarosa. Todas las mediciones de
proteina se hicieron de acuerdo con un método de micro-flurescamina en comparacién con una solucién
patrén que contenia 100 pug de BSA/ml (Stein, S. y Moschera, J., Methods Enzymol. 79:7-16, 1981).

Ejemplo 8
Determinacion de TBP-II utilizando anticuerpos anti- TBP-1

Los niveles de TBP en los sueros de individuos sanos, pacientes con cancer o lupus eritematoso siste-
matizado (LES) y de mujeres embarazadas a término se determinaron por un método ELISA empleando
un anticuerpo monoclonal frente a TBP-II para cubrir las placas. Se anadieron 50 ul de cada muestra y
después de una incubacién de 2,5 h a 37°C, los pocillos se lavaron con una solucién de PBS, Tween al
0,05% y azida sddica al 0,02% y seguidamente se afiadié un anticuerpo policlonal anti-TBP-II de conejo
durante 2,5 h a 37°C. Después, los pocillos se lavaron de nuevo (sin azida) y se afiadié anticuerpo copu-
lado con peroxidasa de rabano picante anticonejo de cabra durante 2 h. Después de esta incubacién y de
lavar, se afiadié un tampén ABTS y se ley6 la densidad 6ptica (D.O.) 30 min. después a 600 nm.

Los niveles normales de TBP-II en suero humano de individuos sanos determinadas por el método
ELISA son 1,48 + 0,46 ng/ml.

En los sueros de 46 pacientes con Lupus Eritematoso Sistematizado (LES), los niveles de TBP-I fue-
ron 4,04 + 3,75 ng/ml, un valor altamente significativo comparado con los niveles normales (p<0,001).
Como se muestra en la Fig. 6, 29 de los 46 pacientes con LES tenian un nivel de TBP-II mas alto que la
media + 2DT de valores normales. Se encontré una correlacién altamente significativa entre los niveles de
TBP-II y el indice de actividad de la enfermedad, desarrollado por Symmonds, D.P.M. y col., Quarterly
J. of Med. (1988), vol. 69, pdgs. 927-937; r=0,62, p<0,01. Se encontré una correlacién similar entre
TBP-II y el marcador clésico de actividad de LES, los anticuerpos anti-ADN (r=0,64, p<0,001) y entre
una manifestacion clinica principal de actividad de LES, es decir, dolor de las articulaciones, y TBP-II
(r=0,54, p<0,001).

Estos resultados indican que TBP-II puede ser 1til como un marcador sensible de actividad de en-
fermedad y un predictor de exacerbaciones en pacientes con LES y, de este modo, puede ser 1util para
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controlar la activacién inmunolégica relacionada con la actividad de enfermedad en estos pacientes asi
como en pacientes con otras enfermedades autoinmunes.

Por el método ELISA anterior, se examinaron los niveles de TBP-II en sueros de pacientes con dife-
rentes tipos de cdncer. En 20 de 34 pacientes (58,8%) con diferentes tipos de céncer, los niveles de TBP-II
fueron superiores a la media normal + 2DT. La diferencia entre la TBP-II de pacientes de cancer (4,16
+ 4,08 ng/ml) y controles sanos (1,48 + 0,46 ng/ml) fue estadisticamente muy significativa (p<0,001).

Estos resultados indican que TBP-II puede resultar que es un marcador 1til y universal de diferentes
tipos de céncer y se puede aplicar en la deteccién precoz de esta enfermedad. Después de la reseccion
del cancer, la normalizacién de los niveles de TBP-II puede ser un marcador de cura de laenfermedad.
Un incremento en TBP-II, después de la normalizacidn inicial, puede ser un marcador universal precoz y
sensible de recaida de la enfermedad.

Catorce mujeres embarazadas a término con eclampsia o pre-eclampsia tenian niveles de TBP-II maés
altos en cantidades estadisticamente significativas (2,91 + 0,96 ng/ml) que 16 mujeres embarazadas nor-
motensas (1,58 + 0,52), como se determiné por el método ELISA (p<0,001).

Ejemplo 9
Asociaciones de TBP-1I y TNF

Con el fin de examinar la actividad de TBP-II para prolongar los efectos beneficiosos de TNF, se
hicieron los siguientes experimentos:

Fibroblastos FS11 (pase 9) se cultivaron en micropocillos (placas de 96 pocillos) a una concentracién
inicial de 10.000 células/pocillo. Después de 24 h, se afiadieron mezclas que comprendian una concen-
tracién constante de TNFr (5 ng/ml) y diferentes concentraciones de TBP-II (3 ng a 100 ng/ml) a los
respectivos pocillos. A los pocillos control se afiadieron medio, TNFr solamente, o concentraciones res-
pectivas de TBP-II, sin TNF. Después de 7 dias en cultivo, los liquidos sobrenadantes de las células se
recogieron y congelaron inmediatamente a -20°C para la determinacién adicional de citotoxicidad residual
por TNF y TBP-II residual. Después de separar los liquidos sobrenadantes, se afiadié H?-timidina a una
placa de FS11 durante 8 h mientras que se anadid tinte rojo neutro a una placa “gemela”.

Los resultados se muestran en la Fig. 7. La Fig. 7 (D) muestra que en presencia de 5 ng/ml de TNF
y concentraciones crecientes de TBP-II, el crecimiento fibrobldstico aumenté significativamente (como se
determiné por la absorcién de tinte rojo neutro) o por incorporacién de H3-timidina (F). El examen de
los liquidos sobrenadantes de FS11 congelados para determinar la citotoxicidad residual por TNF en un
ensayo bioldgico (linea celular A9 de ratén) indicé una citotoxicidad residual que es paralela al incremento
en las concentraciones de TBP-II (E) y que sugiere prevencién de la caida de TNF en el sistema, por
TBP-II.

Para explorar mejor este fendmeno, se anadieron TNFr, TBP-II y los respectivos controles a fibroblas-
tos FS11 cultivados durante 2 h o 2, 5, 7 y 9 dias en diferentes placas. Después de esto, los sobrenadantes
se separaron y examinaron inmediatamente para determinar citotoxicidad por TNF.

Como se muestra en la Fig. 8, en 2 h, de los 5 ng de TNFr anadidos en presencia de TBP-II, sélo 0,6
ng permanecieron biolégicamente activos, siendo el resto fijado y neutralizado por TBP-II. Sin embargo,
entre los dias 2 y 9, mientras que el TNFr “solo” pierde su actividad biolégica rapidamente, la citotoxi-
cidad detectable del TNFr en presencia de TBP-II fue 10 veces mayor. De este modo, TBP-II neutraliz
inicialmente la alta concentracién de TNF, pero protegié al TNF bioldgicamente activo restante de una
pérdida acelerada de su actividad bioldgica. Estos resultados indican que TBP-II fija TNF y evita su
descomposicion natural o pérdida de actividad, siendo asi util como un vehiculo para prolongar los efectos
beneficiosos de TNF.

Ejemplo 10

Representacion de los epitopes de TBP-II por andlisis de competicion cruzada con anticuerpos monoclo-
nales (Amo) frente a TBP-II

Placas de microtitulo de 96 pocillos, de PVC, se revistieron, como se ha descrito anteriormente, con
Amo purificados frente a TBP-II (25 pg/ml). Después de lavar y bloquear, las muestras de TBP-II mar-
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cada con I'?° (100.000 cpm por pocillo) que se habfan incubado previamente durante 2 h, a 37°C, con
el mismo o con otro anticuerpo monoclonal frente a TBP-II (a 1 ug/ml) se pusieron en los pocillos; las
placas se incubaron durante una noche a 4°C, se lavaron y se determiné la radiactividad fijada a cada
pocillo en el contador gamma. Los resultados se expresan como porcentaje de los valores control (fijacién
de TBP-II en ausencia de Amo competidores).

Los resultados se resumen en la Tabla IV. Los anticuerpos monoclonales estdn indicados por los
nimeros de los clones en la primera fila y en la columna izquierda. Los bajos valores porcentuales de
fijacién indican que los dos anticuerpos compiten entre si por los epitopes sobre TBP-II, mientras que
los valores méas altos indican que se fijan a diferentes epitopes. Los anticuerpos no competitivos son
adecuados para uso en ELISA doble sandwich, v.g., clones 13 y 70.

Andlisis de competicion cruzada con anticuerpos monoclonales frente a TBP-II

Anticuerpos en fase sélida
Anticuerpo
compe-

tidor 13 14 19 20 22 27 32 33
13 4 64 53 73 31 51 161 35
14 119 20 90 13 13 84 156 11
19 103 28 7 19 11 5 144 11
20 119 17 93 14 10 88 149 9
22 109 26 94 22 13 82 128 12
27 106 23 11 27 14 8 145 17
32 150 267 150 291 156 186 14 163
33 115 19 98 23 16 86 133 12
36 155 262 168 271 144 185 167 158
41 117 119 119 118 101 109 118 76
67 112 138 125 141 125 157 136 107
70 150 246 150 255 145 166 4 162
7 121 18 98 15 13 78 148 11
78 118 20 9 26 10 6 153 13
82 107 110 130 116 112 121 128 89
86 122 181 125 166 126 129 131 120

valor 31582 3958 2057 5437 4947 17395 25923 3525

100%
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Anticuerpos en fase sélida
Anticuer-
po compe-

tidor 36 41 67 70 7 78 82 86
13 177 72 131 128 7 102 50 101
14 132 173 134 113 14 70 89 179
19 144 133 179 123 18 5 85 126
20 135 170 137 135 16 70 101 181
22 115 164 136 114 17 68 98 167
27 152 133 196 136 24 8 82 125
32 139 200 205 18 294 143 103 226
33 118 156 120 114 24 78 90 155
36 12 169 223 135 265 158 93 150
41 93 9 179 107 106 111 8 9
67 138 213 30 117 120 127 106 236
70 166 217 204 6 232 132 107 234
7 145 184 142 132 18 66 103 184
78 157 137 183 131 19 6 94 172
82 90 8 162 102 121 113 8 7
86 86 18 253 109 152 125 20 17

valor 6368 8042 4368 24113 5887 22222 11608 9703

100%
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REIVINDICACIONES

1. Una Proteina II (TBP-II) que se fija a Factor de Necrosis Tumoral (TNF) que tiene las siguientes
caracteristicas:

(a) inhibe el efecto citotéxico de TNF y/o mantiene sus efectos beneficiosos prolongados;

(b) contiene la siguiente secuencia de aminodcidos:
Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr;

o sus sales, derivados funcionales, precursores o fracciones activas o mezclas de los anteriores, teniendo
dichas fracciones la capacidad de inhibir el efecto citotéxico de TNF sobre las células y/o mantener su
efecto beneficioso prolongado.

2. La TBP-II de la reivindicacién 1, en forma sustancialmente purificada.

3. La TBP-II de la reivindicaciéon 1 o 2, que tiene un peso molecular de aproximadamente 30 kDa
cuando la proteina sustancialmente purificada se analiza por EGPA-DSS en condiciones reductoras.

4. La TBP-II de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se mueve como un solo pico en
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) en fase inversa.

5. La TBP-II segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene la capacidad de inhibir el
efecto citotéxico de TNF-a sobre células A9 murinas.

6. La TBP-II segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que contiene la siguiente secuen-
cia de amino-acidos: Ala-Gln-Val-Ala-Phe-Thr-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys-Arg-Leu-Arg-
Glu-Tyr-Tyr-Asp-Gln-Thr-Ala-Gln-Met-Cys-Cys- 0 una de sus formas truncadas.

7. Un procedimiento para el aislamiento de Proteina TBP-II sustancialmente purificada, que com-
prende:

(a) recuperar la fraccién de proteina bruta a partir de un concentrado dializado de orina humana;

(b) someter dicha fraccién de proteina bruta de la etapa (a) a cromatografia de afinidad en una columna
de TNF inmovilizado, para obtener fracciones activas purificadas de Proteinas que se fijan a TNF,
definidas por su capacidad de inhibir el efecto citotéxico de TNF;

(c) someter dichas fracciones activas purificadas de las Proteinas que se fijan a TNF de la etapa (b)
a HPLC en fase inversa, para obtener fracciones activas, sustancialmente purificadas, de proteinas
que se fijan a TNF, definidas por su capacidad para inhibir el efecto citotéxico de TNF; y

(d) recuperar la proteina TBP-II sustancialmente purificada de la etapa (c), teniendo dicha proteina
un peso molecular de aproximadamente 30 kDa en EGPA-DSS en condiciones reductoras, que se
mueve como un solo pico en la fraccién correspondiente a acetonitrilo al 31% aproximadamente en
HPLC en fase inversa y que tiene la capacidad de inhibir el efecto citotoxico de TNF.

8. La TBP-II segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, producida por el procedimiento de
la reivindicacién 7.

9. La TBP-II de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 u 8, en que la TBP-II es de origen
humano.

10. La TBP-II de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 0 9, que es una proteina recombinante.

11. La TBP-II de la reivindicacién 10, que se produce en un hospedador procariético, preferiblemente
en E. coli, o en un hospedador eucaridtico, preferiblemente en una célula de mamifero.

12. Una molécula de ADN que comprende una secuencia nucleotidica codificante de la TBP-II de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 u 8 a 11.

13. Un vehiculo de expresién replicable, que comprende la molécula de ADN de la reivindicacién 12
y es capaz, en una célula hospedadora transformante, de expresar la TBP-II definida en una cualquiera
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de las reivindicaciones 1 a 6 u 8 a 11.

14. Una célula hospedadora seleccionada entre una célula procariética y una célula eucariética, trans-
formada con el vehiculo de expresién replicable de la reivindicacién 13.

15. Un procedimiento para producir TBP-II recombinante, que comprende las etapas de

(a) cultivar una célula hospedadora transformada segin la reivindicacién 13 en un medio de cultivo
adecuado; y

(b) aislar dicha Proteina TBP-II que se fija a TNF.

16. Una composicién farmacéutica que comprende TBP-II y/o sus sales, derivados funcionales, pre-
cursores o fracciones activas o mezclas de cualesquiera de los anteriores segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 u 8 a 11, como ingrediente activo, junto con un vehiculo farmacéuticamente acep-
table, teniendo dichas fracciones la capacidad de inhibir el efecto citotéxico de TNF sobre las células y/o
mantener su efecto beneficioso prolongado.

17. La composicion farmacéutica segin la reivindicacién 16, para uso en el antagonismo del efecto de-
letéreo de TNF en mamiferos, especialmente en el tratamiento de procesos en que se forma endégenamente
o se administra exégenamente exceso de TNF .

18. La composicién farmacéutica segun la reivindicaciéon 16, para uso en el mantenimiento de
los efectos beneficiosos prolongados de TNF en mamiferos, cuando se utiliza con TNF administrado
exbgenamente.

19. Un anticuerpo frente a TBP-II segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 u 8 a 11, que
reconoce especificamente dicha proteina.

20. El anticuerpo segun la reivindicacién 19, que se caracteriza ademds porque bloquea la fijaciéon
de TNF a células U937 y K562.

21. El anticuerpo segun la reivindicacién 19 o 20, caracterizado ademés porque no bloquea la fi-
jacion de TNF a células HeLa y MCF7.

22. El anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, que es un anticuerpo policlonal.

23. El anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, que es un anticuerpo mono-
clonal.

24. El anticuerpo monoclonal segin la reivindicacién 23, producido a partir de un hibridoma formado
por fusién de células de mieloma con células de bazo y/o linfocitos de ratones previamente inmunizados
con TBP-II.

25. El anticuerpo monoclonal segin la reivindicacién 24, producido a partir de hibridoma TBP-II
13-12 (CNCM 1-929).

26. El anticuerpo monoclonal segin la reivindicacién 24, producido a partir de hibridoma TBP-II
70-2 (CNCM 1-928).

27. Una composiciéon farmacéutica que contiene un anticuerpo segin una cualquiera de las reivindi-
caciones 19 a 26, o sus fragmentos F(ab) o sales, derivados funcionales o fracciones activas del anticuerpo
o de sus fragmentos junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

28. La composicién farmacéutica segin la reivindicacién 27, para uso en el bloqueo de la fijacién de
TNF a, y la inhibicién de su efecto sobre, las células.

29. La composicién farmacéutica segun la reivindicacidon 28, para uso en el tratamiento de proce-
sos en que se han de antagonizar los efectos de TNF, ya sea formado enddégenamente o administrado

exbgenamente.

30. La composicién farmacéutica segun la reivindicacién 27, para uso en la simulacion de los efectos
beneficiosos de TNF sobre las células.
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31. La composicién farmacéutica segin la reivindicacién 27, para uso en la simulacién del efecto
citotéxico de TNF.

32. Un inmunoensayo in vitro para TBP-II en fluidos corporales, caracterizado por medir su inte-
raccién con un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 26.

33. La TBP-II segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 u 8 a 11, para uso en ensayos de
diagnostico para medir los niveles de anticuerpos frente a TBP-II producidos endégenamente en sueros
de pacientes ante diversas enfermedades, preferiblemente ante enfermedades autoinmunes.

34. Un método para la purificacién de TBP-II humana utilizando un anticuerpo adecuado segiun una
cualquiera de las reivindicaciones 19 a 26, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) copular dicho anticuerpo a una resina adecuada para construir una columna de inmunoafinidad;

(b

cargar una solucién que contiene dicha proteina en dicha columna de inmunoafinidad;

(d
(e

)
(¢) separar por lavado las proteinas no fijadas, utilizando un tampén lavador adecuado;
) eluir la TBP-II fijada utilizando un eluyente adecuado; y

)

recoger la fraccion enriquecida de dicha TBP-II

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE)
y a la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la
aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningin efecto en Espainia en
la medida en que confieran proteccién a productos quimicos y farmacéuticos como
tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
reserva.
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