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DESCRIPCION

Utilizacién de la glucosa-6-fosfato isomerasa y de sus anticuerpos para el diagnéstico y la terapia de la artritis, y
el ensayo de compuestos antiartriticos.

La presente invencidn se refiere a la utilizacién de anticuerpos contra la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa para
el diagnéstico de la artritis y a la utilizacién de dicha proteina para el tratamiento de la artritis.

La artritis reumatoidea (RA) es un trastorno autoinmune incapacitante y frecuente (Feldmann et al., 1996). Es una
enfermedad crénica y progresiva de las articulaciones, caracterizada por la invasion leucocitaria de la cubierta sinovial
y la hiperplasia de los sinoviocitos residentes. La superproduccién que sigue de las citoquinas y de otros mediadores
solubles da lugar a la destruccién del cartilago, a la erosién ésea y a la remodelacién anarquica de las estructuras
articulares. La etiologia y la patogénesis de la RA siguen siendo polémicas. No se sabe si la enfermedad se inicia
por una reaccién inflamatoria moderada a un antigeno microbiano (Ag), a una respuesta autoinmune inapropiada a
un constituyente propio, o a ambas. Se ha postulado y discutido un papel importante para las células T (Panayi et
al., 1992), las células B (Zvaifler, 1973), y otros leucocitos tales como las células dendriticas, los macréfagos y los
neutrdfilos (Thomas y Lipsky, 1996). La falta de consenso refleja en gran parte dos factores. La RA es un sindrome
heterogéneo, en el que pacientes distintos muestran ampliamente edades diferentes de inicio, curso de la enfermedad,
perfiles genéticos y respuestas a la intervencion terapéutica. Ademads, ha existido escasez de modelos de la RA de
animales pequefios, particularmente de los que sucumben espontdneamente a la enfermedad.

Recientemente, los presentes inventores generaron un nuevo modelo de artritis de ratén transgénico que desarrolla
espontdneamente una enfermedad con muchas de las caracteristicas de la artritis reumatoidea humana ((Kouskoff ez al.,
1996), patente US n° 5.675.060). Todos los ratones transgénicos (tg) con células KRN T receptoras en los progenitores
genéticos C57B1/6xNOD (que se abrevian en la presente memoria en adelante como ratones K/BxN) desarrollaron
un trastorno articular, que se inicié entre las tres y cuatro semanas de edad y que evolucion6 rdpidamente hasta que
la movilidad del animal se vio gravemente comprometida; como en los pacientes, la enfermedad es crénica, progre-
siva simétrica y presenta una gradacién entre leve y severa. La enfermedad murina muestra todas las caracteristicas
histoldgicas importantes de la humana: invasién de leucocitos, sinovitis, formacién de tejido de granulacién sinovial,
destruccion del cartilago y del hueso, remodelacién andrquica. El modelo de ratén, como los pacientes, muestra varias
anormalidades inmunolégicas, que incluyen la hiperactividad de las células B que se manifiesta como un aumento en
el ndmero de células B, hipergammaglobulinemia y produccién de auto-anticuerpos.

En los ratones K/BxN se inicia la enfermedad por el reconocimiento mediante reaccion cruzada de las moléculas
A% NOD-derivadas del Complejo Principal de Histocompatibilidad por KRN TCR. Asi, en los animales K/BxN, se
genera una situacion de autoreactividad sistémica, que explica como se desarrolla la enfermedad autoinmune especifica
de las articulaciones en presencia de dicha autoreactividad. Se informa anteriormente de que los linfocitos T son
necesarios para el desarrollo de la artritis, y que el bloqueo de linfocitos T evita la enfermedad, aunque parecen
prescindibles en los estadios mas avanzados de la enfermedad. Los linfocitos B son asimismo criticos (Kouskoff et al.,
1996).

En la presente invencidn, se descubre que las células B son necesarias para la artritis espontdnea, porque producen
inmunoglobulinas patogénicas dirigidas contra una diana que se identifica como glucosa-6-fosfato isomerasa (EC
5.3.1.9). Se muestra que la glucosa-6-fosfato isomerasa recombinante puede utilizarse como ensayo diagnéstico de la
artritis murina, y adsorber inmunoglobulinas patogénicas.

En modelos animales, se ha informado previamente de autoanticuerpos en situaciones de artritis inducida, cuando
la enfermedad es inducida por inmunizacién con componentes del cartilago, tales como el coldgeno de tipo II. No se
ha encontrado previamente que los anticuerpos contra las proteinas que se expresan ubicuamente sean artritogénicos.

Los autoanticuerpos se encuentran asimismo en el suero de los pacientes RA, y tienen algtn valor diagndstico. El
factor reumatoide (RF; Ab contra la porcién Fc de IgG) se ha considerado como una caracteristica de esta enfermedad;
sin embargo, no se encuentra en aproximadamente el 30% de los pacientes RA y se encuentra en los individuos con
otras enfermedades autoinmunes (Mannik, 1992; Rudolphi et al., 1997) o en situacidn de estimulacién inmune crénica.
Abs contra el cartilago o los componentes epidérmicos se han detectado asimismo en los pacientes RA, dirigidos contra
el coldgeno de tipo II (cIl) o la filagrina, por ejemplo, pero, otra vez, éstos muestran generalmente una correlacién
limitada con los pardmetros de la enfermedad (Rudolphi et al., 1997; Claque y Moore, 1984; Sebbag et al., 1995).
Conrad, U et al (Biochem. Genet., 1987, 25 (2-10), 739-54), describe anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
GPL

La presente invencidn se refiere a anticuerpos contra la glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI).

Dichos anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales y las tecnologias utilizadas para su preparacién son
conocidas por el experto en la materia.

La invencidn se refiere asimismo a la utilizacién de la proteina GPI y de sus anticuerpos para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de la artritis y para el diagndstico in vitro de la artritis.
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Los anticuerpos segun la invencién son distintos de los anticuerpos artitrogénicos que se describen en la técnica
anterior, que se dirigen contra los componentes del cartilago tales como un coldgeno de tipo II. Los anticuerpos de la
presente invencidn se dirigen principalmente contra proteinas, que se expresan en muchos tejidos no articulares, pero
que se liberan en el suero.

Otra forma de realizacién de la presente invencion se refiere a un procedimiento para el diagnéstico de la artritis,
que comprende la deteccién de autoanticuerpos contra la proteina GPI en la muestra del plasma o del suero de un
paciente.

El procedimiento para ensayar la presencia o la cantidad de anticuerpos contra la proteina GPI que se encuentra en
una muestra comprende la unién de dichas proteinas a los anticuerpos en la muestra y la deteccién de los anticuerpos
unidos a dichas proteinas.

Los procedimientos para la deteccién de anticuerpos en el plasma o suero son bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, los ensayos ELISA o RIA. Es posible utilizar un substrato revestido con GPI, por ejemplo, una placa de
ensayo, y detectar entonces la presencia de anticuerpos fijados a dicha GPI con anticuerpos marcados adecuados. Entre
los marcadores, los que son preferidos son isétopos radioactivos, compuestos que contienen un isétopo, enzimas, en
particular las enzimas que son susceptibles a reaccionar con cromégenos, fluorigenos o luminiscentes (por ejemplo,
una peroxidasa o una fosfatasa alcalina), cromé6foros, compuestos cromégenos, fluorigenos o luminiscentes, andlogos
bdsicos y ligandos, tales como la biotina.

Segtn la presente invencion, la proteina GIP puede ser la misma proteina natural, la proteina recombinante, la
proteina sintética o sélo el epitopo recombinante de dicha proteina. Asi, la presente invencion se refiere asimismo
a un equipo para llevar a cabo el diagnéstico de los anticuerpos contra la proteina GPI, que comprende un agente
diagnéstico constituido por una proteina que es GPI, o un epitopo suyo, capaz de interaccionar con un autoanticuerpo
del plasma o del suero, y un segundo anticuerpo capaz de unirse a dicho autoanticuerpo, marcandose dicho segundo
anticuerpo para la deteccion.

En otra forma de realizacidn, la presente invencién se refiere a la utilizacién de la proteina GPI, que es capaz de
interaccionar con autoanticuerpos para inhibir o eliminar dichos autoanticuerpos, para tratar o prevenir la artritis.

La invencidn se refiere asimismo a la expresion de la proteina GPI in vivo, utilizando un vector que comprende
elementos suficientes para expresar in vivo dicha GPI. Dicho vector puede ser de origen virico, puede ser un pldsmido
o puede ser puramente sintético o ADN desnudo, tal como se describe en la tecnologia VICAL. La expresion de
dichas proteinas proporcionard proteina GPI para adsorber anticuerpos artritogénicos (véanse los ejemplos de dicha
especificacion).

La eficacia de las composiciones anti-artriticas potenciales puede evaluarse determinando el efecto de las compo-
siciones sobre la artritis inducida en ratones normales mediante la inyeccidn de suero de los ratones K/BxN, o de las
inmunoglobulinas de que se derivan de éstos, o de los anticuerpos anti-GPI. Las composiciones asi evaluadas incluyen,
pero no se limitan a: compuestos quimicos, compuestos bioldgicos tales como anticuerpos, polipéptidos, agentes anti-
inflamatorios, hormonas, tolerigenos, que inhiben la unién de anticuerpos anti-GPI a sus dianas, o las consecuencias
patoldgicas de esta unién.

Esto puede llevarse a cabo: i) administrando una dosis conocida de suero artritogénico o inmunoglobulinas a
un primer ratén no artritico, recibiendo asimismo dicho animal la composicién artritogénica que va a ensayarse,
administrada antes, conjuntamente con, o después del suero artritogénico o de las inmunoglobulinas; ii) detectando el
curso de la inflamacién a lo largo del tiempo y la destruccién articular en dicho primer ratén; e iii) comparando el curso
de la inflamacién a lo largo del tiempo y la destruccion articular en dicho primer ratén, con el curso de la inflamacién
a lo largo del tiempo y la destruccion articular en un segundo ratén del mismo genotipo que reciba el mismo suero
artritogénico o las mismas inmunoglobulinas, pero que no ha sido expuesto a dicha composicién anti-artritica.

Otra posibilidad para la etapa ii) es detectar el grado de inflamacion, la destruccién de las articulaciones y la defor-
macién de los miembros en dicho primer raton; y para la etapa iii) comparar el grado de inflamacién, la destruccién
de las articulaciones y la deformacién de los miembros en un segundo ratén del mismo genotipo que recibe el mismo
suero artritogénico o las mismas inmunoglobulinas, pero que no se ha expuesto a dicha composicién anti-artritica.

En este procedimiento, las inmunoglobulinas artritogénicas pueden ser anticuerpos monoclonales o sus combina-
ciones, especialmente los anticuerpos que se describen a continuacion.

Asimismo, es posible ensayar moléculas que sean capaces de modular la produccion de GPI para tratar la artritis,
pudiendo ser dichas moléculas, por ejemplo, anticuerpos que no son patogénicos.

Asimismo, es posible utilizar superficies revestidas con la proteina GPI para el tratamiento del suero en un circuito
extracorpérea para eliminar las cantidades de anticuerpos patolégicos.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento para aislar anticuerpos monoclonales capaces de trans-
ferir la artritis, que comprende las etapas siguientes:
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a) preparar hibridomas a partir de linfocitos de esplenocitos de mamiferos artriticos, preferentemente a partir
de esplenocitos K/BxN del ratén,

b) seleccionar dichos hibridomas en condiciones de dilucién limitada en un medio HAT,
c¢) rastrear hibridomas que produzcan anticuerpos dirigidos contra la proteina GPI en un ensayo ELISA,
d) expansién y clonacién de los hibridomas seleccionados en la etapa c),

e) ensayo de dichos anticuerpos producidos por hibridomas seleccionados en la etapa d), en combinacién o
solos, respecto a su capacidad para transferir la artritis.

El ensayo de la etapa e) puede obtenerse i):administrando una dosis conocida de dichos anticuerpos a un ratén
normal; ii) detectando el comienzo de la destruccion de las articulaciones y la deformacién de los miembros por
inflamacién en dicho ratén.

Debe entenderse que las etapas del procedimiento anteriores pueden alcanzarse con procedimientos bien conocidos
que pertenecen a la técnica, y que no estdn limitadas a ningln procedimiento en particular.

Por tanto, la invencién se refiere a anticuerpos monoclonales que pueden obtenerse mediante dicho procedimiento
y y a progenies de hibridomas que produzcan dichos anticuerpos. Entre los anticuerpos que se muestran en el ejemplo
5, se prefieren los anticuerpos 2.99 'y 6.121 (véase la figura 9 a continuacion). Estos anticuerpos pueden utilizarse hasta
los mismos extremos que el suero o las inmunoglobulinas anti-GPI que se han descrito anteriormente.

Algunas caracteristicas y ventajas adicionales de la presente invencién se pondrdn de manifiesto a partir de los
ejemplos siguientes, que se explicardn haciendo referencia a las figuras, en las que,

Figura 1
El Suero de ratones K/BxN puede transferir la artritis

A: Patas de ratones normales a los que se inyectd 72 horas antes con 150 ul de suero de un ratén artritico K/BxN,
o0 a partir de una camada no artritica de control (ctl). Se aprecia que la inflamacién y el enrojecimiento en el ratén
inyectado con el suero artritico. La artritis puede objetivarse mediante mediciones del espesor del tobillo o de la
evaluacién del indice clinico (cuadros a la derecha); la clasificacion clinica se define como: 0, normal; 1, dudoso; 2,
dos patas afectadas; 3, tres patas afectadas; 4, todos los miembros afectados.

B: La patologia inducida por la transferencia de suero se encuentra en todos los receptores, sean o no transgénicos,
pero es mds intensa en los receptores que poseen células T autorreactivas pero que no pueden desarrollar la artritis por
falta de las células B (K/BxN-uM®?)

C: Disminucién de la artritis, considerada como indice clinico, después de un corto tiempo de administracion del
suero K/BxN (puntos abiertos), pero persistencia después de inyecciones repetidas (puntos negros).

D: Actividad artritogénica de la fraccién IgG del suero. Cuadro izquierdo: ratones RAG®° se inyectaron con can-
tidades similares (relativas a los volimenes de inicio) de suero de ratones artriticos K/BxN (estrellas), eluyéndose
la fraccién o el flujo a su través (cruzamientos) a partir de una columna de proteina G (circulos cerrados). Cuadro
derecho; el doble de la cantidad de IgG de las camadas tg no TCR fue incapaz de inducir la artritis.

Figura 2
Suero de ratones K/BxN pueden transferir la artritis

Cortes de la rodilla de un ratén tipico K/BxN (a la izquierda) o de un ratén normal 10 dias después de dos inyec-
ciones de 200 ul de suero de un animal artritico K/BxN (a la derecha). Se aprecia en ambos casos el engrosamiento
de la cubierta sinovial, la infiltracion inflamatoria masiva subyacente, que se extiende sobre el cartilago y comienza su
destruccidn, y la presencia de células polimorfonucleares en la cavidad articular. Tincién con hematoxilina y eosina
(H+E), Aumento del objetivo de 10x.
Figura 3
Una proteina de 60 kD es la diana mds importante de los autoanticuerpos K/BxN

Los extractos de proteinas totales (extraccion NP-40) del tobillo (A), bazo (S) o rifién (K) se procesaron sobre

SDS-PAGE, se transfirieron mediante electrotransferencia, y se sondearon con suero procedente de un ratén artritico
K/BxN o de una camada de control. Se indica la posicién de la banda prominente de 60 kD. kD.
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Figura 4
La proteina de 60 kD diana del suero K/BxN es la glucosa-6-fosfato isomerasa

La proteina de 60 kD de los extractos renales se inmunopurificé sobre inmunoadsorbentes preparados con in-
munoglobulinas K/BxN. Después de digestion con tripsina, los péptidos se purificaron mediante HPLC, y varios se
secuenciaron mediante la degradacién de Edman automatizada. Las tres secuencias peptidicas obtenidas pertenecen a
la glucosa-6-fosfato isomerasa, y estan subrayadas. Para confirmar a continuacién esta identificacion, se determind el
peso molecular de un cuarto péptido mediante espectrometria de masas, y coincide perfectamente con la masa de un
fragmento triptico de GPI (subrayado ondulado).

Figura 5
Suero artritico se une a la GPI recombinante

Se llev6 a cabo una transferencia Western como en la Figura 3, excepto en que la proteina que se cargd fue GPI
recombinante producida en E. coli (como una proteina de fusién con GST). Las transferencias (borrones) se sondearon
con el suero procedente de un K/BxN artritico o de un ratén de control.

Figura 6
El ensayo ELISA detecta anticuerpos anti-GPI en los sueros de ratones artriticos, pero no en los controles

En este inmunoensayo enzimético, la GPI recombinante, producida como anteriormente, se utilizé para revestir

los pocillos de las placas ELISA. Estas se utilizaron para ensayar la IgG anti-GPI en los sueros de los ratones ar-
triticos o de control. Los valores que se muestran en la presente memoria se obtuvieron con diluciones séricas de
1/16.000, pero se pudieron obtener sefiales positivas todavia con diluciones tales como de 1/1.000.000. El tnico ratén
artritico negativo en el ensayo fue un animal que se convirtié en artritico el dia en el que se habia tomado la muestra
sérica.

Figura 7
Suero de ratones K/BxN puede transferir la artritis

A: la GPI recombinante, o la proteina recombinante de control -GST sola-, producida como anteriormente, se
unié a un soporte sélido, y se utilizé como un inmunoadsorbente para eliminar anticuerpos anti-GPI a partir del
suero K/BxN. Toda la IgG anti-GPI se encontraba en la fraccién unida, tal como se esperaba. La capacidad para
transferir la artritis se encontré solamente en la fraccién unida, y se eliminé de la fraccién que fluia a través de la
columna.

B: Un experimento representativo, en el que los ratones normales se inyectaron con varias fracciones del esquema
de purificacién que se muestra en A. LA artritis se evalud y se clasificé como anteriormente.

Figura 8

La transferencia del suero K/BxN puede servir de ensayo del potencial terapéutico de un tratamiento con anticuerpos
monoclonales

Ratones inocentes de 4 semanas de edad de la cepa C57B1/6 se inyectaron con 200 ul de un suero comun de
ratones K/BxN en los dias 0 y 3. A los ratones se les inyecté asimismo con el anticuerpo de prueba BBS5.1, que
bloquea el factor C5 de complemento, en los dias -2, -1, +1, +5 y +8, o con sélo un vehiculo, El inicio de la artritis
fue seguido por la medicidn del grosor del tobillo en los dias siguientes. Los ratones tratados con los anticuerpos
monoclonales quedaron protegidos de la artritis, mientras que a los que se inyectd con sélo el vehiculo presentaron la
enfermedad.

Figura 9
Los anticuerpos monoclonales anti-GPI inducen la artritis cuando se inyectan conjuntamente en los ratones inocentes

Ratones inocentes de 4 semanas de edad de la cepa Balb/c se inyectaron con 1 ml de IgG purificada de los mAbs
6.121 y 2.99 anti-GPI disueltos en soluciéon tamponada salina, o con 1 mg de cada uno de ellos, en los dias 0 y 3.
El inicio de la artritis fue seguido por la medicién del grosor del tobillo en los dias siguientes. Los ratones trata-
dos con los dos anticuerpos monoclonales en combinacién, mostraron artritis, pero no asi los inyectados con mAb
sélo.
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Ejemplo 1
Inmunoglobulinas median la artritis KRN

Se mostrd ((Kouskoff et al., 1996), patente US n° 5.675.060) que los ratones que transportan todos los elementos
genéticos necesarios para que aparezca la artritis KRN, pero son deficientes en linfocitos B, estdn libres de la en-
fermedad. Para explorar la posibilidad de que el desarrollo de la artritis en el modelo KRN dependa criticamente de
un producto particular de las células B, se trata de provocar la enfermedad en los ratones no artriticos transfiriendo
suero de los ratones K/BxN. Aparecié una inflamacién grave de las articulaciones en los animales a los que se habia
inyectado con el suero de los donadores artriticos K/BxN, pero no en los que recibieron suero de los controles BxN
no artriticos (Fig 1A). La enfermedad podria haberse inducido con una cantidad tan pequefia como 100 ul de suero de
K/BxN, mostrando capacidad de reproduccion. Se provoc6é muy rapidamente, medida mediante la clasificacion clinica
o el grosor del tobillo, siendo evidente ya a los dos dias después de la inyeccion sérica. La artritis pudo obtenerse
después de inyectar suero procedente de los donantes artriticos en ratones normales, en huéspedes RAG®/° deficientes
en linfocitos, o en ratones K/BxN deficientes en células B (ratones K/BxN-uMT®) (Fig 1B). Estos resultados mues-
tran que los componentes séricos de los ratones K/BxN son suficientes para conferir la artritis, aunque la enfermedad
m4s agresiva que se apreci6 con los tltimos animales indica que las células T K/BxN juegan probablemente un papel
accesorio de potenciacién en la fase efectora.

La artritis provocada por la transferencia sérica presenta todas las caracteristicas histolégicas de la enfermedad en
los ratones K/BxN habituales, incluyendo la invasion de las células inflamatorias, la hiperplasia de los sinoviocitos, la
formacion del tejido sinovial de granulacién, y la destruccién del cartilago (Fig 2A y B).

La artritis inducida por la inyeccién sérica es transitoria. En los ratones que habian recibido un par tnico de inyec-
ciones, la inflamacién de las articulaciones empez6 a decrecer después de aproximadamente 15 dias (Fig 1C); después
de 30 dias, algunas de las articulaciones aparecian completamente normales, incluso en los animales que inicialmente
se habian mostrado totalmente artriticos. La fugacidad de la enfermedad pudo superarse mediante inyecciones repeti-
das del suero de los ratones artriticos (Fig 1C). Que esto fuera verdad incluso para los receptores RAG®/° sugiere que
la inestabilidad del compuesto sérico es la explicacion de la naturaleza transitoria de la enfermedad.

El factor sérico artritogénico es una inmunoglobulina (Ig) producida por las células B: después del fraccionamiento
del suero de los ratones K/BxN en componentes IgG y no IgG, sélo la fraccién IgG es capaz de provocar la artritis en
los huéspedes RAG®/* su potencia es similar a la del suero completo (respecto al volumen de inicio) (Fig 1D), como
son las caracteristicas histoldgicas de la enfermedad que indujo (datos no representados).

Ejemplo 2
Diana molecular de las inmunoglobulinas patogénicas

De esta manera, una Ig producida por los linfocitos B es clave para el desarrollo de la artritis en los ratones
K/BxN. Se intenta entonces definir sus dianas moleculares. Al principio, se podria haber imaginado que éstas podrian
ser anticuerpos dirigidos contra componentes especificos de la articulacion, generados de alguna forma por la inte-
raccion de las células transgénicas T reactivas contra la molécula Ag7 en la superficie de las células B; esto podria
prevenir la tolerancia normal de las células B respecto a los componentes propios, o inducir la estimulacién de las
células B policlonales y la sintesis de Ig reactiva contra componentes propios (quizds poliméricos). Encaramos el
asunto:

1) Mediante andlisis inmunohistoquimico de los ratones RAG*° después de transferir Ig de los ratones K/BxN.
Estos anélisis mostraron el depdsito de la Ig transferida no sélo en el tejido sinovial de la articulacién, sino también en
las membranas de revestimiento de muchos o otros érganos (bazo, rifién, higado, miisculo; datos que no se muestran).

2) Mediante andlisis de transferencia Western; se prepararon extractos proteicos enteros de la articulacion del
tobillo y de varios otros érganos de los ratones RAGY? (para evitar la presencia de Ig en el extracto), se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE), se sometieron a transferencia, y se sondearon
con suero de ratones K/BxN. La unién de Ig se revelé mediante sondeo con IgG anti-conejo conjugada con HRP.
Como se puede apreciar en la Fig 3, se pudo detectar una Unica banda proteica dominante en estas transferencias,
con PM de aproximadamente 60 kD. Esta banda se aprecié repetidamente cuando se utilizaron los sueros de diversos
ratones artriticos K/BxN, pero no con sueros procedentes de camadas no artriticas de control. Otras proteinas se
detectaron con algunos de los sueros, pero de forma inconsistente y siempre fueron mds débiles que la banda de
60 kD.

Se intentd entonces identificar esta proteina de 60 kD. Con este fin, la IgG de un amplio conjunto de sueros
K/BxN se purificé mediante cromatografia de afinidad en columnas de Proteina G. Esta Ig purificada (1,5 mg) se
unié covalentemente a Sepharosa activada por CNBr. Esta matriz se utiliz6 entonces como un inmunoadsorbente
sobre el cual se cargaron 50 mg de extracto NP-40 del rifién de ratones RAGO/0. La columna se lavé a fondo, y
las proteinas unidas se eluyeron a un pH acido. Se analizaron mediante SDS-PAGE y tincién Coomassie. Tal co-
mo se esperaba de los resultados descritos anteriormente, se aprecié una banda dominante de 60 kD. Esta banda
se extirpd, se sometié a digestion la proteina en la rebanada de gel mediante tripsina, tal como se describe en (Ro-
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senfeld et al, 1992) y los péptidos resultantes se resolvieron mediante HPLC de fase inversa. Se identificaron va-
rios péptidos. Tres de ellos se secuenciaron entonces mediante la degradacién de Edman automatizada en un ins-
trumento 470 A de Applied Biosystems. Las secuencias se compararon a las bases de datos publicas, utilizando el
programa BLAST en la base de datos Swissprot. Se encontré que los tres pertenecian a la proteina glucosa-6-fos-
fato isomerasa (aka fosfohexosa-isomerasa; EC 5.3.1.9; nimero P06745 de la base de datos Swissprot; nimero de
registro de la secuencia n® 1230741; que se abrevia en la presente memoria como GPI). Sus posiciones se mues-
tran en la Fig 4. Otro de los péptidos obtenido se encontré asimismo que pertenecia a GPI, basdndose en el andli-
sis de espectrometria de masas que coincidié exactamente con el peso molecular predicho a partir de la secuencia
(Fig 4).

El peso molecular de GPI (62636 kD) concuerda mucho con el PM de la diana del suero K/BxN predicho a partir
de las transferencias Western, atendiendo a la precisién de la estimacién del PM mediante PAGE.

GPI constituye una enzima esencial de la via glicolitica. Es una enzima que se expresa en esencialmente todos los
tejidos, tanto normales como tumorales, con algunas variaciones cuantitativas, desde los estadios mds tempranos de la
embriogénesis hasta el final en la vida de los animales (West et al., 1990; Hallbook et al., 1989; Warner et al., 1985).
Es normalmente una enzima citopldsmica, pero la GPI soluble puede encontrarse en el suero; se encuentra elevada en
los pacientes tumorales (6rganos varios), pero no de forma que haga de ella un marcador fidedigno (véase por ejemplo
(Neri et al., 1983; Schwemmer et al., 1985; Paulick et al., 1987; Gomm et al., 1988; Gurney et al., 1986)). GPI se
ha purificado asimismo independientemente como “Neuroleuquina”, “factor de maduracién”, o “Factor Autocrino de
Motilidad”, factores secretados de a menudo una potencia limitada como agente neurotréfico, o como agentes que
promueven la migracién celular o la diferenciacion de las células tumorales (Gurney et al., 1986; Faik et al., 1988;
Niinaka et al., 1998; Xu et al., 1996). Las deficiencias genéticas en GPI dan lugar a sindromes de anemia hemolitica
(véase por ejemplo (Kanno et al., 1996; Baronciani et al., 1996)).

Para confirmar que GPI es la proteina reconocida por las Ig que se encuentran en el suero K/BxN, producimos GPI
recombinante en E. coli. La secuencia codificante de la GPI murina se amplific6 mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa, y el producto se cloné en el pldsmido pGEx-4T-3 (Pharmacia). La proteina recombinante, un producto
de fusién con Glutatién-S-transferasa, se purificé mediante cromatografia de afinidad en una columna de Glutation-
Sepharosa 4B. El producto se caracterizé sobre SDS-PAGE, y mostr6 el tamaiio esperado (datos no representados). El
gel se someti6 a transferencia, y las tiras se sondearon con suero procedente de K/BxN o de controles de camadas no
transgénicas. Como puede apreciarse en la Fig 5, todos los sueros K/BxN reaccionaron intensamente, mientras que los
sueros de control fueron negativos, confirmando que la proteina GPI es la diana molecular de los anticuerpos anti-60
kD en el suero K/BxN.

La proteina recombinante se utiliz6 asimismo en los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) para detectar la reacti-
vidad a la GPI en los sueros de ratones K/BxN de distintas edades. Como se describié anteriormente (Kouskoff et al.,
1996), la artritis KRN aparece entre los 28 y 32 dias de edad. Como se muestra en la Fig 6, el ensayo detectd una reac-
tividad significativa superior a la anterior, hasta diluciones de 1/20.000, en sueros de los ratones K/BxN. No se aprecié
dicha reactividad en las camadas de control. El ensayo puede, por tanto, servir como un buen ensayo diagnéstico de la
artritis en estos ratones.

Ejemplo 3
Los anticuerpos anti-GPI son las inmunoglobulinas patogénicas

(Constituyen los anticuerpos anti-GPI todas las especificidades patogénicas del suero K/BxN, y puede su elimi-
nacién eliminar el potencial patogénico del suero? Para considerar esta cuestion, se unen 5 mg de GPI recombinante
o de la proteina GST de control, preparadas como se ha explicado anteriormente, con Sepharosa conjugada a CNBr.
Se aplicaron secuencialmente a estas columnas conjuntos de sueros de los ratones K/BxN. Las proteinas unidas se
eluyeron con pH 4cido, y se ensayaron mediante transferencia a ratones inocentes, junto con una alicuota del material
de inicio y de fracciones de flujo a su través. Como se aprecia en la Fig 7, toda la actividad artritogénica se encontr
en la fraccién unida a la columna conjugada a GPI, y ninguna de las correspondientes al flujo a su través, incluso las
dltimas, contenia la mayor parte de la in inmunoglobulina. Estos resultados demuestran que los anticuerpos anti-GPI
constituyen verdaderamente la Ig patogénica en el suero de los ratones artriticos K/BxN, y que pueden adsorberse con
la proteina GPI recombinante.

A partir de estos datos, se concluye que los anticuerpos anti-GPI producidos en los ratones transgénicos, provocan
artritis. Se descubrié (datos no publicados) que las células T que expresan el receptor KRN son estimuladas espe-
cificamente por células presentadoras de antigenos expuestas al antigeno GPI. Estas células T a su vez estimulan a
las células B que producen inmunoglobulinas anti-GPI, que internalizan efectivamente a GPI y reciben de esta forma
ayuda de las células T mds ficilmente que las células B no especificas (Lanzavecchia, 1985). Se propone, pues, que
las células T auto reactivas contra GPI o las proteinas relacionadas circulantes, que se encuentran en cantidades limi-
tadas en la circulacién y son pues incapaces de inducir una tolerancia que paralice el sistema inmune, podrian inducir
anticuerpos artritogénicos similares en condiciones humanas como RA.
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Ejemplo 4

La transferencia de suero desde los K/BxN artriticos ofrece un modelo en el que pueden ensayarse formulaciones
antiartriticas potenciales mediante administracién concomitante con el suero artritogénico o las inmunoglobulinas.

Como ejemplo, se probd la capacidad del anticuerpo monoclonal anti-c5 para interferir con la artritogénesis en
el modelo K/BxN. Se selecciond este reactivo a causa de la evidencia primaria que implica a los componentes del
complemento, y en particular a C5, en la generacion de lesiones articulares en otros modelos murinos de artritis y en
los pacientes RA humanos (Watson et al, 1987; Wang et al, 1995). Se inyecto a los ratones con suero artritogénico
procedente de ratones K/BxN, y al mismo tiempo que el anticuerpo monoclonal BBS5.1 anti-c5, conocido por bloquear
la actividad de C5 (Frei et al, 1987) Como puede apreciarse en la Fig 8, los ratones a los que se inyect6 el anticuerpo
monoclonal anti-c5, se protegieron de la enfermedad.

Ejemplo 5

Si las inmunoglobulinas que se encuentran en el suero de los ratones K/BxN pueden transferir la artritis, se podran
aislar asimismo anticuerpos (mAbs) que sean capaces asimismo de transferir la enfermedad a los receptores inocentes.
Esplenocitos procedentes de ratones K/BxN de 30 y 50 dias de edad se fusionaron segin los protocolos estandar
para la obtencién de hibridomas (St Groth y Scheidegger, 1980), selecciondndose los hibridomas en medio HAT,
en condiciones de dilucién limitante, en placas de 96 pocillos. Los hibridos se rastrearon respecto a la produccién
de inmunoglobulinas reactivas para GPI, ensayando los sobrenadantes de los cultivos en un ensayo ELISA con GPI
recombinante como un antigeno unido y una IgG antirratén como un reactivo de revelado. Se seleccionaron varios
pocillos positivos respecto a la expansion, clonando mediante dilucién limitante y ensayando la estabilidad de las
progenies de hibridoma. Se obtuvieron de este modo once progenies estables de hibridoma que producian IgG anti-
GPI (véase 1a Tabla 1 a continuacion)

TABLA 1

Anticuerpos monoclonales anti-GPI

Anticuerpo monoclonal Péptido reconocido Isotipo
1,8 277-312 IgGl, «
1,7 1-36 IgG1

1,11 47-82 IgGl1
1,24 24-59 IgG1,
2,99 conf. IgGl, «
2,56 300-335 IgG2b, «
2,67 277-312 IgG2b,
6,149 277-312 IgG1,
6,121 277-312 IgG1,
6,65 conf. 1gGl1, 24
6,96 277-312 IgGl1,

La capacidad de estos anticuerpos monoclonales para transferir la enfermedad, se ensayé mediante purificaciéon
Proteina-G de cantidades de mg de la IgG producida por estos hibridomas y la inyeccién intravenosa en receptores
Balb/c inocentes. Como puede apreciarse en la Figura 9, la inyeccién conjunta de la inmunoglobulina anti-GPI de
las células de hibridoma 6.121 y 2.99 provoc¢ artritis en los receptores, pero ninguno de los anticuerpos pudieron
inducir la enfermedad cuando se inyectaron solos. Entre estos anticuerpos, algunos actian, tales como el 2.99 y el
6.121, mientras que otros no lo hacen. Sin embargo, la etapa e) del procedimiento para aislar los anticuerpos capaces
de transferir la artritis segin la invencién, permite seleccionar los (anticuerpos) que actiian.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el diagndstico de la artritis, que comprende detectar en una muestra de plasma o suero de
un paciente, la presencia de autoanticuerpos contra la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI).

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, que comprende un ensayo ELISA de la muestra.
3. Procedimiento segtn las reivindicaciones 1 6 2, que comprende un ensayo RIA de la muestra.

4. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 3, que comprende la utilizacién de un substrato revestido con la
proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI).

5. Procedimiento segtin la reivindicacién 4, en el que la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) es una proteina
recombinante.

6. Utilizacién de la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) y sus anticuerpos para el diagndstico de la artritis
in vitro.

7. Procedimiento para producir un mamifero artritico no humano, en el que la artritis es inducida por la inyeccién
repetida de anticuerpos contra la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI).

8. Procedimiento para producir un ratén artritico, en el que la artritis es inducida por la inyeccién repetida de
anticuerpos contra la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) o del suero del ratén transgénico artritico K/BxN o
de sus fracciones.

9. Procedimiento para determinar el potencial antiartritico de una composicion, caracterizado por la evaluacién
del efecto de la administracion de dicha composicién sobre el proceso artritico del animal producido mediante el
procedimiento segun la reivindicacién 7 u 8.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 9, que comprende i) detectar el curso temporal de la inflamacién y
la destruccién de las articulaciones en un ratén no artritico, al que se le administré una dosis conocida de suero
artritogénico o de inmunoglobulinas y que recibié asimismo la composicién anti-artritica, para ser ensayado antes,
junto con o después del suero artritogénico o de la inmunoglobulina; e ii) comparar el curso temporal de la inflamacién
y la destruccién de las articulaciones en dicho primer ratén con el curso temporal de la inflamacién y la destruccién
de las articulaciones en un segundo ratén del mismo genotipo que recibié el mismo suero artritogénico o las mismas
inmunoglobulinas, pero que no se expuso a dicha composicién anti-artritica.

11. Procedimiento segin la reivindicacién 9, que comprende i) detectar el grado de inflamacién, la destruccién
de las articulaciones y la deformacién de los miembros en un primer ratén no artritico, al que se le administré una
dosis conocida de suero artritogénico o de inmunoglobulinas que recibié asimismo la composicién anti-artritica, para
ser ensayado antes, junto con o después del suero artritogénico o de la inmunoglobulina; e ii) comparar el grado de
inflamacidn, la destruccion de las articulaciones y la deformacién de los miembros en un segundo ratén del mismo
genotipo que recibié el mismo suero artritogénico o las mismas inmunoglobulinas, pero que no se expuso a dicha
composicion anti-artritica.

12. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que las inmunoglobulinas artritogénicas
son anticuerpos monoclonales o sus combinaciones.

13. Utilizacién de un kit que comprende por lo menos una proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) o un frag-
mento de la misma, que comprende un epitopo inmunoestimulatorio para el diagndstico in vitro de la artritis.

14. Procedimiento para aislar anticuerpos monoclonales capaces de transferir la artritis, que comprende las etapas
que consisten en:

a) preparar hibridomas a partir de linfocitos de esplenocitos de mamiferos artriticos,
b) seleccionar dichos hibridomas en condiciones de dilucién limitada en un medio HAT,

¢) rastrear hibridomas que produzcan anticuerpos dirigidos contra la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa
(GPI) en un ensayo ELISA,

d) expansién y clonacién de los hibridomas seleccionados en la etapa c),
e) ensayo de dichos anticuerpos producidos por los hibridomas seleccionados en la etapa d), en combinacién
o solos, respecto a su capacidad para transferir la artritis, en el que la etapa e) se consigue detectando el

inicio de la destruccién de las articulaciones y la deformacién de los miembros por la inflamacion en el
ratén normal al que se administré una dosis conocida de dichos anticuerpos.

11
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15. Procedimiento segtn la reivindicacion 14, en el que los hibridomas se preparan a partir de los esplenocitos de
ratones K/BxN.

16. Composicién capaz de transferir la artritis en un animal, caracterizada porque comprende una combinacién
5 de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI).

17. Utilizacién de una composicién segin la reivindicacién 16, para transferir la artritis en animales de ensayo no
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