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DESCRIPCION

Factor-gamma de necrosis tumoral.

Esta invencioén se refiere a polinucleétidos recientemente identificados, a polipéptidos codificados por tales poli-
nucleétidos, y al uso de tales polinucledtidos y polipéptidos, asi como a la produccién de tales polinucledtidos y tales
polipéptidos. Mds particularmente, el polipéptido de la presente invencion ha sido identificado como un nuevo miem-
bro de la familia de los factores de la necrosis tumoral y se denomina en lo sucesivo “TNF-gamma”. La invencion se
refiere también a la inhibicion de la accién de tales polipéptidos.

Los factores de la necrosis tumoral humana, @ (TNF-a) y 8 (TNF-8 6 linfotoxina), son miembros relacionados
de una amplia clase de mediadores polipeptidicos, que incluye los interferones, las interleuquinas y los factores de
crecimiento, que se denominan colectivamente citoquinas (Beutler, B. y Cerami, A., Annu. Rev. Immunol., 7:625-655
(1989)).

El factor de la necrosis tumoral (TNF-a y TNF-3) fue descubierto originalmente como resultado de su actividad
anti-tumoral; sin embargo, actualmente es reconocido como una citoquina pleiotrépica que desempeiia papeles im-
portantes en la regulacién de la inmunidad y en la inflamacién. Hasta la fecha, existen ocho miembros conocidos de
la familia de las citoquinas relacionada con el TNF, TNF-«, TNF-g (linfotoxina-«@), LT-g, y ligandos para los recep-
tores Fas, CD30, CD27, CD40 y 4-1BB. Estas proteinas han conservado secuencias del extremo carboxilo terminal
y secuencias variables del extremo amino terminal que se usan frecuentemente como anclajes de membrana, con la
excepcion del TNF-S. El TNF-a y el TNF-S, ambos, actian como homotrimeros cuando se fijan a receptores del
TNF.

El TNF es producido por diversos tipos de células, incluyendo monocitos, fibroblastos, células T, células mor-
tiferas (NK) naturales y, predominantemente, por macréfagos activados. Se ha indicado que el TNF-a desempeiia
un papel importante en la necrosis rdpida de tumores, la inmunoestimulacién, las enfermedades autoinmunitarias, el
rechazo de injertos, la resistencia a pardsitos, la produccion de una respuesta antiviral, el choque séptico, la regu-
lacién del crecimiento, los efectos del endotelio vascular y los efectos metabélicos. E1 TNF-a desencadena el que
las células endoteliales secreten diversos factores, con inclusién de PAI-1, IL-1, GM-CSF e IL-6, favoreciendo la
proliferacion celular. Ademas, el TNF-a regula, en aumento, diversas moléculas de adhesion celular tales como Se-
lectina E, ICAM-1 y VCAM-1. Se ha indicado también que el TNF-a y el ligando de Fas inducen la muerte celular
programada.

La primera etapa de la induccién de las diversas respuestas celulares que ocurren con mediacién del TNF o la
LT, es su unién a receptores especificos de la superficie celular. Dos diferentes receptores del TNF de aproxima-
damente 55 KDa (TNF-R1) y de 75 KDa (TNF-R2) han sido identificados (Hohman, H. P. et al., J. Biol. Chem.,
264:14927-14934 (1989)), y han sido aislados y caracterizados cDNAs del hombre y del ratén que corresponden
a ambos tipos de receptores (Loetscher, H. er al., Cell, 61:351 (1990)). Ambos TNF-Rs comparten la estructu-
ra tipica de los receptores de la superficie celular incluyendo las regiones extracelular, transmembranal e intra-
celular.

El polipéptido de la presente invencion ha sido identificado como un miembro nuevo de la familia del TNF basan-
dose en semejanzas estructurales, de homologia de la secuencia de aminoécidos y de funcionalidad; por ejemplo, el
TNF-gamma es una proteina pro-inflamatoria.

Segtin un aspecto de la presente invencion, se proporciona un nuevo polipéptido maduro que es el TNF-gam-
ma. Ademads, se describen en esta memoria fragmentos, andlogos y derivados del mismo, biolégicamente activos,
utiles desde el punto de vista del diagndstico o terapéutico. El polipéptido de la presente invencién es de origen
humano.

Segin otro aspecto de la presente invencidn, se proporcionan moléculas aisladas de 4cidos nucleicos que codifican
el TNF-gamma humano, incluyendo mRNAs, DNAs, cDNAs, y DNAs genémicos. Ademds se describen en esta
memoria andlogos y fragmentos y sus derivados bioldgicamente activos y ttiles desde el punto de vista del diagndstico
o terapéutico.

Segtin todavia otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona un procedimiento para producir tal polipéptido
mediante técnicas recombinantes, que comprende cultivar células huésped procaridticas y/o eucaridticas recombinan-
tes, que contienen una secuencia de acidos nucleicos del TNF-gamma humano, en condiciones que favorecen la
expresion de dicha proteina y la recuperacion subsiguiente de dicha proteina.

Segtin todavia otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para utilizar tal polipéptido,
o polinucleétido que codifica tal polipéptido, para seleccionar agonistas y antagonistas, y con fines terapéuticos, por
ejemplo, curacién de heridas, inhibicion de la proliferacion de tumores, proporcionar resistencia a pardasitos, bacterias
y virus, inducir actividades inflamatorias, inducir la proliferacién de células endoteliales y ciertas células hematopo-
yéticas, tratamiento de las restenosis y evitar ciertas enfermedades autoinmunitarias.
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Segtin todavia otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan también sondas de dcidos nucleicos que
comprenden moléculas de 4cidos nucleicos de longitud suficiente para hibridarse especificamente con secuencias del
TNF-gamma humano.

Se describen agonistas del TNF-gamma que imitan al TNF-gamma y se unen a los receptores del TNF-gamma
provocando respuestas del tipo del TNF-gamma.

Segtin todavia otro aspecto de la presente invencidn, se proporcionan antagonistas para tales polipéptidos, que
pueden ser utilizados para inhibir la accién de tales polipéptidos, por ejemplo, evitar el choque séptico, la inflamacion,
la malaria cerebral, la activacion del virus HIV, el rechazo de injertos, la resorcién ésea y la caquexia.

Segtin todavia otro aspecto de la presente invencidn, se proporcionan ensayos diagndsticos para detectar enfer-
medades relacionadas con la sub-expresion y la sobre-expresion del polipéptido del TNF-gamma y de secuencias de
acidos nucleicos que codifican tal polipéptido.

Estos y otros aspectos de la presente invencién deben ser evidentes para los expertos en la técnica, teniendo en
cuenta las ensefianzas que aqui figuran.

Los dibujos que siguen son ilustrativos de realizaciones de la invencién y no significan limitar el alcance de la
invencion, tal como incluyen las reivindicaciones.

La Figura 1 ilustra el cDNA vy la correspondiente secuencia de aminoacidos deducida, del polipéptido de la presente
invencién. Los 25 aminodcidos iniciales (subrayados) son la secuencia lider putativa. Se emplean las abreviaturas
estandar de una letra para los aminodcidos.

La Figura 2 ilustra la alineacién de la secuencia de aminoacidos entre el TNF-gamma y otros miembros de la
familia del TNF. El TNF-gamma contiene los restos de aminodcidos conservados de la familia del TNF como indican
las zonas sombreadas

La Figura 3A es un andlisis de transferencia de RNA que muestra los tejidos humanos en que se expresa el TNF-
gamma. El RNA procedente de los tejidos indicados fue sondado utilizando como sonda cDNA del TNF-gamma
marcado. El mRNA del TNF-gamma existe predominantemente en el riiién ya que la Figura 3A manifiesta una ban-
da definida. Otras calles parecen mostrar una hibridacién fuerte; no obstante son, en realidad, manchas inespeci-
ficas.

La Figura 3B es un andlisis de transferencia de RNA que muestra que el TNF-gamma es expresado principalmente
en células HUVEC (células endoteliales de vena umbilical humana) que es la calle 9. La calle 6 y la calle 8 son manchas
inespecificas. E1 RNA procedente de las lineas celulares indicadas fue sondado utilizando como sonda cDNA del TNF-
gamma marcado. La calle 1 es CAMAI1 (cancer de mama); la calle 2 AN3CA (céancer uterino); la calle 3 SK.UT.1
(cancer uterino); la calle 4, MG63 (6steoblastoma); la calle 5, HOS (6steoblastoma); la calle 6, MCF7 (cancer de
mama); la calle 7, OVCAR-3 (cancer de ovario); la calle 8, CAOV-3 (cancer de ovario); la calle 9, HUVEC; la calle
10, AOSMIC (musculatura lisa); la calle 11, fibroblasto preprucial.

La Figura 4 es una fotografia de un gel después de someter a electroforesis TNF-gamma que habia sido producido
por expresion bacteriana y purificacion.

La Figura 5 es una fotografia de un gel después de expresién de TNF-gamma, en un sistema de baculovirus.

La Figura 6A es una fotografia de células WEHI 164 que estdn sin tratar (parte superior izquierda) y después de
exposicién a TNF-a, TNF-8 y TNF-gamma. Las células que tienen una morfologia no redondeada, alargada, han sido
lisadas. El TNF afiadido fue, aproximadamente, 0,5 ug/ml. Las fotografias fueron tomadas 72 horas después de la
adicién de TNF.

La Figura 6B ilustra la aptitud del TNF-gamma en comparacién con el TNF-a y el TNF-g, para inhibir el creci-
miento de las células WEHI 164.

La Figura 7 ilustra la aptitud del TNF-gamma, el TNF-« y el TNF-g, recombinantes, para inducir la muerte de las
células WEHI 164.

La Figura 8 ilustra la aptitud del TNF-a, el TNF- y el TNF-gamma recombinantes para inducir un cambio
morfolégico en células L929. El cambio morfolégico viene indicado por células redondeadas oscuras. Las célu-
las fueron tratadas con TNF recombinante producido en E. coli, en aproximadamente 0,5 ug/ml. Las fotografias
fueron tomadas 72 horas después de la adiciéon de TNF. El cambio morfoldgico indica que las células habian sido
matadas.

La Figura 9 es una ilustracion gréfica del efecto del TNF-gamma, el TNF-a y el TNF-S sobre células endoteliales
venosas. La proliferacioén celular después de tratar las células endoteliales venosas con TNF-a y TNF-8, de que se
dispone en el comercio, y TNF-gamma producido en E. coli, fue cuantificada usando un ensayo MTS.
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La Figura 10 es una fotografia de células HL60 con testigo, que muestra que las células HL60 estan diseminadas;
el TNF-a y el TNF-gamma inducen la adhesién celular y el contacto de célula a célula como viene ilustrado por las
células que se adhieren quedando juntas, en la parte inferior de la derecha.

La Figura 11 ilustra que el TNF-gamma no se fija de modo importante a dos receptores del TNF soluble conocidos,
el STNF RI (p55) y el sTNF RII (p/5).

Segtin un aspecto de la presente invencion, se proporciona un acido nucleico aislado (polinucleétido) que codifica
el polipéptido maduro que posee la secuencia de aminodcidos deducida, de la Figura 1, o el polipéptido maduro
codificado por el cDNA del clon depositado como Dep6sito de ATCC N° 75927 el 26 de Octubre de 1994.

El polinucledtido que codifica el polipéptido de la presente invencién puede ser obtenido a partir de rifién humano y
células endoteliales de vena umbilical. El polinucledtido de esta invencion fue descubierto en una biblioteca de cDNA
derivada de una célula endotelial de vena umbilical humana. Estd estructuralmente relacionado con la familia de los
TNF. Contiene un marco de lectura abierto que codifica una proteina de 174 restos de aminodcidos de los cuales los
primeros 25 restos de aminodcidos, aproximadamente, constituyen la secuencia lider putativa, por lo que la proteina
madura comprende 146 aminodcidos. La proteina pone de manifiesto el mdximo grado de homologia en el extremo
carboxilo terminal con el TNF-a del conejo, con 38% de identidad y 58% de semejanza sobre una extension de 111
aminodcidos. Las secuencias conservadas en todos los miembros de la familia de los TNF estdn conservadas también
en el TNF-gamma (véase la Figura 2). Las letras en negrilla indican restos de aminodcidos conservados. El mRNA
del TNF-gamma es expresado, especificamente, en células endoteliales de venas umbilicales humanas como muestra
el andlisis de transferencia de RNA de la Figura 3B.

El polinucledtido de la presente invencién puede estar en la forma de RNA o en la forma de DNA, cuyo DNA
incluye cDNA, DNA gendémico y DNA sintético. El DNA puede ser bicatenario o monocatenario, y si es monoca-
tenario puede ser la cadena codificadora o la cadena no codificadora (anti-sentido). La secuencia codificadora que
codifica el polipéptido maduro puede ser idéntica a la cadena codificadora indicada en la Figura 1 o la del clon deposi-
tado, o puede ser una secuencia codificadora diferente, cuya secuencia codificadora, como resultado de la redundancia
o degeneracion del cédigo genético, codifica el mismo polipéptido maduro que el DNA de la Figura 1 o el cDNA
depositado.

El polinucleétido que codifica el polipéptido maduro de la Figura 1 o el polipéptido maduro codificado por el
cDNA depositado, puede incluir, aun cuando no se limita a ello: solamente la secuencia codificadora para el polipép-
tido maduro; la secuencia codificadora para el polipéptido maduro y una secuencia codificadora adicional tal como
una secuencia lider o secretora o una secuencia proproteinica; la secuencia codificadora del polipéptido maduro (y
opcionalmente una secuencia codificadora adicional) y una secuencia no codificadora, tal como secuencia de intrones
o secuencia no codificadora de 5° y/o 3’ de la secuencia codificadora para el polipéptido maduro.

Asi pues, la expresion “polinucledtido que codifica un polipéptido” engloba un polinucleétido que incluye sola-
mente la secuencia codificadora para el polipéptido y también un polinucleétido que incluye una secuencia adicional
codificadora y/o no codificadora.

Ademéds, se describen en esta memoria variantes de los polinucleétidos aqui descritos que codifican fragmentos,
analogos y derivados del polipéptido que tienen la secuencia de aminodcidos deducida, de la Figura 1 6 el polipéptido
codificado por el cDNA del clon depositado. La variante del polinucleétido puede ser una variante alélica natural del
polinucleétido o una variante no natural del polinucledétido.

Por tanto, la presente invencién incluye polinucleétidos que codifican el mismo polipéptido maduro que se indica
en la Figura 1 o el mismo polipéptido maduro codificado por el cDNA del clon depositado. Ademds, en esta memoria
se describen variantes de tales polinucledtidos cuyas variantes codifican un fragmento, derivados o andlogos del po-
lipéptido de la Figura 1 o el polipéptido codificado por el cDNA del clon depositado. Tales variantes de nucle6tidos
incluyen variantes por supresion, variantes por sustitucion y variantes de adicion o insercion.

Como se ha indicado anteriormente en esta memoria, el polinucleétido puede tener una secuencia codificadora que
es una variante alélica natural de la secuencia codificadora indicada en la Figura 1 o de la secuencia codificadora del
clon depositado. Como es sabido en la técnica, una variante alélica es una forma alternativa de una secuencia de un
polinucleétido que puede tener una sustitucidn, una supresién o una adicién de uno o mdas nucleétidos, que no alteran
sustancialmente la funcién del polipéptido codificado.

La presente invencién incluye también polinucleétidos en los que la secuencia codificadora del polipéptido maduro
puede estar fusionada en el mismo marco de lectura con una secuencia de un polinucledtido que ayuda en la expresién
y secrecion de un polipéptido desde una célula huésped. Por ejemplo, una secuencia lider que actia como secuencia
secretora para regular el transporte de un polipéptido desde la célula. El polipéptido que tiene una secuencia lider es
una preproteina y puede tener la secuencia lider segmentada por la célula huésped dando lugar a la forma madura
del polipéptido. Los polinucledtidos pueden codificar también una proproteina que es la proteina madura mas restos
adicionales de aminodcidos del extremo 5°. Una proteina madura que tiene una prosecuencia es una proproteina y es
una forma inactiva de la proteina. Una vez segmentada la prosecuencia, permanece una proteina madura activa.
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Asi pues, por ejemplo, el polinucleétido de la presente invencién puede codificar una proteina madura, o una
proteina que posee una prosecuencia o una proteina que tiene ambas, una prosecuencia y una presecuencia (secuencia
lider).

Los polinucleétidos de la presente invencién pueden tener, asimismo, la secuencia codificadora fusionada en el
marco de lectura con una secuencia marcadora que permite la purificacién del polipéptido de la presente invencion.
La secuencia marcadora puede ser una marca de hexahistidina suministrada por un vector pQE-9, proporcionado la
purificacion del polipéptido maduro fusionado al marcador, en el caso de un hospedante bacteriano, o, por ejemplo,
la secuencia marcadora puede ser una marca de hemaglutinina (HA) cuando se utiliza un hospedante mamifero, por
ejemplo, células COS-7. La marca de HA corresponde a un epitopo derivado de la proteina de hemaglutinina de la
influenza (Wilson, 1., et al., Cell, 37:767 (1984)).

La presente invencion se refiere, ademds, a polinucledtidos que se hibridan con las secuencias descritas ante-
riormente en esta memoria, si existe al menos 50% y preferiblemente 70%, de identidad entre las secuencias. La
presente invencion se refiere, en particular, a polinucleétidos que se hibridan en condiciones restrictivas con los
polinucledtidos descritos anteriormente en esta memoria. Tal como aqui se emplea, la expresidon “condiciones res-
trictivas” significa que la hibridacién solamente tiene lugar si existe por lo menos 95% y de preferencia, al menos
97% de identidad entre las secuencias. Los polinucleétidos que se hibridan con los polinucleétidos anteriormen-
te descritos en esta memoria, en una realizacién preferida codifican polipéptidos que retienen sustancialmente la
misma funcién bioldgica o actividad que el polipéptido maduro codificado por el cDNA de la Figura 1 o el cDNA
depositado.

El depdsito o depésitos a que se alude en esta memoria son mantenidos bajo las estipulaciones del Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos con fines de Procedimiento de
Patentes. Estos depoésitos de proporcionan, simplemente, como conveniencia para los expertos en la técnica y no la
admision de que se requiera un depdsito bajo el 35 U.S.C § 112. La secuencia de los polinucleétidos contenidos
en los materiales depositados, asi como la secuencia de aminoécidos de los polipéptidos codificados por ella, se
incorporan aqui por referencia y regulan en el caso de cualquier conflicto con alguna descripcién de las secuencias de
esta memoria. Puede requerirse una licencia para hacer, usar o vender los materiales depositados y ninguna licencia
tal es otorgada por este medio.

La presente invencidn se refiere, ademds, a un polipéptido de TNF-gamma que posee la secuencia de aminodcidos
deducida de la Figura 1 o que posee la secuencia de aminoécidos codificada por el cDNA depositado. También se
describen aqui fragmentos, andlogos y derivados de tal polipéptido.

Los términos “fragmento”, “derivado” y “andlogo”, cuando hacen referencia al polipéptido de la Figura 1 o al
codificado por el cDNA depositado, significan un polipéptido que retiene esencialmente la misma funcién o actividad
bioldgica que tal polipéptido. Asi, un andlogo incluye una proproteina que puede ser activada por segmentacion de la
parte de proproteina, produciendo un polipéptido maduro activo.

El polipéptido de la presente invencién puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido natural o un poli-
péptido sintético, preferiblemente un polipéptido recombinante.

El fragmento, derivado o andlogo del polipéptido de la Figura 1 o el codificado por el cDNA depositado, puede ser
(i) uno en el que uno o més de los restos de aminodcidos estdn sustituidos con un resto de amino4cido conservado o
sin conservar (preferiblemente un resto de aminoécido conservado) y tal resto de aminodcido sustituido puede ser o
puede no ser uno codificado mediante el cédigo genético, o (ii) uno en el que uno o mds de los restos de aminoacidos
incluye un grupo sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido maduro estd fusionado con otro compuesto, tal
como un compuesto para aumentar la semi-vida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los
aminodcidos adicionales estan fusionados con el polipéptido maduro, tal como una secuencia lider o secretora o una
secuencia que es empleada para la purificacion del polipéptido maduro o una secuencia de proproteina. Se considera
que tales fragmentos, derivados y andlogos, estdn dentro del alcance de los expertos en la técnica, teniendo en cuenta
las enseflanzas que aqui figuran.

Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencidn se proporcionan, preferiblemente, en forma aislada, y,
preferiblemente, son purificados hasta homogeneidad.

El término “aislado” significa que el material estd separado de su medio ambiente original (por ejemplo, el me-
dio ambiente natural si ocurre naturalmente). Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido natural presente en un
animal vivo no es aislado, pero el mismo polinucleétido o polipéptido, separado desde alguno o de todos los mate-
riales coexistentes en el sistema natural, es aislado. Tales polinucleétidos podrian formar parte de un vector y/o tales
polinucleétidos o polipéptidos podrian formar parte de una composicidn, y todavia ser aislado, ya que tal vector o tal
composicién no forma parte de su medio ambiente natural.

La presente invencién se refiere también a vectores que incluyen polinucledtidos de la presente invencién, célu-
las huésped que son modificadas genéticamente con vectores de la invencién y la produccién de polipéptidos de la
invencién mediante técnicas recombinantes.
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Las células huésped son modificadas por ingenieria genética (transducidas, transformadas o transfectadas) con
los vectores de esta invencién que pueden ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresion. El
vector puede tener, por ejemplo, la forma de un pldsmido, una particula viral, un fago, etc. Las células huésped
modificadas pueden ser cultivadas en medios nutrientes convencionales modificados segtin sea apropiado para activar
promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes del TNF-gamma. Las condiciones de cultivo, tales como
temperatura, pH y semejantes, son las usadas previamente con la célula huésped seleccionada parra la expresion, y
serdn evidentes para los expertos de habilidad ordinaria.

Los polinucleédtidos de la presente invencion pueden ser empleados para producir polipéptidos mediante técnicas
recombinantes. Asi, por ejemplo, el polinucleétido puede ser incluido en una cualquiera de una diversidad de vectores
de expresion para expresar un polipéptido. Tales vectores incluyen secuencias de DNA cromosdmicos, no cromosé-
micos y sintéticos, por ejemplo, derivadas de SV40; plasmidos bacterianos; DNA fagicos; baculovirus; plasmidos de
levaduras; vectores que derivan de combinaciones de pldsmidos y DNA fagico; DNA viral tal como virus vacunal,
adenovirus, poxvirus aviar y pseudorrabia. Sin embargo, puede utilizarse cualquier otro vector en tanto sea capaz de
replicacién y viable en el hospedante.

La secuencia de DNA apropiada puede ser insertada en el vector mediante una diversidad de procedimientos
operatorios. En general, la secuencia de DNA se inserta en un sitio o sitos apropiados de endonucleasas de restriccién
mediante procedimientos conocidos en la técnica. Se considera que tales procedimientos y otros estdn dentro del
alcance de los expertos en la técnica.

La secuencia de DNA en el vector de expresion estd ligada operativamente a una secuencia o secuencias apro-
piadas de control de la expresion (promotor) para dirigir la sintesis d¢ mRNA. Como ejemplos representativos de
tales promotores, pueden citarse: el promotor LTR o SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor P, lambda fagico y
otros promotores que se sabe controlan la expresién de genes en células procaridticas o eucaridticas o sus virus. El
vector de expresion contiene también un sitio de unién de ribosomas para iniciar la traduccién y un terminador de la
transcripcién. El vector puede incluir también secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

Ademds, los vectores de expresion contienen preferiblemente uno o mas genes marcadores seleccionables para
proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccién de células huésped transformadas, tales como resistencia a la dihi-
drofolato-reductasa o a la neomicina, para culivos de células eucaridticas, o tal como resistencia a la tetraciclina o la
ampicilina, en E. coli.

El vector que contiene la secuencia de DNA apropiada segtin se ha descrito en esta memoria, asi como un promotor
o secuencia de control apropiados, puede ser empleado para transformar un hospedante apropiado permitiendo que el
hospedante exprese la proteina.

Como ejemplos representativos de hospedantes apropiados, pueden citarse; células bacterianas tales como E. coli,
Streptomyces, Salmonella typhimurium; células de hongos, tales como levaduras; células de insectos tales como Dro-
sophila S2 y Sf9; células animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes; adenovirus; células vegetales, etc. Se
considera que la seleccion de un hospedante apropiado se encuentra dentro del alcance de los expertos en la técnica,
teniendo en cuenta las enseflanzas de esta memoria.

Mais particularmente, la presente invencién incluye también construcciones recombinantes que comprenden una o
mads de las secuencias descritas ampliamente antes. Las construcciones comprenden un vector, tal como un pldsmido
o vector viral, en el que ha sido insertada una secuencia de la invencién, en una orientacién directa o inversa. En
un aspecto preferido de esta realizacidn, la construccién comprende, ademds, secuencias reguladoras que incluyen,
por ejemplo, un promotor, ligado operablemente a la secuencia. Gran nimero de vectores y promotores adecuados
son conocidos por los expertos en la técnica, y se encuentran disponibles en el comercio. A titulo de ejemplo se pro-
porcionan los vectores que siguen. Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS, pD10, phagescript, psiX174,
pbluescript SK, pbsks, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stratagene; ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540,
pRIT5 (Pharmacia). Eucaridticos: pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG,
pSVL (Pharmacia). Sin embargo, puede usarse cualquier otro pldsmido o vector en tanto puedan replicarse y ser
viables en el hospedante.

Regiones de promotor pueden seleccionarse desde cualquier gen deseado usando vectores CAT (cloranfenicol-
transferasa) u otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores apropiados son el PKK232-8 y el PCM7.
Los promotores particulares denominados bacterianos incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Py, P, y trp. Los
promotores eucariéticos incluyen CMV inmediato precoz, timidina-quinasa de HSV, SV40 precoz y tardio, LTRs
procedentes de retrovirus y metalotioneina-I del ratén. La seleccién del vector y el promotor apropiados se encuentra
dentro del nivel de conocimiento ordinario de la técnica..

En otra realizacion, la presente invencién se refiere a células huésped que contienen las construcciones descritas.
La célula huésped puede ser una célula eucaridtica superior, tal como una célula de mamifero, o una célula eucaridtica
inferior, tal como una célula de levadura, o la célula huésped puede ser una célula procaridtica, tal como una célula
bacteriana. La introduccién de la construccién en la célula huésped puede efectuarse mediante transfeccién con fosfato
de calcio, transfeccion con mediacién de DEAE-Dextrano, o por electroporaciéon (Davis, L., Dibner, M., Battey, 1.,
Basci Methods in Molecular Biology, (1986)).
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Las construcciones en células huésped pueden ser usadas de modo convencional para obtener el producto génico
codificado por la secuencia recombinante. Alternativamente, los polipéptidos de la invencién pueden ser producidos
sintéticamente mediante sintetizadores convencionales de péptidos.

Las proteinas maduras pueden ser expresadas en células de mamifero, levaduras, bacterias u otras células, bajo el
control de promotores apropiados. También pueden emplearse para producir tales proteinas, sistemas de traduccién
sin células, usando RNAs derivados de las construcciones de DNA de la presente invencién. Vectores de clonacién y
expresion apropiados para usar con hospedantes procariéticos y eucariéticos, han sido descritos por Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda edicién, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

La transcripcion del DNA que codifica los polipéptidos de la presente invencion mediante eucariotas superiores,
es aumentada mediante la insercién en el vector de una secuencia de un potenciador. Los potenciadores son elementos
de DNA de efecto cis, habitualmente de alrededor de 10 a 300 bp que actiian sobre un promotor aumentando su
transcripcion. Ejemplos de ellos incluyen el potenciador de SV40 sobre el lado lejano del origen de la replicacién, bp
100 a 270, un potenciador del promotor cercano del citomegalovirus, el potenciador de poliomas sobre el lado lejano
del origen de la replicacidn, y los potenciadores de adenovirus.

En general, los vectores de expresion recombinantes incluyen origenes de replicacién y marcadores selecciona-
bles que permiten transformar la célula huésped, por ejemplo, el gen de resistencia a la ampicilina de E. coli y el
gen TRP1 del S. cerevisiae, y un promotor derivado desde un gen altamente expresado para dirigir la transcripcion
de una secuencia estructural situada aguas abajo. Tales promotores pueden ser derivados de operones que codifi-
can enzimas glicoliticos tales como la 3-fosfoglicerato-quinasa (PGK), el factor «, la fosfatasa acida o proteinas de
choque térmico, entre otros. La secuencia estructural heter6loga es ensamblada en la fase adecuada con secuencias
de iniciacion y terminacion de la traduccién y, de preferencia, una secuencia lider capaz de dirigir la secrecién de
la proteina traducida hacia el espacio periplasmico o el medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia heteréloga
puede codificar una proteina de fusién incluyendo un péptido de identificacién del extremo amino terminal que co-
munica caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacién o purificacién simplificada del producto recombinante
expresado.

Los vectores de expresidn utiles para uso bacteriano se construyen insertando una secuencia de DNA estructural
que codifica una proteina deseada, junto con sefiales adecuadas de iniciacién y terminacion de la traduccién en fase
de lectura operable con un promotor funcional. El vector puede comprender uno o mds marcadores fenotipicos se-
leccionables y un origen de la replicacidn, para asegurar el mantenimiento del vector y, si es deseable, proporcionar
amplificacién dentro del hospedante. Los hospedantes procaridticos adecuados para la transformacion incluyen E. co-
li, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y especies diversas dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y
Staphylococcus, aun cuando pueden emplearse también otros, como objeto de eleccidn.

Como ejemplo representativo pero no limitativo, los vectores de expresion utiles para uso bacteriano pueden com-
prender un marcador seleccionable y un origen bacteriano de replicacién derivado de plasmidos de que se dispone en
el comercio, que comprenden elementos genéticos del conocido vector de clonacién pBR322 (ATCC 37017). Tales
vectores comerciales incluyen, por ejemplo, el pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) y el GEM1
(Promega Biotec, Mdison, WI, EE.UU.). Estas secciones de “espina dorsal” del pBR322 se combinan con un promotor
apropiado y la secuencia estructural que ha de ser expresada,

Después de la transformacion de una cepa adecuada de un hospedante y de crecimiento de la cepa del hospedante
hasta obtener una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado es inducido por medios apropiados (por ejem-
plo, desplazamiento de la temperatura o induccién quimica) y las células son cultivadas durante un periodo adicional.

Las células se recolectan, tipicamente, mediante centrifugacion, se rompen por medios fisicos o quimicos, y el
extracto crudo resultante se retiene para su purificacion posterior.

Las células microbianas empleadas en la expresion de proteinas pueden romperse por cualquier método conve-
niente, incluyendo ciclos de congelacién-descongelacién, sonicacion, rotura mecdanica o uso de agentes de lisado de
células; tales métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

También pueden emplearse para expresar proteinas recombinantes, sistemas diversos de cultivos de células de ma-
mifero. Ejemplos de sistemas de expresion de células de mamifero incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de rifién
de mono, descrita por Gluzman, Cell, 23:175 (1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un vector compati-
ble, por ejemplo las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Los vectores de expresién de mamiferos pueden
comprender un origen de replicacion, un promotor adecuado y un potenciador, y también cualesquiera sitios necesa-
rios de unién de ribosomas, sitio de poliadenilacidn, sitios de donante y aceptador de corte y empalme, secuencias de
terminacion de la transcripcion y secuencias sin transcribir de flanqueo del extremo 5°. Secuencias de DNA derivadas
de los sitios de corte y empalme de SV40 y de los sitios de poliadenilacion pueden ser usadas para proporcionar los
elementos genéticos sin transcribir que se requieren.

Los polipéptidos del TNF-gamma pueden ser recuperados y purificados partiendo de cultivos de células recombi-
nantes por métodos que incluyen precipitacién con sulfato aménico o etanol, extraccién con 4cido, cromatografia de
intercambio aniénico o catiénico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hidréfoba, cromato-
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grafia de afinidad, cromatografia con hidroxilapatito y cromatografia con lectina. Pueden usarse, si es necesario, etapas
de replegamiento de protefnas para completar la configuracion de la proteina madura. Finalmente, puede emplearse
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para las etapas finales de purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden ser un producto purificado de modo natural o un producto de
procedimientos sintéticos quimicos, o puede haber sido producido mediante técnicas recombinantes partiendo de
un hospedante procariético o eucaridtico (por ejemplo, mediante células bacterianas, de levadura, células de vege-
tales superiores, células de insecto y de mamifero, en cultivo). Dependiendo del hospedante empleado en un pro-
cedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos de la presente invencion pueden ser glicosilados o pue-
den ser no glicosilados. Los polipéptidos de la invencién pueden incluir también un resto inicial del aminoacido
metionina.

El polipéptido del TNF-gamma de la presente invencion puede ser empleado para inhibir el crecimiento de células
tumorales o neoplasias. El polipéptido del TNF-gamma puede ser responsable de la destruccién de tumores mediante
apoptosis que estd caracterizada por zeiosis, condensacion de citoplasma y la activacidon de una endonucleasa endégena
(Figura 7). Como muestra la Tabla 1, el TNF-gamma posee una fuerte actividad citotéxica para las lineas celulares
ensayadas que tienen proliferacién y regulacion celulares anormales, por ejemplo, la linea celular de fibrosarcomas
y carcinomas. Este hecho se ilustra también en las Figuras 6A, 6B y 8 en que se indica que el TNF-gamma posee la
capacidad de inhibir el crecimiento de células L929 y WEHI mediante actividad citotéxica. Las células WEHI 164 son
células del fibrosarcoma del ratén. Un método preferible de administracién del TNF-gamma es mediante inyeccién
directamente en el tumor.

La actividad de adhesion celular del TNF-gamma puede ser empleada para la curacién de heridas. Como muestran
la Tabla 1 y la Figura 9, el TNF-gamma tiene un fuerte efecto de proliferacién de células endoteliales, lo que es
indicacién de que el TNF-gamma desempefia un papel importante en la curacion de heridas. Los efectos adhesivos de
células del TNF-gamma pueden desempefiar, asimismo, un papel importante en la curacién de heridas.

El TNF-gamma puede emplearse también para tratar enfermedades que requieren actividad de promocién del
crecimiento, por ejemplo, la restenosis. Como se ha expuesto anteriormente, se pone de manifiesto que el TNF-gamma
posee efectos potentes de proliferacion sobre el crecimiento de células endoteliales. Por consiguiente, el TNF-gamma
puede emplearse también para regular la hematopoyesis y el desarrollo de células endoteliales.

El polipéptido del TNF-gamma, por su capacidad para estimular la activacién de células T, es un mediador impor-
tante de la respuesta inmunitaria. Por tanto, este polipéptido puede ser usado para estimular una respuesta inmunitaria
contra una diversidad de infecciones parasiticas, bacterianas y virales. E1l TNF-gamma puede lisar células infectadas
con virus y, por consiguiente, puede ser empleado para detener células infectadas por el HIV.

El polipéptido del TNF-gamma puede ser empleado también para tratar enfermedades autoinmunitarias tales como
la diabetes de Tipo I, por potenciacién de la respuesta proliferativa de células T.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Resumen de la actividad del TNF-gamma

Lineas Origen y tipo Actividad
celulares
Citotoxicidad Proliferacion Diferenciaciéon Adhesién

L929 Fubroblasto del ratdn + - - -

WEHI 164 Fibrosarcoma del -+ - - -
ratén

NRK-54E Semejante a + - - -
epiteliales del rindén
de la rata

THP-1 Leucemia monocitica + - ++ ++
bumana

HL-60 Leucemia - - - ++
promielocitica
humana

Kaji Linfoma de Burkitt - - - -
humano

Jurkat Leucemia de células ++ - - -
T humanas

Primaria Células endoteliales - ++ - ?
venosas humanas ’

Primaria Células endoteliales +* ++ - ?
arteriales humanas

A-431 Carcinoma ++ - - -
epidermoide humano

293 Rifi6n embrionario - ++ - -
humano

* Solamente a dosis altas. Los niimeros de + indican el nivel relativo de actividades.

- Indica que no se ha detectado actividad en el nivel de concentracion ensayado.

Los polinucledétidos y polipéptidos de la presente invencién pueden ser empleados como reactivos para investiga-
cién y materiales para descubrir tratamientos y diagndsticos para enfermedades humanas.

Esta invencioén proporciona un método para la identificacion del receptor del TNF-gamma. El gen que codifica el
receptor puede ser identificado mediante numerosos métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo,
separacién de ligandos y clasificacion de FACS (Coligan, et al., Current Protocols in Immun., 1(2), Capitulo 5, 1991.
Preferiblemente, se emplea clonacién de expresion en la que se prepara RNA poliadenilado a partir de una célula que
responde al TNF-gamma, y una biblioteca de cDNA creada a partir de este RNA es dividida en agrupaciones y usada
para transfectar células COS u otras células que no responden al TNF-gamma. Las células transfectadas que son culti-
vadas sobre portas de vidrio, se exponen a TNF-gamma marcado. El TNF-gamma puede marcarse por una diversidad
de medios que incluyen yodacién o inclusidn de un sitio de reconocimiento para una proteina-quinasa especifica del
sitio. Después de fijacion e incubacion, los portas son sometidos a andlisis autorradiografico. Las agrupaciones positi-
vas son identificadas y se preparan sub-agrupaciones que se vuelven a transfectar usando un proceso iterativo de sub-
agrupacion y re-clasificacién, obteniendo finalmente un clon tnico que codifica el receptor putativo.
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Como enfoque alternativo para la identificacion del receptor, el TNF-gamma marcado puede ser ligado por fotoafi-
nidad con preparaciones de extracto o membrana celular que expresan la molécula del receptor. El material reticulado
es resuelto mediante PAGE y expuesto a pelicula de rayos X. El complejo marcado que contiene el TNF-gamma-
receptor puede ser escindido, resuelto en fragmentos de péptido y sometido a microsecuenciacién de proteina. La
secuencia de aminoacidos que se obtiene de la microsecuenciacion podria usarse para designar un conjunto de sondas
de oligonucledtidos degenerados para explorar una biblioteca de cDNA e identificar el gen que codifica el receptor
putativo.

El TNF-gamma no se une de modo importante a dos receptores del TNF solubles, el sSTNF-RI (p55) y el sTNF-
RII (p75). Por consiguiente, el TNF-gamma puede tener actividades inclusivas y adicionales a las de las proteinas del
TNF conocidas.

Ademds, se describe en esta memoria un método de seleccién de compuestos para identificar aquellos que imitan al
TNF-gamma (agonistas) o que evitan el efecto del TNF-gamma. Un ejemplo de un método tal saca partido de la aptitud
del TNF-gamma para estimular significativamente la proliferacion de células endoteliales humanas en presencia del
comitogén Con A. Se obtienen células endoteliales y se cultivan en placas de cultivo de fondo plano de 96 pocillos
(Costar, Cambridge, MA) en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (Hyclone Labs, Logan UT),
inactivado por calor, al 10%, L-glutamina al 1%, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y gentamicina
al 0,1% (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY), en presencia de Con-A (Calbiochem, La Jolla, CA), 2 ug/ml.
El Con-A y el compuesto que ha de ser seleccionado se afladen hasta un volumen final de 0,2 ml. Al cabo de 60 horas
a 37°C, los cultivos son pulsados con 1 uCi de [*H]timidina (5 Ci/mmol; 1 Ci = 37 BGq; NEN) durante 12-18 horas
y recolectados sobre filtros de fibra de vidrio (PhD; Cambridge Technology, Watertown, MA) Se determina la media
de la incorporacién de [*H] timidina (cpm) de cultivos triplicados, usando un contador de centelleo liquido (Beckman
Instruments, Irvine, CA). Una incorporacién importante de [*H]timidina indica estimulacién de la proliferacién de
células endoteliales.

Alternativamente, podria medirse la respuesta de un segundo sistema mensajero conocido después de la interaccién
del TNF-gamma y el receptor, y compararse en presencia o ausencia del compuesto. Tales segundos sistemas mensaje-
ros incluyen, aun cuando no se limita a ellos, guanilato-ciclasa de cAMP, canales i6nicos o hidrdlisis de fosfoinositida.

Para ensayar antagonistas, se lleva a cabo el ensayo antes descrito; sin embargo, en este ensayo se aflade TNF-
gamma junto con el compuesto a ser seleccionado y la aptitud del compuesto para inhibir la incorporacién de [*H]
timidina en presencia del TNF-gamma, indica que el compuesto es un antagonista del TNF-gamma. Alternativamente,
pueden detectarse antagonistas del TNF-gamma combinando TNF-gamma y un antagonista potencial, con receptores
o receptores recombinantes del TNF-gamma unidos a la membrana, en condiciones apropiadas para realizar un ensayo
de inhibicion competitiva. El THN-gamma puede marcarse, por ejemplo por radiactividad, de tal modo que el niimero
de moléculas de TNF-gamma unidas al receptor pueda determinar la eficacia del antagonista potencial.

Alternativamente, una célula de mamifero o una preparacién de membrana que expresan el receptor de TNF-
gamma, es incubada con el TNF-gamma marcado, en presencia del compuesto. Luego puede medirse la aptitud del
compuesto para potenciar o bloquear esta interaccion.

Pueden usarse anticuerpos especificos para el TNF-gamma como antagonistas por unién al TNF-gamma y evi-
tandole que se una a su receptor. A este respecto son particularmente eficaces los anticuerpos monoclonales. Los
anticuerpos especificos para el receptor del TNF-gamma, sin embargo, pueden mediar distintas respuestas celulares
que tienden a agonizar los efectos del TNF-gamma por interaccién con su receptor.

Los antagonistas potenciales del TNF-gamma incluyen también mutantes del TNF-gamma que se unen al receptor
de TNF-gamma y no provocan respuesta de segundo mensajero, bloqueando eficazmente el receptor desde su ligando
natural. Oligonucledtidos especificamente disefiados y moléculas pequefias pueden unirse también al receptor del
TNF-gamma y bloquearle desde el TNF-gamma. Ejemplos de moléculas pequefias incluyen, aun cuando no se limitan
a ellas, péptidos pequeiios o moléculas pequefias semejantes a péptidos.

Otro antagonista potencial del TNF-gamma es una forma soluble del receptor del TNF-gamma que se une al TNF-
gamma y evita que reaccione con receptores del TNF-gamma unidos a la membrana. De este modo, los receptores no
son estimulados por el TNF-gamma.

Otro antagonista potencial del TNF-gamma es una construccién antisentido preparado usando tecnologia de anti-
sentido. Puede usarse tecnologfa de antisentido para regular la expresioén génica mediante la formacién de una triple
hélice 0o RNA o DNA antisentido, ambos de cuyos métodos estdn basados en la unién de un polinucleétido a DNA
o RNA. Por ejemplo, se usa la parte codificadora de 5’ de la secuencia de polinucleétidos, que codifica los polipép-
tidos maduros de la presente invencidn, para disefiar un oligonucleétido de RNA antisentido de una longitud desde
aproximadamente 10 a 40 pares de bases. El oligonucleétido de DNA estd destinado a ser complementario de una
region del gen implicada en la transcripcion (triple hélice, -véase Lee et al., Nucl. Acids Res., 6:3073 (1979); Cooney
et al., Science, 241:456 (1988); y Dervan et al., Science, 251: 1360 (1991)), evitando con ello la transcripcién y la
producciéon de TNF-gamma. El oligonucleétido de RNA antisentido se hibrida con el mRNA in vivo y bloquea la
traduccion de la molécula de mRNA en el polipéptido del TNF-gamma (Antisense - Okano, J. Neurochem., 56:560
(1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988)). Los
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oligonucleétidos descritos pueden ser distribuidos a las células de tal modo que el RNA o DNA antisentido puede ser
expresado in vivo inhibiendo la produccién de TNF-gamma.

Los antagonistas de TNF pueden ser empleados también para tratar la caquexia, que es un efecto de aclarado de
lipidos que resulta de un deficiencia sistémica de la lipasa lipoproteinica que es suprimida por el TNF-gamma. Los
antagonistas del TNF-gamma se emplean también para tratar la malaria cerebral, en la que el TNF-gamma aparece
desempefiando un papel patégeno. Los antagonistas pueden emplearse también para tratar la artritis reumatoide al
inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias tales como IL-1 en las células sinoviales, inducida por el TNF-
gamma. Cuando se trata la artritis el antagonista de TNF-gamma se inyecta, preferiblemente, por via intra-articular,

Los antagonistas de TNF-gamma pueden emplearse también para prevenir el rechazo de injertos, al evitar la esti-
mulacién del sistema inmunitario por el TNF-gamma en presencia de un injerto.

Los antagonistas del TNF-gamma pueden emplearse también para tratar la osteoporosis, dado que el TNF-gamma
puede inducir la resorcién dsea.

También pueden emplearse antagonistas del TNF-gamma como agentes antiinflamatorios, puesto que el TNF-
gamma media en una respuesta inflamatoria potenciada.

Los antagonistas pueden ser usados también para tratar el choque endotéxico, al que se alude también como choque
séptico. Esta condicién critica es el resultado de una respuesta exagerada a una infeccién bacteriana u otros tipos de
infeccidn. Esta respuesta conduce a niveles elevados de TNF-gamma que causa choques y dafio en los tejidos.

Los antagonistas pueden emplearse en una composicion con un excipiente aceptable desde el punto de vista far-
macéutico, por ejemplo como se describe mas adelante en esta memoria.

Fragmentos del gen del TNF-gamma de longitud total, pueden emplearse como sonda de hibridacién para una
genoteca de cDNA, para aislar el gen de longitud total y aislar otros genes que poseen una alta semejanza de secuencias
con el gen o actividad biolégica similar. La sondas de este tipo pueden tener, por ejemplo, entre 20 y 2000 bases.
Preferiblemente, sin embargo, las sondas tienen entre 30 y 50 pares de bases. La sonda puede utilizarse también para
identificar un clon de cDNA que corresponde a un transcrito de longitud total y un clon o clones gendémicos que
contienen el gen del TNF-gamma completo, con inclusién de regiones reguladoras y de promotor, exones e intrones.
Un ejemplo de seleccién, comprende aislar la region codificadora del gen del TNF-gamma usando las secuencias de
DNA conocidas para sintetizar una sonda de un oligonucleétido. Oligonucleétidos marcados que tienen una secuencia
complementaria de la del gen de la presente invencion, se usan para explorar una coleccién de cDNA humano, DNA
genémico o mRNA, y determinar qué miembros de la coleccion se hibridan con la sonda.

Los polipéptidos y antagonistas de la presente invencion y agonistas aqui descritos, pueden emplearse en mezcla
con un excipiente farmacéutico aceptable. Tales composiciones comprenden una cantidad del compuesto, eficaz desde
el punto de vista terapéutico, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal vehiculo o excipiente
incluye, aun cuando no se limita a ellos, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerina, etanol
y sus mezclas. La formulacién debe ajustarse al modo de administracién.

La invencién proporciona también un envase o kit farmacéutico que comprende uno o mds recipientes llenos
con uno o mds de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invencién. Asociado a tal recipiente o
recipientes pueda haber una nota en la forma prescrita por una agencia gubernamental, que regula la fabricacién, el uso
o la venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, cuya nota refleja la aprobacién por la agencia de la fabricacion.
el uso o la venta, para administracién humana. Ademads, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden emplearse en asociacidn con otros compuestos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de un modo conveniente tal como mediante las vias topica,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea, intranasal o intradérmica. Las composiciones farmacéuticas
se administran en una cantidad eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis de la indicacién especifica. En general,
se administran en una cantidad de al menos aproximadamente 10 ug/kg de peso, y en la mayoria de los casos, se
administrard en una cantidad que no excede de aproximadamente 8 mg/kg de peso, por dia. En la mayor parte de
los casos, la dosis es desde aproximadamente 10 ug/kg a 1 mg/kg de peso, por dia, teniendo en cuenta las vias de
administracion, los sintomas, etc.

Los polipéptidos del TNF-gamma y los agonistas y antagonistas que son polipéptidos, pueden emplearse también
segun la presente invencidn, por expresion de tales polipéptidos in vivo, a lo que se alude con frecuencia como “terapia
génica”.

Asi, por ejemplo, pueden modificarse células de un paciente, con un polinucleétido (DNA o RNA) que codifica
un polipéptido ex vivo, suministrdndole después al paciente que ha de ser tratado, las células modificadas con el
polipéptido. Tales métodos son bien conocidos en la técnica y resultan evidentes de las ensefianzas de esta memoria.
Por ejemplo, las células pueden modificarse mediante el uso de una particula retroviral que contiene RNA que codifica
un polipéptido de la presente invencion.
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Similarmente, pueden modificarse las células in vivo para obtener la expresion de un polipéptido in vivo, por
ejemplo, mediante procedimientos operatorios conocidos en la técnica. Por ejemplo, una célula productora que da
lugar a una particula retroviral que contiene RNA que codifica un polipéptido de la presente invencién, puede ser
administrada a un paciente para modificar células in vivo, y para la expresién de un polipéptido in vivo. Estos y otros
métodos de administracion de un polipéptido de la presente invencion mediante tales métodos, deben ser evidentes
a los expertos en la técnica teniendo en cuenta las ensefianzas de la presente invencion. Por ejemplo, el vehiculo de
expresion para las células transformadas puede ser distinto de un retrovirus, por ejemplo, un adenovirus que puede ser
usado para modificar células in vivo después de mezclar con un vehiculo de administracién adecuado.

Esta invencién se refiere también al uso del gen del TNF-gamma como parte de un ensayo de diagndstico, para
detectar enfermedades o susceptibilidad a enfermedades relacionadas con la presencia de TNF-gamma mutado. Tales
enfermedades estd relacionadas con la sub-expresién de TNF-gamma, por ejemplo, proliferacién celular anormal, tales
como tumores y canceres.

Individuos portadores de mutaciones en el gen del TNF-gamma humano, pueden detectarse en el nivel del DNA
mediante una diversidad de técnicas. Pueden obtenerse dcidos nucleicos con fines de diagndstico partiendo de células
de un paciente, tales como de sangre, orina, saliva, biopsia de tejidos y material procedente de autopsias. E1 DNA
genémico puede usarse directamente para la deteccidn o puede amplificarse enzimaticamente utilizando PCR (Saiki et
al., Nature, 324:163-166 (1986)) con anterioridad al andlisis. También puede usarse RNA o cDNA con la misma fina-
lidad. Como ejemplo, cebadores de la PCR complementarios del 4dcido nucleico que codifica el TNF-gamma, pueden
usarse para la identificacion y el andlisis de mutaciones del TNF-gamma. Por ejemplo, pueden detectarse supresiones
e inserciones por un cambio de tamafio del producto amplificado en comparacion con el genotipo normal. Pueden
identificarse mutaciones puntuales por hibridacién del DNA amplificado con RNA del TNF-gamma radiomarcado
o, alternativamente, secuencias de DNA antisentido del TNF-gamma, radiomarcadas. Las secuencias perfectamente
emparejadas pueden distinguirse de los diplexes sin emparejar por digestion con RNasa A o por diferencias en las
temperaturas de fusion.

Un ensayo genético basado en diferencias de las secuencias de DNA, puede ser conseguido mediante la deteccién
de alteraciones en la movilidad electroforética de fragmentos de DNA, en geles, con o sin agentes desnaturalizantes.
Las supresiones e inserciones secuenciales pequefias pueden ser visualizadas mediante electroforesis de alta resolucién
en gel. Los fragmentos de DNA de secuencias diferentes pueden distinguirse sobre geles desnaturalizantes de gradiente
de formamidina en los que las movilidades de diferentes fragmentos de DNA estdn retardadas en el gel, en posiciones
diferentes, segun sus temperaturas de fusién especificas o sus temperaturas de fusidn parciales (véase, por ejemplo,
Myers et al., Science, 230:1242 (1985)).

Los cambios de las secuencias en posiciones especificas, pueden ser revelados también por ensayos de proteccion
frente a nucleasas, tales como proteccion frente a RNasa y S1, o el método de la segmentacién quimica (por ejemplo,
Cotton et al., PNAS. USA, 85:4397-4401 (1985)).

Asi pues, la deteccidn de una secuencia especifica de DNA puede conseguirse por métodos tales como hibridacion,
proteccion frente a RNasas, segmentacién quimica, secuenciacion directa de DNA o el uso de enzimas de restriccién
(por ejemplo, Polimorfismos de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)) y transferencia Southern de
DNA gendémico.

Ademds de la electroforesis en gel, mds convencional, y la secuenciaciéon de DNA, también pueden detectarse
mutaciones mediante analisis in situ.

La presente invencién se refiere también a un ensayo de diagndstico in vitro para detectar niveles alterados de
la proteina del TNF-gamma en tejidos diversos, puesto que una sobre-expresion de las proteinas en comparacién
con la de muestras de tejidos tipo normales, puede detectar la presencia de una enfermedad o una susceptibilidad a
una enfermedad, por ejemplo, tumores y malaria cerebral. Los ensayos que se utilizan para detectar los niveles de
proteina del TNF-gamma de una muestra que deriva de un hospedante, son bien conocidos por los expertos en la
técnica, e incluyen radioinmunoensayos, ensayos de unién competitiva, andlisis de transferencia Western, ensayos
ELISA y ensayo “sandwich”. Un ensayo ELISA (Coligan, et al., Current Prtotocols in Immunology 1(2), Capitulo 6,
(1991) comprende preparar inicialmente un anticuerpo especifico para el antigeno del TNF-gamma, preferiblemente un
anticuerpo monoclonal. Ademads, se prepara un anticuerpo informador contra el anticuerpo monoclonal. Al anticuerpo
informador se fija un reactivo detectable tal como radiactividad, fluorescencia o, en este ejemplo, una enzima de
peroxidasa de rdbano picante. Ahora se separa de un hospedante una muestra y se incuba sobre un soporte sélido, por
ejemplo un soporte de poliestireno, que fija las proteinas de la muestra. Cualesquiera sitios libres de unién de proteina
sobre el soporte son cubiertos luego por incubacién con una proteifna inespecifica tal como BSA. Seguidamente, el
anticuerpo monoclonal se incuba en el soporte, durante cuyo tiempo los anticuerpos monoclonales fijan a cualesquiera
proteinas del TNF-gamma unidas al soporte de poliestireno. La totalidad del anticuerpo monoclonal sin unir se separa
por lavado con una solucién tampén. El anticuerpo informador ligado a la peroxidasa de rdbano picante estd situado
ahora en el soporte, dando por resultado la unién del anticuerpo informador a cualquier anticuerpo monoclonal unido
al TNF-gamma. Luego se separa por lavado el anticuerpo informador sin unir. Después se afiaden al sustrato de
poliestireno sustratos de peroxidasa y la cantidad de color que se desarrolla en un periodo de tiempo dado es una
medida de la cantidad de proteina de TNF-gamma presente en un volumen dado de muestra del paciente cuando se
compara frente a una curva estandar.
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Puede emplearse un ensayo de competicién en el que anticuerpos especificos para el TNF-gamma se fijan a un
soporte s6lido y TNF-gamma marcado y se hace pasar sobre el soporte s6lido una muestra obtenida del hospedante, y
la cantidad de marcador detectada, por ejemplo, mediante cromatografia de centelleo de liquido, puede correlacionarse
con la cantidad de TNF-gamma de la muestra.

Un ensayo “sandwich” es similar a un ensayo ELISA. En un ensayo “sandwich” se hace pasar TNF-gamma sobre
un soporte sélido y se une a un anticuerpo fijado al soporte s6lido. Luego se une al TNF-gamma un segundo anticuerpo.
Después se hace pasar sobre el soporte sélido un tercer anticuerpo que estd marcado y que es especifico del segundo
anticuerpo, uniéndose al segundo anticuerpo, pudiendo cuantizarse entonces una cantidad.

Las secuencias de la presente invencion son valiosas también para la identificacién de cromosomas. La secuencia
es elegida especificamente como objetivo para una posicion particular sobre un cromosoma humano individual y puede
hibridarse con ella. Ademads, existe una necesidad actual para identificar sitios particulares sobre el cromosoma Pocos
reactivos para marcar cromosomas, basados en los datos actuales de secuencias (polimorfismos de repeticidén) estdn
disponibles en la actualidad para marcar posiciones cromosémicas. El mapeo de DNAs para cromosomas segin la
presente invencion, es una primera etapa importante para la correlacidon de aquellas secuencias con genes asociados
con la enfermedad.

En breve, pueden mapearse secuencias para cromosomas mediante la preparacion de cebadores de la PCR (pre-
feriblemente 15-25 bp) a partir del cDNA. El anélisis por medio de ordenador de la regién 3’ de la secuencia sin
traducir, se usa para seleccionar rapidamente cebadores que no se extienden mds de un exén en el DNA gendmico,
complicando por tanto el proceso de amplificacion. Estos cebadores se usan luego para seleccionar por PCR hibridos
de células somadticas que contienen cromosomas humanos individuales. Solamente aquellos hibridos que contienen el
gen humano que corresponde al cebador proporcionaran un fragmento amplificado.

El mapeo por PCR de hibridos de células somadticas es un procedimiento operatorio rapido para asignar un DNA
particular a un cromosoma particular. Usando la presente invencién con los mismos cebadores de oligonucleétidos,
puede conseguirse una sub-localizacién con paneles de fragmentos procedentes de cromosomas especificos o agrupa-
ciones de clones genémicos grandes, de un modo andlogo. Otras estrategias de mapeo que puede ser usadas de modo
semejante para mapear su cromosoma incluyen hibridacién in situ, clasificacién preliminar con cromosomas marca-
dos, sometidos a separador de flujo y preseleccién por hibridacién para construir colecciones de cDNA especificas de
los cromosomas.

La hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) de un clon de cDNA para una extensién cromosdmica metafasica
puede usarse para proporcionar una localizacién cromosémica precisa en una etapa. Esta técnica puede usarse con un
c¢DNA tan corto como de 500 6 600 bases; sin embargo, los clones de mas de 2.000 bp poseen una mayor probabilidad
de fijacidn a una posicién cromosdmica tnica con suficiente intensidad de la sefial para realizar una deteccién sencilla.
La FISH requiere el uso de los clones desde los que fue derivada la diana expresa de la secuencia (EST), y cuanto
mads largo mejor. Por ejemplo, 2.000 bp es bueno, 4.000 es mejor y mds de 4.000 no es necesario, probablemente, para
obtener buenos resultados un tanto por ciento razonable de la veces. Para realizar una revision de esta técnica, véase
Verma et al., Human Chromosomes: a Manual of Basci Techniques, Pergamon Press, Nueva York (1988).

Una vez mapeada una secuencia para una posicién cromosdmica precisa, la posicion fisica de la secuencia sobre
el cromosoma puede correlacionarse con datos del mapa genético. Tales datos pueden encontrarse, por ejemplo, en el
trabajo de V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man (disponible en linea a través de la Johns Hopkins University
Welch Medical Library). La relacion existente entre genes y enfermedades que se han mapeado para la misma region
cromosOmica, se identifica después por medio de andlisis de segregacion (coherencia de genes fisicamente adyacentes).

Seguidamente, es necesario determinar las diferencias del cDNA o secuencia gendmica entre individuos afectados
y sin afectar. Si se observa una mutacién en alguno o todos los individuos afectados pero no en ningtin individuo
normal, entonces es probable que la mutacidn sea el agente causante de la enfermedad.

Con las técnicas actuales de resoluciéon de mapeo fisico y de mapeo genético, un cDNA localizado con preci-
sién para una regién cromosOmica asociada con la enfermedad, podria ser uno de entre 50 y 500 genes causativos
potenciales. (Esto supone una resolucién de mapeo de 1 megabase y un gen por 20 kb).

Los polipéptidos, sus fragmentos u otros derivados o sus andlogos, o células que los expresan, pueden usarse
como inmundgeno para producir anticuerpos. Estos anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos policlonales o
monoclonales. La presente invencién incluye también anticuerpos quiméricos, monocatenarios, y humanizados, asi
como fragmentos Fab, o el producto de una biblioteca de expresién de Fab. Diversos procedimientos operatorios,
conocidos en la técnica, pueden usarse para la produccién de tales anticuerpos y fragmentos.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos que corresponden a una secuencia de la presente invencion,
puede ser obtenidos mediante inyeccidn directa de los polipéptidos en un animal, o administrando los polipéptidos a
un animal, preferiblemente uno no humano. El anticuerpo obtenido de este modo se unird entonces a los propios poli-
péptidos. De este modo, puede usarse incluso una secuencia que codifique solamente un fragmento de los polipéptidos
para generar anticuerpos que se unen a los polipéptidos nativos totales. Tales anticuerpos pueden ser usados luego para
aislar el polipéptido desde tejidos que expresan tal polipéptido.
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Para preparar anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica que proporcione anticuerpos producidos
por cultivos continuos de lineas celulares. Ejemplos de ello incluyen la técnica del hibridoma (Kohler y Milstein,
1975, Nature, 256:495-497), la técnica del trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbor et al.,
1983), Immunology Today 4:72), la técnica del hibridoma de EBYV, para producir anticuerpos monoclonales humanos
(Cole et al., 1985, en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., paginas 77-96).

Las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos monocatenarios (Patente de EE.UU. 4.946.778) pueden
adaptarse para producir anticuerpos monocatenarios para los productos polipeptidicos inmunégenos de esta invencion.
Asimismo, pueden usarse ratones transgénicos para expresar anticuerpos humanizados para los productos polipeptidi-
cos inmundgenos de esta invencion.

La presente invencién sera descrita, ademads, con referencia a los Ejemplos que siguen; sin embargo, ha de enten-
derse que la presente invencion no se limita a tales Ejemplos. Todas las partes o todas las cantidades, a menos que se
especifique de otro modo, son en peso.

Con objeto de facilitar la comprensién de los Ejemplos que siguen, se describen ciertos métodos y/o términos o
expresiones que se presentan frecuentemente.

Los “plasmidos” son designados mediante la letra minuscula p precedida y/o seguida por letras mayusculas y/o
nimeros. Los plasmidos de partida que figuran en esta memoria o bien pueden obtenerse en el comercio, estan a
disposicion del publico sin restriccion alguna, o pueden ser construidos partiendo de pldsmidos disponibles segtin
procedimientos operatorios publicados. Ademds, plasmidos equivalentes a los descritos, son conocidos en la técnica y
seran evidentes para los técnicos de habilidad ordinaria.

“Digestion” de DNA se refiere a la segmentacién catalitica del DNA con una enzima de restriccién que actia
solamente en ciertas secuencias del DNA. Las diversas enzimas de restriccién usadas en esta invencién pueden ob-
tenerse en el comercio y sus condiciones de reaccion, cofactores y otros requisitos han sido usados como puede ser
conocido por los técnicos de conocimientos ordinarios. Con fines analiticos, se usa, tipicamente, 1 ug de pldsmido o
de fragmento de DNA con aproximadamente 2 unidades de enzima en aproximadamente 20 ul de solucién tampén.
Con la finalidad de aislar fragmentos de DNA para construir pldsmidos, se someten a digestion, tipicamente, 5 a 50 ug
de DNA con 20 a 250 unidades de enzima en un volumen mayor. Las cantidades apropiadas de soluciones tampén y
de sustratos para enzimas de restriccion particulares estdn especificadas por el fabricante. Habitualmente se emplean
tiempos de incubacién de aproximadamente 1 hora a 37°C, pero las condiciones pueden variar segtin las indicaciones
del proveedor. Después de la digestion, la mezcla de reaccion se somete a electroforesis directamente sobre un gel de
poliacrilamida para aislar el fragmento deseado.

La separacion por tamafios de los fragmentos segmentados se lleva a cabo empleando el gel de poliacrilamida al 8
por ciento, descrito por Goeddel, D., et al., Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980).

“Oligonucelétidos” se refiere o bien a un polioxinucledtido monocatenario o a dos cadenas de polioxinucledtido
complementarias que pueden sintetizarse quimicamente, Tales oligonucleétidos sintéticos no tienen fosfato en el ex-
tremo 5’ y por tanto no pueden ligarse a otro oligonucledtido sin afiadir un fosfato con un ATP en presencia de una
quinasa. Un oligonucleétido sintético puede ligarse a un fragmento que no haya sido desfosforilado.

“Ligacion” se refiere al proceso de formacién de enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de dcidos nucleicos
bicatenarios (Maniatis, T., et al., Id., p. 146). A menos que se indique de otro modo, la ligacién puede conseguirse
usando soluciones tampén y condiciones conocidas, con 10 unidades de DNA ligasa T4 (“ligasa”) por 0,5 ug de
cantidades aproximadamente equimolares de los fragmentos de DNA que han de ser ligados.

A menos que se exponga de otro modo, la transformacién fue realizada segtin se describe en el método de Graham,
F.y Van der Eb, A., Virology, 52:456-457 (1973).

Ejemplo 1
Expresion bacteriana y purificacion del TNF-gamma

La secuencia de DNA que codifica el TNF-gamma, ATCC N° 75927, es amplificada inicialmente usando cebadores
de oligonucledtidos de la PCR, correspondientes a las secuencias de 5’ de la proteina del TNF-gamma y las secuencias
de 3’ del vector para el gen del TNF-gamma. Se afiadieron nucel6tidos adicionales correspondientes al TNF-gamma,.
para las secuencias de 5° y 3’, respectivamente. El cebador del oligonucleétido de 5° tiene la secuencia 5> GCGCG
GATCCACCATGAGACGCTTTTTAAGCAAAGTC 3’, contiene un sitio de la enzima de restriccién Bam HI seguido
por los primeros 24 nucledtidos de la secuencia codificadora del TNF-gamma partiendo del aminoécido terminal
presumido del codon de proteina procesada. La secuencia de 3’ 5 CGCGTCTAGACTATAGTAAGAAGGCTCCAAA
GAAGG 3’ contiene secuencias complementarias para un sitio Xbal y va seguida por 22 nucleétidos del TNF-gamma
y para una secuencia del vector pQE-9 situada en 3’ respecto a la insercién de DNA del TNF-gamma. Los sitios de
enzimas de restriccion corresponden a los sitios de enzimas de restriccidn sobre el vector de expresion bacteriana pQE-
9 (Qiagen). El pQE-9 fue sometido a digestién luego con Bam HI y Xba I. Las secuencias amplificadas fueron ligadas
en el pQE-9 e insertadas en el marco de lectura con la secuencia que codifica la marca de histidina y el RBS. La mezcla

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 285701 T3

de ligacién se uso luego para transformar una cepa de E, coli disponible de Qiagen, bajo la marca comercial M15/rep
4, mediante el procedimiento operatorio descrito por Sambrook, J. et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual.
Cold Spring Laboratory Press, (1989). La cepa M15/rep 4 contiene copias multiples del plasmido pREP4, que expresa
el represor lacl y que también confiere resistencia a la kanamicina (Kan’). Se identifican transformantes por su aptitud
para crecer en placas LB y se seleccionaron colonias resistentes a la ampicilina/kanamicina. Se aisl6 DNA plasmidico y
se confirmé mediante andlisis de restriccion. Los clones que contenian las construcciones deseadas fueron cultivados
durante la noche (O/N) en cultivo liquido en medio LB suplementado con Amp (100 ug/ml) y Kan (25 ug/ml). El
cultivo de O/N se usé para inocular un cultivo mayor en una proporcién de 1:100 a 1:250. Las células fueron cultivadas
hasta obtener una densidad 6ptica 600 (0.D.%) de entre 0,4 y 0,6. Después se afiadié IPTG (“Isopropil-B-D-tiogalacto
pirandsido”) hasta una concentracién final de 1 mM. El compuesto IPTG induce, por inactivacién, el represor lacl,
clarificando el P/O que conduce a una expresion génica aumentada. Las células fueron cultivadas un periodo extra de
3 a 4 horas. Las células fueron recolectadas luego por centrifugacién. El aglomerado de células se solubilizé en el
seno del agente caotrépico hidrocloruro de guanidina 6 Molar. Después de clarificacion, se purifico el TNF-gamma
partiendo de esta solucién mediante cromatografia en una columna de quelato de niquel en condiciones que permitan
una fuerte unién por proteinas que contienen la marca 6-His (Hochuli, E. ef al., J. Chromatography 411:177-184
(1984)). El TNF-gamma se purificé mediante una segunda operacién en la columna de quelato de niquel. E1 TNF-
gamma (90% de pureza) eluy$ desde la columna en guanidina.HCI 6 molar, pH 5,0, y con fines de renaturalizacién
fue dializado en solucién tampén de PBS. El producto de expresion fue sometido a electroforesis mediante SDS-
PAGE y los resultados pueden apreciarse en la Figura 4, en la que M representa los marcadores de pesos moleculares;
la calle 1 es lisado celular inducido; la calle 2 es lisado celular sin inducir; la calle 3 es la proteina del TNF-gamma
después de dos purificaciones en la columna de quelato de niquel; la calle 4 es la proteina del TNF-gamma después de
1 purificacién en la columna.

Ejemplo 2
Clomacion y expresion de TNF-gamma usando el sistema de expresion de baculovirus

La secuencia de DNA que codifica la proteina del TNF-gamma, de longitud total, ATCC N° 75927, fue amplificada
usando cebadores de oligonucledtidos de la PCR correspondientes a las secuencias de los extremos 5’ y 3° del gen.

El cebador de 5’ tiene la secuencia 5 GCGCGGATCCACCATGAGACGCTTTTTAAGCAAAGTC 3°, y contiene
un sitio de la enzima de restriccién Bam HI (en negrita) seguido de 24 nucleétidos del gen del TNG-gamma (el codén
de iniciacion de la traduccién “ATG”) estd subrayado).

El cebador de 3’ tiene la secuencia 5 CGCGTCTAGACTATAGTAAGAAGGCTCCAAAGAAGG 3’ y contiene
el sitio de segmentacion para la endonucleasa de restriccién Xbal y 22 nucleétidos complementarios de la secuencia
de 3’ sin traducir del gen del TNF-gamma..Las secuencias amplificadas fueron aisladas desde un gel de agarosa al 1%
usando un kit de que se dispone en el comercio (“Geneclean,” BIO 101 Inc., La Jolla, CA). El fragmento se sometio
a digestion después con las endonucleasas BamHI y Xbal, y luego se purifico otra vez sobre un gel de agarosa al 1%.
Este fragmento fue denominado F2.

El vector pA2 (modificacién del vector pVL941, que se discute mds adelante) se usa para la expresion de la pro-
teina del TNF-gamma usando el sistema de expresion de baculovirus (para realizar una revision véase la publicacién
de Summers, M.D. y Smith, G.E., 1987, “A manual of methods for baculovirus vectors and insect cell cultures pro-
cedures”, Texas Agricultural Experimental Station Bulletin No. 1555). Este vector de expresion contiene el promotor
potente de polihedrina del virus de la polihedrosis nuclear californica Autographa (AcMNPV) seguido de los sitios de
reconocimiento para las endonucleasas de restricciéon BamHI y Xbal. Se usa el sitio de poliadenilacién del virus 40
de simios (SV40) para obtener una poliadenilacién eficaz. Para realizar una seleccion fécil de virus recombinantes, el
gen de beta-galactosidasa procedente de E. coli es insertado en la misma orientacién que el promotor de polihedrina
seguido por la sefial de poliadenilacién del gen de polihedrina. Las secuencias de polihedrina estdn flanqueadas en
ambos lodos por secuencias virales para la recombinacién homéloga mediada por células, del DNA viral de tipo sal-
vaje transfectado conjuntamente. Muchos otros vectores de baculovirus podrian usarse en lugar del pA2, tales como
el pRG1, el pAc373, el pVL941 y el pAcIM1 (Luckow, V.A. y Summers, M.D. Virology, 170:31-39).

El plasmido se someti6 a digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal y luego se desfosforilé usando
fosfatasa intestinal de ternera, mediante procedimientos conocidos en la técnica. Después se aislé el DNA desde un
gel de agarosa al 1% usando un kit de que se dispone el comercio (“Geneclean” BIO 101 Inc. LaJolla, Ca.). Este DNA
vector es denominado V2.

El fragmento F2 y el pldsmido V2 desfosforilado fueron ligados con DNA ligasa T4. Células azules XL1 de E. coli
fueron transformadas luego. La secuencia del fragmento clonado fue confirmada mediante secuenciacién del DNA.

5 ug del plasmido pPBAC TNF-gamma fueron transfectados conjuntamente con 1,0 ug de un baculovirus lineariza-
do, disponible en el comercio, (“DNA de baculovirus BaculoGold™”, Pharmingen, San Diego, CA) usando el método
de la lipofeccion (Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7413-7417 (1987)).

1 ug de DNA de virus BaculoGold™ y 5 ug del pldsmido pBAC TNF-gamma fueron mezclados en un pocillo
estéril de una placa de microtitulacién que contenia 50 ul de medio de Grace (Life Technologies Inc., Gaithersburg,
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MD) desprovisto de suero. Después se afiadieron 10 ul de lipofectina més 90 1 de medio de Grace, se mezcld y se
incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego la mezcla de transfeccion se afiadié gota a gota a las células
de insecto Sf9 (ATCC CRL 1711) y sembradas en una placa de cultivo de tejidos, de 35 mm, con 1 ml de medio de
Grace, sin suero. La placa se hizo oscilar adelante y atrds para mezclar la solucién afiadida de nuevo. La placa se
incub6 luego durante 5 horas a 27°C. Al cabo de 5 horas la solucién de transfeccion se separ6 de la placa y se afiadid
1 ml de medio de insectos de Grace suplementado con suero fetal de ternera al 1%. La placa se puso de nuevo en un
incubador y se continué el cultivo a 27°C durante cuatro dias.

Después de cuatro dias se recogio el sobrenadante y se llevé a cabo un ensayo en placa semejante al descrito por
Summers y Smith (referencia anterior). Como modificacion se usé un gel de agarosa con “Blue Gal” (Life Techno-
logies Inc., Gaithersburg), que permite un aislamiento facil de las placas tefiidas de azul. (Una descripcién detallada
de un “ensayo de placas” puede encontrarse también en la guia del usuario para cultivos de células de insectos y
baculovirologia, distribuida por Life Technologies Inc., Gaithersburg, pagina 9-10).

Cuatro dias después de la dilucion seriada, se afiadié el virus a las células, las placas tefiidas de azul fueron elegidas
con la punta de una pipeta Eppendorf. El agar que contenia los virus recombinantes fue resuspendido luego en un tubo
Eppendorf que contenfa 200 ul de medio de Grace. El agar se separé mediante una centrifugacion breve y se usé el
sobrenadante, que contenia el baculovirus recombinante, para infectar células Sf9 sembradas en placas de 35 mm.
Cuatro dias mds tarde los sobrenadantes de estas placas de cultivo fueron recolectados y mantenidos luego a 4°C.

Las células Sf9 fueron cultivadas en medio de Grace suplementado con FBS al 10%, inactivado por calor. Las
células fueron infectadas con el baculovirus V recombinante-TNF-gamma a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 2. Seis horas més tarde se separ6 el medio y se reemplazé con medio SF900 II menos metionina y cisteina (Li-
fe Technologies Inc., Gaithersburg). 42 horas después se afiadieron 5 uCi de **S-metionina y 5 uCi de 3S-cisteina
(Amershamm). Las células fueron incubadas posteriormente durante 16 horas antes de recolectarlas por centrifuga-
cién y las proteinas marcadas fueron visualizadas mediante SDS-PAGE y autorradiografia. La Figura 5 ilustra el gel
en el que las Calles 1 y 3 son el medio del TNF-gamma y el testigo; y las calles 2 y 4 son el lisado celular del TNF-
gamma y el testigo.

Ejemplo 3
Expresion de TNF-gamma recombinante en células COS

La expresion de plasmido, TNF-gamma HA se deriva desde un vector pcDNAI/Amp (Invitrogen) que contiene: 1)
origen de replicacion de SV40, 2) gen de resistencia a la ampicilina, 3) origen de replicacién de E. coli, 4) promotor
de CMV seguido de una region de poliengarce, un intrén de SV40 y sitio de poliadenilacién, Un fragmento de DNA
que codifica el precursor de TNF-gamma entero y una marca HA fusionada en el marco de lectura para su extremo 3’,
fue clonado en la regién de poliengarce del vector; por tanto, la expresion de la proteina recombinante esta dirigida
bajo el promotor de CMV. La marca HA corresponde a un epitopo que deriva de la proteina de la hemaglutinina de
la influenza, como ha sido descrito anteriormente (I. Wilson, H. Niman, R. Heighten, A. Cherenson, M. Connolly y
R.lerner, 1984, Cell 37, 767). La infusién de la marca HA a la proteina diana permite una deteccién facil de la proteina
recombinante con un anticuerpo que reconoce el epitopo HA.

La estrategia de construccién del plasmido se describe a continuacién:

La secuencia de DNA que codifica el TNF-gamma, ATCC N° 75927, fue construida por PCR sobre el EST ori-
ginal clonado, usando dos cebadores: el cebador de 5’ (el mismo que para el ejemplo del bacula) contiene un sitio
BamHI seguido por 24 nucleétidos de secuencia codificadora del TNF-gamma partiendo desde el codén de iniciacion;
la secuencia de 3° 57 CGCTCTAGATCAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGATAGTAAGAAGGCTCCAAAG 3’
contiene secuencias complementarias al sitio Xbal, codén de detencion de la traduccién, marca HA y los dltimos 18
nucledtidos de la secuencia codificadora del TNF-gamma (sin incluir el codén de detencion). Por consiguiente, el pro-
ducto de la PCR contiene un sitio BamHI, secuencia codificadora del TNF-gamma seguida de la marca HA fusionada
en el marco, un codén de detencién de la terminacién de la traduccién a continuacién de la marca HA, y un sitio Xbal.
El fragmento de DNA amplificado por PCR y el vector, pcDNAI/Amp, fueron sometidos a digestién con las enzimas
de restricci6on BamHI y Xbal y ligados. La mezcla de ligacién fue transformada en la cepa de E. coli SURE (disponi-
ble de Stratagene Cloning Sysrems, 11099 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037), el cultivo transformado se
extendi6 en placa sobre placas con medios de ampicilina y se seleccionaron las colonias resistentes. Se aislé el DNA
plasmidico desde los transformantes y se examinaron mediante andlisis de restriccion para determinar la presencia del
correcto fragmento. Para la expresién del TNF-gamma recombinante, se transfectaron células COS con el vector de
expresion mediante el método de DEAE-DEXTRANO (J. Sambrook, E. Fritsch, T. Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Laboratory Pres, (1989). La expresion de la proteina HA del TNF-gamma fue detec-
tada el método de radiomarcado e inmunoprecipitacion. (E. Harlow. D. Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, (1988)). Se marcaron las células durante 8 horas con **S-cisteina dos dias después de
la transfeccién. Después se recogieron los medios de cultivo y las células fueron lisadas con detergente (tamp6n RIPA
(NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, SDS al 0,1%, NP-40 al 1%, DOC al 0,5%, Tris 50 mM, pH 7,5). (Wilson, 1. et al., Id.
37:767 (1984)). El lisado celular y los medios de cultivo fueron precipitados con un anticuerpo monoclonal especifico
de HA. Las proteinas precipitadas fueron analizadas sobre geles de PAGE-SDS al 15%.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 285701 T3

Ejemplo 4
Tipo de expresion del TNF-gamma en tejido humano

Se llevo a cabo andlisis de transferencia de RNA para examinar los niveles de expresion del TNF-gamma en tejidos
humanos. Muestras de RNA celular total fueron aisladas con el sistema RNAzol™ B (Biotecx Laboratories, Inc. 6023
South Loop East, Houston, TX 77033). Aproximadamente 2 ug (para la transferencia de RNA de la Figura 3A) de
RNA total aislado desde cada tejido humano especificado, fueron separados sobre gel al 1% de agarosa-formaldehido
y transferidos sobre un filtro de nilén. (Sambrook, Fritsch and Maniatis, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Press,
(1989)). La reaccion de marcado se llevé a cabo conforme al kit Prime-It de Stratagene con 50 ng de cDNA de TNF-
gamma, para producir cDNA de TNF-gamma marcado con **P. El DNA marcado fue purificado con una columna
Select-G-50 (5 Prima - 3 Prima, Inc. 5603 Arapahoe Road, Boulder, CO 80303). El filtro fue hibridado luego con gen
de TNF-gamma, de longitud total, marcado radiactivo a 1.000.000. cpm/ml, en NaPO, 0,5 M, pH 7,4 y SDS al 7%,
durante la noche, a 65°C. Después de lavar dos veces a temperatura ambiente y dos veces a 60°C con 0,5 x SSC, SDS
al 0,1%, el filtro se expuso a -70°C durante la noche, con una pantalla de intensificacién. El RNA mensajero para el
TNF-gamma es abundante en el rifién (Figuras 3A).

La misma reaccion se llevé a cabo obteniendo los resultados indicados en la Figura 3B, siendo el tinico cambio
que se usaron 10 ug de RNA de poli A a partir de los tejidos indicados. EI RNA mensajero para el TNF-gamma es
expresado predominantemente en células HUVEC (Figura 3B).

Ejemplo 5

Aptitud del TNF-gamma recombinante para inhibir el crecimientos de las células WEHI 164 y L1929, inducir la adhe-
sion celular en células HL-60 y favorecer el crecimiento de células endoteliales

Las células diana adherentes fueron preparadas partiendo de cultivos confluentes por tripsinizacién en PBS, y las
células diana no adherentes fueron recolectadas desde cultivos estacionarios y lavadas con medio una vez. Las células
diana fueron suspendidas en la proporcién de 3 x 10° células/ml, en medio que contenia FCS al 10%. Alicuotas de 0,1
ml fueron distribuidas en placas de microtitulacién de fondo plano de 96 pocillos que contenian 0,1 ml de las muestras
de ensayo de las células, diluidas en seriadamente (WEHI 164 y 1.929). La incubacién se continué durante 70 horas.
Se anadieron TNF-o, TNF-g y TNF-gamma en una concentracién de 0,5 pg/ml. La citotoxicidad y la actividad de
proliferacién fueron cuantificadas usando un ensayo MTS, llevado a cabo mediante la adicién a cada pocillo de 20 pl
de MTS y solucién de metosulfato de fenazina (PMS). Al cabo de un periodo de incubacién de tres horas, se midi6 la
densidad 6ptica (OD) en 492 nm mediante un lector de placas ELISA. La densidad dptica en 492 nm es proporcional
al nimero de células viables en los pocillos. El tanto por ciento de citotoxicidad se calcul6 del modo siguiente: % de
citotoxicidad = (100 - OD¢yperimental = ODiestigo) X 100. Las fotografias fueron tomadas al cabo de 72 horas. Como muestra
la Figura 6A y 8, el TNF-gamma indujo un cambio de morfologia que aparecié como células redondeadas oscuras que
estaban muertas.

En la grifica de la Figura 6B, el ensayo se llevé a cabo como se ha descrito antes, sin embargo, se afiadieron
cantidades crecientes de TNF. Los resultados indican que el TNF-gamma es un inhibidor de las células WEHI 164.

Para ensayar la aptitud de adhesién del TNF-gamma, se usaron células HL-60 y la adhesién celular y el contacto
de célula-célula fueron medidos por observacion al microscopio y calificados subjetivamente por dos investigadores
independientes. La Figura 10 ilustra la aptitud del TNF-gamma para inducir la adhesién celular.

En el ensayo efectuado para determinar la aptitud del TNF-gamma para potenciar el crecimiento de células endo-
teliales, el indice de proliferacién (PI) se calcul6 del modo siguiente: PI = OD¢yperimentat = ODyestigo- La Figura 8 ilustra
que el TNF-gamma es un promotor del crecimiento de células endoteliales.

Ejemplo 6
Medida de la capacidad de apoptosis del TNF-gamma

En una primera etapa de incubacion, anticuerpo anti-histona se fija por adsorcion sobre la pared de un médulo de
una placa de microtitulacién. Seguidamente, los sitios de unién inespecifica sobre la pared son saturados mediante tra-
tamiento con tampodn de incubacidén (por ejemplo, solucién bloqueante). Durante la segunda etapa de incubacion, los
nucleosomas contenidos en la muestra de células WEHI 164 tratados con TNF-o, TNF- o TNF-gamma, se unen por
medio de sus componentes de histona al anticuerpo anti-histona inmovilizado, En la tercera etapa de incubacioén, pe-
roxidasa anti-DNA (POD) reacciona con la parte de DNA del nucleosoma. Después de separar mediante una etapa de
lavado todo el conjugado de peroxidasa sin unir, se determina fotométricamente con ABTS (2,2’-azino-di-[sulfonato
de 3-etilbenzotiazolina), como sustrato, la cantidad de peroxidasa retenida en el inmunocomplejo. El anticuerpo anti-
histona reacciona con las histonas HI, H2A, H2B, H3 y H4 procedente de la muestra. El anticuerpo anti-DNA POD
se une a DNA monocatenario y bicatenario. Por tanto, el ensayo ELISA permite la deteccion de mono- y oligonucleo-
somas y puede ser aplicado a la medida de la muerte celular apoptética. El nivel de muerte celular se mide mediante la
cantidad de fragmentos de DNA asociados a la histona citopldsmica, lo que estd indicado como la absorbancia A405
nm/A490 (Véase Catilogo de Boehringer Mannheim, 0990 C 93 2 1541170) (véase la Figura 7).
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Ejemplo 7
Ensayo de union al receptor usando TNF-gamma

TNF-a y TNF-gamma fueron purificados por cromatografia de afinidad de Ni-NTA usando la marca 6-His y se
afiadi6 1 pg/pocillo a una placa de 96 pocillos (Xenopore Corp.) revestidos con quelato de niquel, incubdndose durante
2 horas. Después de lavar tres veces se afiadié a cada pocillo 100 ng de receptores de TNF solubles, humanos, sTNF
RI 6 sTNF RII, y se incub6 durante 2 horas. La placa se lavé tres veces y se afiadi6 anticuerpo policlonal marcado con
fosfatasa alcalina, para STNF RI 6 sTNF RII (200 ul). Se anadi6 a cada pocillo solucién de sustrato, 200 ul, y la placa
se incub6 durante 2 horas. Se midi6 la OD usando un lector de ELISA (longitud de onda de ensayo 450 nm, longitud
de onda de correccién 590 nm). Los resultados que se indican en la Figura 11 ilustran que el TNF-gamma no se une
significativamente a los receptores sTNF.

Numerosas modificaciones y variaciones de la presente invencion son posibles a la luz de las ensefianzas anteriores

y, por tanto, dentro del alcance de las reivindicaciones que se acompaifian, la invencién puede ser puesta en practica de
otro modo que el descrito particularmente
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucelétido seleccionado entre el grupo que consiste en

(a) polinucledtidos que codifican al menos la forma madura del polipéptido que tiene la secuencia de aminod-
cidos deducida indicada en SEQ ID NO: 2;

(b) polinucledtidos que tienen la secuencia codificadora indicada en SEQ ID NO: 2 que codifica al menos la
forma madura del polipéptido;

(c) polinucledtidos que codifican el polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos de al menos la forma
madura del polipéptido codificado por el cDNA contenido en ATCC 75927;

(d) polinucledtidos que tienen la secuencia codificadora del cDNA contenido en ATCC 75927 que codifican al
menos la forma madura del polipéptido; y

(e) polinucledtidos que son al menos 95% idénticos con el polinucleétido de cualquiera de (a) a (d), que
codifican un polipéptido que estimula la liberacion de citoquina proinflamatoria desde células T.

2. El polinucleétido segun la reivindicacion 1, que es DNA.

3. E1 DNA segun la reivindicacién 2, que es DNA genémico.

4. El polinucleétido segtin la reivindicacion 1, que es RNA.

5. Un vector que contiene el polinucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. El vector segtn la reivindicacién 5, en el que polinucledtido esta ligado operablemente a secuencias de control
de la expresion que permiten la expresion en células huésped procaridticas o eucariéticas.

7. Una célula huésped modificada por ingenieria genética con el vector segin la reivindicacién 5 6 6.

8. Un procedimiento de produccién de un polipéptido que posee actividad de TNF-gamma, que comprende cultivar
la célula huésped segtin la reivindicacién 7 y recuperar desde el cultivo el polipéptido codificado por dicho polinu-
cledtido.

9. Un procedimiento de produccién de células capaces de expresar un polipéptido que posee actividad de TNF-
gamma, que comprende modificar células por ingenieria genética con el vector segun la reivindicaciones 5 6 6.

10. Un polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos codificada por un polinucleétido segiin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4 u obtenible mediante el procedimiento segutn la reivindicacién 8.

11. Un anticuerpo contra el polipéptido segtn la reivindicacién 10.

12. Un antagonista/inhibidor contra el polipéptido segun la reivindicacién 10, que es un anticuerpo segtn la rei-
vindicacién 11, o una construccién antisentido que es capaz de hibridarse con un transcrito del polinucledtido segtin
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

13. Una molécula de acido nucleico que se hibrida especificamente con un polinucleétido segtin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.

14. Una composicién farmacéutica que comprende el polinucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4 o el polipéptido segun la reivindicacion 10, y, opcionalmente, un excipiente aceptable desde el punto de vista
farmacéutico.

15. Una composicion de diagnéstico que comprende el polinucleétido segtin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, la molécula de 4cido nucleico segtin la reivindicacién 13 o el anticuerpo segtn la reivindicacién 11.

16. El uso del polipéptido segin la reivindicacién 10 o del polinucleétido segiin una cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 4, para preparar una composiciéon farmacéutica para curar heridas, para inhibir la proliferacién de
tumores o las neoplasias, para el tratamientos de las restenosis o para la prevencién de enfermedades autoinmunita-
rias.

17. El uso del antagonista segtin la reivindicacién 12, para preparar una composicién farmacéutica para el trata-

miento de la caquexia, la malaria cerebral, la artritis reumatoide, la osteoporosis, el choque endotéxico (séptico), para
la prevencién del rechazo de los injertos, o ttil como agente antiinflamatorio.
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18. Un método para identificar agonistas y antagonistas del polipéptido segtin la reivindicacion 10, que comprende:

(a) combinar selectivamente células endoteliales, Concanavalina A, el compuesto a seleccionar y [3H] timidi-
na, en presencia o ausencia del polipéptido segtin la reivindicacién 10;

(b) medir la incorporacién de [3H]timidina por las células endoteliales; y
(c) determinar si el compuesto ha potenciado o bloqueado la incorporacién de [3H] timidina.

19. Un método in vitro para diagnosticar un tumor o una susceptibilidad a un tumor, que comprende detectar una
forma mutada de la secuencia de dcidos nucleicos que codifica el polipéptido segtin la reivindicacion 10.

20. El anticuerpo segun la reivindicacion 11, que es un anticuerpo policlonal.
21. El anticuerpo segun la reivindicacién 11, que estd seleccionado entre el grupo que consiste en:
(a) un anticuerpo monoclonal,;
(b) un anticuerpo quimérico;
(c) un anticuerpo monocatenario; y
(d) un fragmento Fab.
22. Una célula que produce el anticuerpo segun la reivindicacién 11.

23. Un hibridoma que produce el anticuerpo segin la reivindicacién 11.
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CCCAATCAAGAGAAATTCCATACTATCACCACTTGUY CGACTTTCCAAGTCTAGTGL AGA
AATCCAAGGCACCTCACACCTACACTTCCTATACCTCTGAGACTCCAGAGGARAGAACAA
GACAGTGCAGAAGCATATCTTAGAACCCACTGAAAAC " TACAAGCTTGAAAAGGAAGU AT
ACCCTCCTGACCTATAAGAAAA TTTREAGTCTGCAGGULGATATCC TTCTGGCCCAAGAL
ATTGCTGTTATCATTTGACTAAGAGCAAATTATTTCTGGTGAGCTC TGAGTGAGGATTAG
GACCACCGAGATGCCAAGTTTC TATCACTTACCTCATGCCTGTAAGACAAGTCTTTTGTT
CCAATTCATGAATCGGGAGAAAACACTTCACCCAATCACTTATGGGCACAGAATCUAATT
TCAAGCGTCTCC TG CCTGCCCTTGTCATACCTAAACAAGAGAGGCATCCATGACTTTTAT
CTGAGTCATTTGGGAAAGGATAATTCTTGCACCAAGCCATT MCCTAAACACAGAAGAAT
AGGGGCATTCCTTAACCTTCATTGTTCTCCAGGATCATAGGTC TCAGCATAAATTAAAAA
TTTTCAGGTCACACCACTCACTCTCAGAAACGC AAACTAATTTGCCCCAGGTCACTAGTC
CAAGATGT TATTCTCTTTGAACAAATC TG TATGTCCACTCACATATTCTTCATTCATTCC
TCCCCAAAGCACT T TTTACC TG TTAGGTATATTCGATCACTTTAGTCTATTTTGAAAATG
ATATGAGACGCTTTTTAAGCAAAGTCTACAGTTTCCCAATGAGAAAATTAATCCTCTTTC

M R R F 1L & K v Vv & F © ™M ® ¥ 1 ¥ | F_ L

TTIGTCTTTCCAGT TG TGAGACAAACTCCCACACAGCACTTTAAAAATCAGTTCCCAGCTC
vV F P V.V R Q T P T Q H F K N Q F P A L

TGCACTGGGAACATGAACTAGGCCTCGCCTTCACCAAGAACCGAATGAACTATACCAACA
H W E H E L G L A F T K N R M NY T NK

AATTCCTGCTCATCCCAGAGTCGGGAGACTACTTCATTTACTCCCAGGTCACATTCCGTG
F L L I P E £ ¢ DY F ! Y s Q V TF RG

GGATGACCTCTGAGTGCACTCAAATCAGACAAGCAGCCCGACCAAACAAGCCAGACTCCA
M TS EC £ E I R QO AGR P NK P D & 1

TCACTGTGGTCATCACCAAGGTAACAGACAGCTACCCTGAGCCAACCCAGCTCCTCATGC
T VvV I T K V T DS Y P E P T Q L L M C

GGACCAACTCTCTATGCGAAGTAGCTAGCAACTCCTTCCAGCCCATCTACCTCGGAGICA
T K § vV €C E V G S N W F Q0 P 1 Y L C A M

TGTTCTCCTTCCAACAACGGGAC AAGCTAATGG TGAACCTCAGTGACATCTCTTTGGTGG
"F $ L Q E € D K L M VNV S DI SL VD

ATTACACAAAAGAAGATAAAACCTTCTTTGGAGCCTTCTTACTATAGGAGGAGAGCAAAT
Y T K E D K T F F G A F L L -~

ATCATTATATCAAACTCCTCTCCCACCGACTTCCTAATTTTCTTTIGCTTCAAATGTAATTA
TAACCAGGGGTTTTC TTGGGGCCCGCGAGTAGCGGGCATTCCACAGGGACAACCCTTTAGC
TATGAAATTTGGGGCCAAAATTTCACACTTCATGTGCCTTACTGATGAGAGTACTAACTG
GAAAAAGGCTGAAGAGAGCAAATATATTATTAAGATGSGTTGGAGGATTGGCGAGTTTCT
AAATATTAAGACACTGATCACTAAATGAATGGATCATCTACTCGCGTCAGGATTGAAAGA
GAAATATTTCAACACCTCCCTCCTATACAATCCTCACCACTGCTCCACTTATTCTTCAAT
TTGATCATAAATTTGC TTCAATTCAGGACCTTTGAAGGAACTCCAAGGAAAGCTCTACAA
AACACTATAAACTTTCAGAGGCAAAATCCTTCACCAATTTTTCCACATACTTTCATGCCT
TGCCTAAAAAAAATGAAAAGAGACTTGCTATCTCTCATGAATGTTCACACAGAAGGAGTT
GGTTTTCATGTCATCTACACCATATGAGAAAAGCTACCTTTCTTTTGATTATCTACACAG

FIGURA 1
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FIG.5

Expresion de TNFy en sistema de baculovirus
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL
(i) SOLICITANTE: YU, ET AL.
(ii) TITULO DE LA INVENCION: Factor-Gamma de la necrosis tumoral humana
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2

(iv) DIRECCION DE LA CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: CARELLA, BYRNE, BAIN, GILFILLAN, CECCHI, STEWART and OLS-
TEIN

(B) CALLE: 6 BECKER FARM ROAD

(C) CIUDAD: ROSELAND

(D) ESTADO: NEW JERSEY

(E) PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
(F) CODIGO POSTAL: 07068

(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: DISQUETE DE 9 CM
(B) ORDENADOR: IBM PS/2
(C) SISTEMA OPERATIVO: MS-DOS
(D) SOFTWARE: WORD PERFECT 5.1

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION: Presentada con la presente
(C) CLASIFICACION:

(vii) FECHA DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:

(viii) INFORMACION DEL APODERADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: FERRARO, GREGORY D.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 36.134
(C) REFERENCIA/NUMERO DE EXPEDIENTE: 325800-256

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 201-994-1700
(B) TELEFAX: 201-994-1744

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 2442 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) CATENARIEDAD: SENCILLA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL

(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:
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CCCAATCAAG AGAAATTCCA TACTATCACC
AARTCCARGGC ACCTCACACC TAGAGTTCCT
GACAGTGCAG AAGGATATGT TAGAACCCAC
ACCCTCCTGA CCTATAAGAR ARTTTTCAGT
ATTGGTGTTAR TCATTTGACT AAGAGGARAAT
GACCAGGGAG ATGCCAAGTT TCIATCACTT
CCAATTGATG AATGGGGAGA AAACAGTTCA
TGAAGGGTCT GGTGCCTGCC CITGTCATAC
CTGAGTCATT TGGGAAAGGA TAATTCTIGC
AGGGGGATTC CTTAACCTTC ATIGTTCTCC
TTTTCAGGTC AGACCACTCA GTCTCAGAAA

AGTTGGCCGA
ATACCTCTGA
TGAARAACCTA
CTGCAGGGGG
TATTTGTGGT
ACCTCATGCC
GCCAATCACT
GTRARCAAGA
ACCAAGCCAT
AGGATCATAG
GGCAAAGTAA

CAAGATGTTA TTCTCTTTGA ACAAATGTGT ATGTCCAGTC

TCCCCAAAGC AGTTTTTAGC
ATATGAGACG CTTTTTAAGC
TTGTCTTTCC AGTTGTGAGA
TGCACTGGGA ACTAGAACTA

AARTTCCTGCT GATCCCAGAG
GGATGACCTC TGAGTGCAGT
TCACTGTGGT CATCACCAAG
GGACCAAGTC TGTATGCGAA
TGTTCTCCTT GCAAGAAGGG
ATTACACAAR AGAAGATAAA
ATCATTATAT GAAAGTCCTC
TAACCAGGGG TTITCTTIGGG
TATGAAATTT GGGGCCAAAA
GAAAAAGGCT GAAGAGAGCA
AAATATTAARG ACACTGATCA
GAAATATTTC AACACCTCCC
TTGATCATAA ATTTGCTTCA
ARCAGTATAA ACTTTCAGAG
TGCCTAAAARA AAATGAARAG
GGTTTTCATG TCATCTACAG
ATATCTAAAT AAGGAAGTTT
TTCAGTAGAG TTTTCTIGCC
CTATGARAAA CAAGACAGAC
ATCAAACATC AGTCAACATA
TCACACCTGT AATCCCAACA
GTTCAAGACT AGCCTGACCA
COGGGCGTGG TAGCGCATGG
NCTTGAACTG GGGAGGCAGA
GGGTAACAAG AGCAAAACTC

CTTTCCAAGT CTAGTGCAGA
GACTCCAGAG GAAAGAACAA
GAAGGTTGAA AAGGRAGCAT
ATATCCTTGT GGCCCAAGAC
GAGCTCTGAG TGAGGATTAG
TGTAAGACAA GTGTTTTIGTIT
TATGGGCACA GAATGGAATT
GAGGCATCGA TGAGTTTTAT
TTTCCTAAAC ACAGAAGAAT
GTCTCAGGAT AAATTAAAAA
TTTGCCCCAG GTCACTAGTC
ACRTATTCTT CATTCATTCC

TGTTAGGTAT ATTCGATCAC
AARGTCTACA GTTTCCCAAT
CAAACTCCCA CACAGCACTT
GGCCTGGCCT TCACCAAGAA

TCGGGAGACT ACTTCATTITA
GAAATCAGAC AAGCAGGCCG
GTAACAGACA GCTACCCTGA
GTAGGTAGCA ACTGGTTCCA
GACAAGCTAAR TGGTGAACGT
ACCTTCTTTG GAGCCTTCTT
TGCCACCGAG TTCCTAATTT
GCCGGGAGTR GGGGGCATTC
TTTCACACTT CATGTGCCTT
MTATATTAT TAARGATGGGT
CTAAATGAAT GGATGATCTA
TGCTATACAA TGGTCACCAG
ATTCAGGAGC TTTGAAGGAA
GCARAATCCT TCACCAATTT
AGRGTTGGTA TGTCTCATGA
CATATGAGAA AAGCTACCIT
GAGTTTCACA TGTATATCCC
CACCTATTTT GIGCTGGGTIT
TCCACTCAAA ATTTATATGA
CTCTAAAGAA TAACTCCAAG
CTTTGGGAGG CCAAGGTGGG
ACGTGEAGAA ACCCCATCTC
CTGTAANCCT GGCTACTCAG
GGTTGCGGTG AGCCCAGANC
TGTCCARAAA AAAAAAAAAA

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD:

174 AMINOACIDOS

(B) TIPO: AMINOACIDO
(C) CATENARIEDAD:
(D) TOPOLOGIA: LINEAL

(i) TIPO DE MOLECULA: PROTEINA

TTTAGTCTAT TTTGAAAATG
GAGAAAATTA ATCCTCTTIC
TAAAAATCAG TTCCCAGCTC
CCGAATGAAC TATACCAACA

CTCCCAGGTC ACATTCCGTG
ACCAAACAAG CCAGACTCCA
GCCAACCCAG CTCCTCATGG
GCCCATCTAC CTCGGAGCCA
CAGTGACATC TCTTTGGTGG
ACTATAGGAG GAGAGCAAAT
TCTTTGTTCA AATGTAATTA
CACAGGGACA ACGGTTTAGC
ACTGATGAGA GTACTAACTG
TGGAGGATTG GCGAGTTTICT
CTCGGGTCAG GATTGAAAGA
TGGTCCAGTT ATTGTTCAAT
GTCCAAGGAA AGCTCTAGAA
TTCCACATAC TTTCATGCCT
ATGTTCRCAC AGARAGGAGTT
TCTTTTGATT ATGTACACAG
AAATACAACA GTTGCTTGTA
CTACCTTAAC CCAGAAGACA
ACACCACTAG ATACTTCCTG
TCTTGGCCAG GOGCAGTGGC
TGGATCATCT AAGGCCGGGA
TACTNAAAAT ACNAAATTAG
GAGGCCGAGG CAGAANAATT
GCGCCATIGC ACTCCAGCCT
AA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
S00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2442
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:
Arg Arg Phe Leu Ser Lys Val Tyr

Met
~-25
Leu
-10
Gln
Leu
Phe
Val
Ala
Lys
Thr
Tyxr

vVal

Lys

Ile

His

Gly

Leu

Thr

Gly

Val

Lys

Leu

Asn

Leu

Phe

Leu

Leu

Phe

Arg

Ser

Gly

val

Phe

Phe

Lys

Ile

Arg

Pro

Asp

val

Ala

Ser

Phe

Leu

Asn

10
Phe

25
Pro

40
Gly

55
Asn

70
SEr

85
Cys
100
Met
115
Asp
130
Gly
145

-20
Val
-5
Gln
Thr
Glu

Met

Lys

Gln

Phr

Ile

Ala

Phe

Phe

Lys

Ser

Thr

Pro

Pro

val

Ser

Ser

Phe

Pro

Pro

Asn

Gly

Ser

Asp

Glu

Gly

Leu

Leu

Leu

Val

Ala

Arg

Asp

Glu

Ser

PRO

Ser

Gln

Val

Leu

Ser Phe Pro Met Arg Lys

-15
Val Arg
1
Leu His
15
Met Asn
30
Tyr Phe
45
Cys Ser
60
Ile Thr
75
Thr Gln
S0
Asn Trp
105
Glu Gly
120

Asp Tyr
135

Gln

Trp

Tyr

Ile

Glu

Val

Leu

Phe

Asp

Thr

Thr

Gly

Thr

Ile

val

Leu

Gln

Lys

Lys

Pro Thr
5

His Glu
20

Asn Lys
35

Ser Gln
S0

Arg Gln
65

Ile Thr
80

Met Gly
95

Pro Ile
110

Leu Met
125

Glu Asp
140
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