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DESCRIPCION
Antigeno CD14 soluble novedoso
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un antigeno CD14 novedoso que puede servir como marcador de diagndstico
para septicemia. La invencién también se refiere a un método para diagnosticar la septicemia caracterizado por
someter a ensayo el antigeno. La invencién se refiere ademés a un fragmento de CD14 soluble recombinante util
como sustancia patrén de un kit de ensayo y a un método para producir el fragmento.

Antecedentes de la técnica

Se nombré una molécula de CD14 como una proteina identificada por una familia de anticuerpos que reconocen
glicoproteinas expresadas en la superficie de membrana de monocitos en la Third Leukocyte Typing Conference
(Tercera Conferencia de Tipificacion de Leucocitos), 1986. En 1990, Wright et al. dilucidaron que la molécula de
CD14 es un receptor para LPS, endotoxina (“Science”, vol. 249, pags. 1431-1433, 1990). La molécula de CD14 es
una glicoproteina que tiene un peso molecular de 53-55 kDa, y andlisis con el ADNc revelaron que ARNm de
aproximadamente 1,4 kb tiene una secuencia codificante de 356 aminoacidos (“Nucleic Acids Research” (R.U.), vol.
16, pag. 4173, 1988).

Se notificé que las moléculas de CD14 humana incluyen moléculas de CD14 solubles ademas de moléculas de
CD14 unidas a membrana y la sangre contiene moléculas de CD14 solubles que tienen diferentes pesos
moleculares (“European Journal of Immunology” (Alemania), vol. 23, pags. 2144-2151, 1993). Ademés, Landmann et
al. llevaron a cabo analisis de western blot con CD14 soluble en suero de pacientes que presentaban septicemia y
notificaron que hay CD14 soluble de aproximadamente 55 kDa a altos niveles en pacientes con septicemia que no
sobrevivieron y pacientes con hemoglobinuria nocturna paroxistica (HNP) y que en sueros normales, no se detectd
esta molécula sino que se detecté CD14 soluble de 49 kDa, un peso molecular ligeramente menor que el anterior
(“The Journal of Infectious Disease” (EE.UU.), vol. 171, pags. 639-644, 1995).

Steiter et al. notificaron que la diferencia en las cadenas de azlcar esta implicada en aquellos subtipos que tienen
diferentes pesos moleculares y se encuentran dos subtipos de CD14 solubles que tienen diferentes pesos
moleculares en sangre incluso tras la eliminacién de cadenas de azicar con unién a N y O (“European Journal of
Biochemistry” (Alemania), vol. 236, pags. 457-464, 1996). Ademas, Bufler et al. llevaron a cabo el analisis del
extremo C-terminal con CD14 soluble y naotificaron que un GPI se anclaba a un residuo de serina en la posicion 327
de CD14 soluble y que una molécula de CD14 soluble que tiene un peso molecular de aproximadamente 56 kDa es
una de las especies moleculares a las que no se ancla el GP! (“European Journal of Immunology” (Alemania), vol.
25, pags. 604-610, 1995).

En lo que respecta a CD14 soluble de longitud completa recombinante y un fragmento del mismo, Juan et al.
notificaron que un fragmento 1-152 N-terminal de CD14 humana tiene una funcién de transmitir sefiales de LPS a las
células (“Journal of Biological Chemistry” (EE.UU.), vol. 278, pags. 1382-1387, 1995), pero no han tenido éxito en la
expresion de un fragmento 1-124 N-terminal y un fragmento 1-98 N-terminal. Ademas, Majerle et al. notificaron que
un fragmento 1-152 N-terminal de CD14 humana que incluye 3 unidades de una region de repeticién rica en leucina
(LRR) se repliega y un fragmento 1-134 N-terminal de CD14 humana que incluye sélo dos unidades de la regién
LRR no se repliega, y que no tuvieron éxito en la expresiéon de un fragmento 1-69 N-terminal (“Pflugers Arch-
European Journal of Physiology” (Alemania), vol. 439 [supl.], pags. R109-R110, 2000), pero segun el informe, no han
tenido éxito en la expresion de un fragmento 1-69 N-terminal.

Los anticuerpos frente a moléculas de CD14 incluyen muchos anticuerpos anti-CD14, que se han preparado y usado
en la identificacién de proteinas CD14, tales como MEM-18 preparado por Bazil et al. (“European Journal of
Immunology” (Alemania), vol. 16, pags. 1583-1589, 1986), RoMo-1 preparado por Shutt et al. (“Allergie und
Immunologie” (Alemania), vol. 34, pags. 17-26, 1988), y 3C10 preparado por Steinman et al (“Journal of
Experimental Medicine” (EE.UU.), vol. 158, pags. 126-145, 1983).

Ademas, se ha informado sobre sistemas de ensayo de CD14 soluble usando esos anticuerpos por Shutt et al.
(documento DE-286876-A), Bazil et al. (“Molecular Immunology” (R.U.), vol. 26, pags. 657-662, 1989) y Grunwald et
al. (“Journal of Immunological Methods” (Holanda), vol. 155, pags. 225-232, 1992), que permiten el ensayo de CD14
soluble en liquido corporal humano.

Ademas, se han lanzado al mercado kits de ELISA para CD14 soluble de IBL-Hamburg, Medgenix y R & D Systems,
y se ha realizado el ensayo de CD14 soluble para muchas enfermedades tales como septicemia (“Clinical
Immunology And Immunopathology” (EE.UU.), vol. 80, pags. 307-310, 1996; y “Rinshokensa”, vol. 38, pags. 341-
344, 1994).

Sin embargo, se encontré que CD14 soluble no es un marcador especifico para septicemia debido a los aumentos
en los niveles de moléculas de CD14 solubles de aproximadamente 55 kDa y 49 kDa (de un informe a otro, los
pesos moleculares son diferentes y no se limitan a aproximadamente 55 kDa y 49 kDa, y se aplicara lo mismo en la
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siguiente descripcion) dependiendo del grado de evolucién de las enfermedades incluso en enfermedades a
excepcién de la septicemia (“Infection and Immunity” (EE.UU.), vol. 67, pags. 417-420, 1999; “Clinical and
Experimental Immunology” (R.U.), vol. 120, pags. 483-487, 2000; y “Clinical Experimental immunology” (R.U.), vol.
96, pags. 15-19, 1994). Ademds, se esperaba que la CD14 soluble fuese un marcador para la gravedad de la
septicemia. Sin embargo, no se proporcionado la CD14 soluble como producto de diagnéstico para septicemia
debido a que no hay correlacién con el choque septicémico (“Pediatric allergy and immunology) (Dinamarca), vol. 8,
pags. 194-199, 1997) y tampoco hay correlacién con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)
(“European Journal of Clinical Investigation” (R.U.), vol. 28, pags. 672-678, 1998).

Ademads, se ha descubierto la presencia de una molécula de CD14 soluble con un bajo peso molecular de
aproximadamente 36 kDa en sangre ademas de otras tales como las dos clases de moléculas de CD14 solubles
descritas anteriormente de aproximadamente 55 kDa y 49 kDa notificadas por Landmann et al. (CD14 de alto peso
molecular (de un informe a otro, los pesos moleculares son diferentes y no se limitan a aproximadamente 55 kDa y
49 kDa, y se aplicara lo mismo en la siguiente descripcién). También se ha descubierto la presencia de una pequeiia
cantidad de la CD14 de bajo peso molecular en un donante normal y de una cantidad aumentada de la CD14 de
bajo peso molecular en pacientes que presentaban septicemia. Por consiguiente, se ha validado la eficacia clinica
del ensayo con una CD14 de bajo peso molecular soluble. Como ensayo para la CD14 de bajo peso molecular
soluble, existe una propuesta en la que se obtiene indirectamente el nivel de CD14 de bajo peso molecular en
sangre restando el nivel de CD14 de alto peso molecular en sangre del nivel total de la CD14 soluble en sangre
(publicacién internacional WO 01/22085).

Descripcion de la invencion
Problemas que han de resolverse mediante la invencién

En vista de tal situacién, un antigeno in vivo novedoso que puede servir como marcador de diagnéstico para
septicemia facilmente detectable es muy esperado. También, un kit de ensayo y un método de ensayo para el
antigeno usando un anticuerpo particular son muy esperados. Ademas, un método para cribar un anticuerpo que es
util en el ensayo del antigeno es esperado. Todavia mas, un fragmento soluble recombinante que tiene la funcién
inmunolégica similar al antigeno asi como su método de produccidn son esperados.

Medios para resolver los problemas

Tras una extensa investigacion, los inventores de la presente invencién encontraron un antigeno novedoso que tiene
la secuencia de la CD14 en sangre humana, y también, un método para diagnosticar la septicemia o un método para
detectar la septicemia que se logra sometiendo a ensayo el antigeno novedoso.

Los inventores también encontraron un fragmento soluble recombinante que tiene naturaleza inmunolégica similar al
antigeno, y un método para producir el fragmento, y también, un anticuerpo que se une especificamente al
fragmento.

Ademads, los inventores encontraron un kit de ensayo y un método de ensayo que pueden someter a ensayo
diversos antigenos, y el kit incluye como su constituyente “un anticuerpo que se une especificamente a un péptido
que comprende una secuencia de aminoacidos particular de la CD14 soluble de longitud completa humana” o un
fragmento del mismo; “un anticuerpo producido usando el péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
particular de la CD14 soluble de longitud completa humana para el antigeno” o un fragmento del mismo; o “un
anticuerpo que se une especificamente al fragmento” o un fragmento del mismo.

Los inventores también encontraron un método para cribar un anticuerpo que es eficaz para someter a ensayo el
antigeno.

En la memoria descriptiva de la presente invencién, un “antigeno CD14 soluble” también puede denominarse
“proteina CD14 soluble”. Con respecto al “fragmento de CD14 soluble recombinante”, aunque también puede
denominarse “proteina CD14 soluble recombinante”, el término “fragmento” se usa en el presente documento para
indicar que tiene una secuencia parcial de CD14 soluble de longitud completa humana. El término “fragmento” ha de
entenderse como en el caso del término técnico general usado en la técnica. En la presente invencién, el
“fragmento” designa una parte de la proteina analito que comprende una secuencia parcial de la secuencia de
aminoacidos de la proteina analito, y no se cuestiona la diferencia en la conformacién de la proteina o en la adicién
de una cadena de aztcar o un lipido a la proteina analito.

La invencion se define por las reivindicaciones.
A continuacion, se describe la presente invencién tal como se describié anteriormente, con mayor detalle.

La presente invencién proporciona un antigeno CD14 soluble novedoso, un fragmento de CD14 soluble
recombinante y un método novedoso para diagnosticar o detectar septicemia tal como se describe a continuacion.
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(1) Un antigeno CD14 soluble novedoso de los siguientes puntos (1-1) o (1-2).
(1-1) Un antigeno CD14 soluble que tiene lo:; siguientes rasgos caracteristicos 1) a 3):
1) un peso molecular de 13 £ 2 kDa cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;

2) una secuencia de aminoacidos en la que esta presente la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:1 en
su extremo N-terminal; y

3) capacidad para unirse especificc mente a un anticuerpo preparado usando el péptido que comprende 16
residuos de aminoacido descritos en SEQ IC NO:2 para el antigeno.

(1-2) Un antigeno CD14 soluble del punto (1-1) que también tiene el siguiente rasgo caracteristico 4):
4) que puede obtenerse de plasma umano.
(2) Un método para diagnosticar septicemia 1e uno cualquiera de los siguientes puntos (2-1) a (2-4).

(2-1) Un método para diagnosticar o detecta’ septicemia en el que se somete a ensayo el antigeno CD14 soluble del
punto anterior (1).

(2-2) Un método para diagnosticar o detectar septicemia del punto anterior (1) comprendiendo el método las
siguientes etapas de:

1) someter a ensayo el antigeno CC 14 soluble del punto anterior (1) en la sangre recogida de un sujeto;
2) comparar el valor sometido a ensayo con el valor habitual para un donante normal; y
3) evaluar si el sujeto tiene septicemniia.

(2-3) Un método para diagnosticar o detectir septicemia del punto anterior (1) en el que la etapa 1) de someter a
ensayo el antigeno CD14 soluble se logra maediante un inmunoensayo.

(2-4) Un método para diagnosticar o detect:ir septicemia del punto anterior (1) en el que la etapa 1) de someter a
ensayo el antigeno CD14 soluble se logra mediante un inmunoensayo de tipo sandwich.

Esta invencién también proporciona el siguiente método particular para producir el fragmento de CD14 soluble
recombinante de la presente invencién.

(3) Un método de uno cualquiera de los sigt ientes puntos (3-1) a (3-3) para producir el fragmento de CD14 soluble
recombinante, que consiste en una secuencia de aminoacidos desde una cualquiera de las posiciones 1 a 17 hasta
una cualquiera de las posiciones 59 a 90 de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3, teniendo dicho
fragmento de CD14 soluble recombinante los siguientes rasgos caracteristicos 1) a 3):

1) un peso molecular de 13 +/- 2 kD.1 cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;
2) sin capacidad para unirse especificamente al anticuerpo 3C10 y el anticuerpo MEM-18; y

3) capacidad para unirse especificimente a un anticuerpo, que se une a un péptido que consiste en la
secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:2, sreparandose el anticuerpo usando dicho péptido como antigeno.

(3-1) Un método para producir el fragmento (le CD14 soluble recombinante de io anterior que comprende las etapas
de:

(i) producir un fragmento de CD14 soluble recombinante que tiene la secuencia caracterizada por los siguientes
puntos 1) a 4):

1) un fragmento que tiene una secu¢:ncia parcial de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3,
o un fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afadido o sustituido de 1 a 10
aminodacidos en la regidn distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3;

2) el extremo N-terminal es una cual Juiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3;
3) el extremo C-terminal es una cual juiera de las posiciones 134 a 356 de SEQ ID NO: 3;

4) se ha incorporado una secuencia de un sitio de escisién para una proteasa predeterminada en el sentido
de 3’ de una cualquiera de las posiciones 59 2 70 de SEQ ID NO: 3 mediante sustitucién o insercion;

(ii) escindir el fragmento de CD14 soluble reciymbinante preparado en (i) con la proteasa predeterminada; y

(iiii) recuperar el fragmento del lado N-terminal escindido en ii).

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2406 266 T3

(3-2) Un método del punto anterior (12-1) para producir el fragmento de CD14 soluble recombinante de lo anterior,
en el que, en la etapa (i)4), la proteasa predeterminada es la proteasa PreScission, y la secuencia del sitio de
escision es Leu, Glu, Val, Leu, Phe, Gin, Gly, Pro.

(3-3) Un método del punto anterior (12-1) para producir el fragmento de CD14 soluble recombinante de lo anterior,
en el que, en la etapa (i)4), la proteasa predeterminada es trombina, y la secuencia del sitio de escisién es Leu, Val,
Pro, Arg, Gly, Ser.

Efectos de la invencién

El antigeno CD14 soluble novedoso de la fresente invencién es Util como marcador para diagnosticar un paciente
con septicemia. Este antigeno CD14 solubl3 también es til como sustancia patrén o sustancia competitiva usada
para someter a ensayo el antigeno CD14 soiuble.

El fragmento de CD14 soluble recombinante: de la presente invencidn tiene rasgos caracteristicos que se asemejan
inmunolégicamente a los del antigeno CD14 soluble, y por tanto, puede usarse como sustancia patrén o sustancia
competitiva para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble, y también puede usarse en el cribado de anticuerpos
que pueden usarse para someter a ensayo €l antigeno CD14 soluble.

Por “semejanza inmunoldgica de los rasgo:s caracteristicos con el antigeno CD14 soluble”, quiere decirse que el
fragmento de CD14 soluble recombinante ce la presente invencién tiene la capacidad de unién con el anticuerpo
contra CD14 conocido y la capacidad de unién con un anticuerpo que se une al antigeno CD14 soluble que
concuerdan sustanciaimente con el antigenc CD14 soluble.

Ademas, el kit de ensayo y el método de en:sayo para el antigeno CD14 soluble descritos en el presente documento
pueden llevar a cabo un ensayo cuantitativo o cualitativo especifico a alta sensibilidad de manera conveniente, y son
ttiles en el diagndstico de pacientes con seplicemia.

Ademas, el método de cribado descrito en el presente documento es (til en la busqueda de anticuerpos que pueden
usarse para someter a ensayo el antigeno C 314 soluble.

Ademas, el método para producir el fragmento de CD14 soluble recombinante de la presente invencién ha permitido
la produccién del fragmento de CD14 soluble recombinante, cuya expresién habia sido imposible en células
procariotas o eucariotas, y en particular, en células de levadura.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 indica el resultado de que sélo e péptido S68 impide la unién del anticuerpo policlonal contra el péptido
S68 y el antigeno CD14 soluble de la preserte invencidon. (A) muestra el estado sin unién en el suero de un donante
normal, y (B) muestra la inhibicion de la unién por el péptido S68 en el suero de un paciente con septicemia.

La figura 2 muestra la curva patrén del kit de EIA del ejemplo 7-(1) usando la proteina sCD14(1-307)S286C.

La figura 3 muestra que el antigeno CD14 scluble del suero de un donante normal no afecta a la medicion del kit de
EIA del ejemplo 7-(1) usando la proteina sCL'14(1-307)S286C.

La figura 4 muestra los resultados del andisis para el antigeno CD14 soluble y la proteina CD14 de alto peso
molecular que pueden detectarse a partir d2 la sangre de un paciente con septicemia mediante el kit de EIA del
ejemplo 7-(1). Se fracciona la sangre de un paciente con septicemia mediante cromatografia de filtracién en gel, y se
analiza mediante el kit de EIA del ejemplo 7-(1) y un kit de CD14-EIA disponible comercialmente (IBL-Hamburg).

La figura 5 muestra el resultado del andlisis del antigeno CD14 soluble y la proteina CD14 de alto peso molecular
que puede detectarse a partir de la sangre ce un paciente con septicemia mediante el kit de EIA del ejemplo 7-(1).
Se fracciona la sangre de un paciente con septicemia mediante cromatografia de filtracién en gel, y se analiza
mediante el kit de EIA del ejemplo 7-(1) y un kit de CD14-EIA disponible comercialmente (IBL-Hamburg). Las flechas
continuas en la parte superior del grafico indican las posiciones de los marcadores usados para calibracién que son,
desde la izquierda, BSA, ovoalbimina, quimc tripsinégeno A y ribonucleasa A.

La figura 6 muestra el resultado del analisis del antigeno CD14 soluble y la proteina CD14 de alto peso molecular
detectados a partir de la sangre de un paciente con septicemia mediante el kit de EIA del ejemplo 7-(1). Se fraccioné
el suero de un paciente con septicemia mediante columna con anticuerpo contra S68-Sepharose'™ 4FF usando
F1024-1-3-Sepharose™ 4B para la precclumna, y se fraccionaron adicionaimente las fracciones mediante
cromatografia de filtracién en gel. Entonces s analizaron las fracciones mediante el kit de EIA del ejemplo 7-(1) y un
kit de CD14-EIA disponible comerciaimente (IBL-Hamburg). Las flechas continuas en la parte superior del grafico
indican las posiciones de los marcadores usados para calibracién que son, desde la izquierda, BSA, ovoalblimina,
quimotripsinégeno A y ribonucleasa A.

La figura 7 muestra el resuitado de westam blot de las fracciones liofilizadas 10-16 obtenidas mediante la
cromatografia de filtracién en gel descrita en 'a figura 6.
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La figura 8 muestra el resultado de western blot de las fracciones liofilizadas 10-16 obtenidas mediante la
cromatografia de f||trac10n en gel tras hacer pasar el suero de un donante normal a través de una precolumna de
F1024-1-3-Sepharose™ 4B y columna con anticuerpo contra S68- -Sepharose™ 4FF.

La figura 9 es la imagen de rsCD14-ST(25T64) y (PSP64) purificados que se sometieron a electroforesis mediante
SDS-PAGE vy se tifieron con tincién de plata.

La figura 10 es la imagen de western blot de sCD14-ST y PSP64 tefiidos con anticuerpo contra S68.
La figura 11 muestra la curva patrén para el kit de EIA del ejemplo 16 usando rsCD14-ST(2ST64).

La figura 12 es una vista que compara el titulo de anticuerpos del antisuero del conejo al que se le administré
rsCD14-ST(PSP64) con el del suero de un conejo normal.

La figura 13 muestra la curva patrén para el sistema de EIA del ejemplo 19 usando rsCD14-ST(25T64).
Mejor modo para llevar a cabo la invencién
A continuacién, se describe la presente invencién con mayor detalle.

Las proteinas CD14 solubles principales que se encuentran en sangre humana incluyen proteinas CD14 solubles
con los tamafios de aproximadamente 55 kDa y aproximadamente 49 kDa notificadas por Landmann et al. tal como
se describe en la seccion de antecedentes de la técnica. Estas proteinas son respectivamente la proteina CD14
soluble de longitud completa humana y la proteina CD14 soluble de longitud completa humana de la que sélo se han
delecionado 41 aminoé4cidos del extremo C-terminal. (Estas proteinas se denominan a veces, a continuacién en el
presente documento, la “CD14 de alto peso molecular” sin indicar “humana”). La unién especifica de estos CD14 de
alto peso molecular con el anticuerpo F1025-3-1 se confirma en el documento W001/22085.

Ademas de esta CD14 de alto peso molecular tal como se mencioné anteriormente, también se describe una
proteina que es una CD14 de bajo peso molecular con el peso molecular de 36 kDa.

Los inventores de la presente invencién han encontrado una proteina CD14 soluble novedosa que es diferente tanto
de la CD14 de alto peso molecular tal como se describié anteriormente como de la CD14 con el peso molecular de
36 kDa tal como se describe en el documento W001/22085, y esta proteina CD14 soluble novedosa existe en un
mayor contenido en la sangre de un paciente con septicemia en comparacién con la sangre de un donante normal.

El término “proteina CD14 soluble” usado en el presente documento designa una proteina que se encuentra en
plasma humano (o suero humano), que también puede denominarse “proteina CD14 en forma soluble”. El término
“proteina CD14 soluble” se usa particularmente en comparacién con la “proteina CD14 de unién a membrana” que
se une a la membrana celular y que no esta presente en el plasma humano.

“El anticuerpo producido usando un péptido o su fragmento o similar para el antigeno” o “el anticuerpo producido
usando un péptido o su fragmento o similar como antigeno” descrito en la presente invencién es un anticuerpo que
es 0 que se ha producido inmunizando diversos animales con un péptido o su fragmento para el “antigeno”. El
péptido o su fragmento usado como “antigeno” constituirian entonces el epitopo o una parte del epitopo del
anticuerpo, y el anticuerpo se unirfa especificamente al péptido o su fragmento usado para el “antigeno”.

Con respecto a “el anticuerpo producido (usando...) para el antigeno” o “el anticuerpo que se ha producido
(usando...) para el antigeno”, un anticuerpo producido usando un inmunédgeno que es un péptido que tiene un
portador o una proteina transportadora afiadido al mismo o un péptido que tiene otros residuos de aminoacido
afadidos al mismo para conferir la inmunogenicidad al péptido usado para el “antigeno” también esta incluido en el
concepto de “el anticuerpo producido (usando...) para el antigeno” o “el anticuerpo que se ha producido (usando...)
para el antigeno”, siempre que tenga los rasgos caracteristicos tal como se describié anteriormente.

Un “anticuerpo que experimenta unién especifica” significa un anticuerpo que se une inmunolégicamente a una
diana de unién especifica, o un anticuerpo que experimenta una reaccién antigeno-anticuerpo tipica con la diana de
unién especifica. Por ejemplo, la aparicién de una reaccién antigeno-anticuerpo puede confirmarse mediante un
ensayo de aglutinacion, ensayo de tipo sandwich, ensayo directo en fase sélida, ensayo de unién en fase sdlida,
ensayo competitivo, o similar. Cuando la unién entre el “anticuerpo que experimenta unién especn’fica y su diana de
unién eSpecmca se representa en cuanto a la afinidad, la constante de disociacién (KD) seria normalmente menor
que 107 M. Cuando no puede obtenerse una medicién de la constante de disociacién en una prueba de unién,
entonces se indica el resultado como “sin unién sustancial”. Cuando sélo se confirma unién no especifica y la
capacidad de unién es menor que en el caso de “unién especifica” en un factor o 10 o menos, 100 o menos, y
preferiblemente 1.000 o menos, el resultado también se indica como “sin unién sustancial”.

“Sin unién con LPS” significa que el fragmento de CD14 soluble recombinante no tiene o tiene poca capacidad de
unién con el LPS. La CD14 de longitud completa en el organismo vivo o la proteina CD14 soluble de longitud
completa humana descrita en SEQ ID NO: 3 tiene capacidad de unién con el LPS en el organismo vivo o en el
suero, y el complejo activa la célula. La capacidad de unién del fragmento de CD14 soluble recombinante que “no se
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une con LPS” es 1/100 o incluso menor en comparacién con la de la CD14 de longitud completa en el organismo
vivo o la proteina CD14 soluble de Jongitud completa humana descrita en SEQ ID NO: 3 con el LPS.

<Primer aspecto>

El primer aspecto de la presente invencién es un antigeno CD14 soluble que tiene los siguientes rasgos
caracteristicos 1) a 3):

1) un peso molecular de 13 * 2 kDa cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;

2) una secuencia de aminodcidos en la que esta presente la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 en su
extremo N-terminal; y

3) capacidad para unirse especificamente a un anticuerpo preparado usando el péptido que comprende 16 residuos
de aminoAcidos descritos en SEQ ID NO:2 para el antigeno.

El antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién tiene el rasgo caracteristico 1) tal como
se menciond anteriormente. En SDS-PAGE llevada a cabo en condiciones no reductoras, se detecta una banda
correspondiente al antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencién en la posicion
correspondiente al peso molecular de 13 £ 2 kDa.

Para ser mas especificos, cuando se calcula el peso molecular usando los patrones de doble color Precision plus
protein™ (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en SDS-PAGE al 12,5% en condiciones no reductoras, se detecta una banda
en una posicién correspondiente al peso molecular de 13 + 2 kDa.

El antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente invencién tiene el rasgo caracteristico 2) tal como
se menciond anteriormente. La secuencia de aminodcidos descrita en SEQ ID NO: 1 concuerda con la secuencia de
aminodcidos N-terminal de la CD14 humana descrita en SEQ ID NO: 3, y esto confirma que el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién es un tipo de la CD14 humana.

El antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién tiene el rasgo caracteristico 3) tal como
se mencioné anteriormente. El péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO:2
descrita en el rasgo caracteristico 3) corresponde a 16 residuos de aminoacido en las posiciones 53 a 68 de la CD14
humana descrita en SEQ ID NO: 3. Actualmente, no se conoce ninguna proteina humana que incluya la secuencia
de SEQ ID NO: 2 sino por la CD14 humana, y tal secuencia puede considerarse como una secuencia incluida
especificamente en la CD14 humana. Esto también confirma que el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto
de la presente invencién es un tipo de la CD14 humana.

Preferiblemente, el antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencién también tiene el
siguiente rasgo caracteristico 4):

4) puede obtenerse a partir de plasma humano.

El antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién caracterizado por el rasgo 4) es una
proteina que se encuentra en plasma humano. El antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencién puede obtenerse a alta pureza mediante el método de purificacién tal como se describe a continuacién.
Ademas, puesto que el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion esta presente a alta
concentracién en el paciente con septicemia, puede usarse como marcador el diagnéstico o la deteccién de la
septicemia.

El antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invenciéon puede servir como sustancia patrén o
sustancia competitiva en el kit para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
presente invencidn que es Util en el diagndéstico o la deteccién de la septicemia.

A continuacién, se describe la purificacién del antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente
invencién.

El antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion puede purificarse a partir de plasma
humano o suero humano combinando cromatografia en columna de afinidad con anticuerpo relacionado con CD14
humana, cromatografia de filtracién en gel y SDS-PAGE. El antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
presente invencion fraccionado mediante la cromatografia en columna puede detectarse a alta eficacia usando el kit
de ensayo segln el quinto aspecto de la presente invencién que somete a ensayo el antigeno CD14 soluble segin
el primer aspecto de la presente invencion.

En este contexto, el anticuerpo relacionado con CD14 humana es un anticuerpo anti-CD14 humana o un anticuerpo
frente al péptido derivado de la secuencia de aminoacidos de CD14 humana.

Por ejemplo, el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencién puede separarse de la
CD14 de alto peso molecular mediante una cromatografia de afinidad en la que se usa el anticuerpo F1025-3-1 o el
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anticuerpo F1024-1-3 para el anticuerpo anti-CD14 humana. La CD14 de alto peso molecular se adsorbera entonces
por el anticuerpo, y el antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente invencién se eluirda como la
fraccion inicial. EI antigeno CD14 soluble puede separarse entonces de otras proteinas del suero mediante una
cromatografia de afinidad usando un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos
de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2.

El antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente invencién se adsorbe al anticuerpo, y el antigeno
CD14 soluble adsorbido se eluira de la columna cuando se acidifica el medio. Los hibridomas que producen el
anticuerpo F1025-3-1 y el anticuerpo F1024-1-3 se han depositado internacionalmente en el Instituto Nacional de
Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (Instituto Administrativo Independiente), Organismo Internacional para el
Depésito de Patentes (IPOD) (Chuo-dairoku, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japén) con el n.° de
registro FERM BP-7296 y el n.° de registro FERM BP-7511 tal como se describe en los documentos W001/22085 y
WQO01/72993, respectivamente.

El antigeno CD14 soluble en el suero puede separarse de otras proteinas mediante una cromatografia de afinidad
usando un anticuerpo policlonal anti-CD14 humana. Entonces, el antigeno CD14 soluble puede separarse de la
CD14 de alto peso molecular mediante una cromatografia de afinidad usando el anticuerpo monoclonal anti-CD14
humana.

El antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencién también puede purificarse
adicionalmente sometiendo el suero humano o Ila fraccién purificada parcialmente mediante la cromatografia de
afinidad tal como se describié anteriormente para la cromatografia de filtracion en gel. En este caso, el kit de ensayo
segln el quinto aspecto de la presente invencién puede usarse tal como se describié anteriormente para recoger la
fraccion a partir de la que se detecta el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién.
Una fraccién correspondiente al peso molecular de 35 + 10 kDa también puede recogerse usando un marcador de
peso molecular.

La fraccién purificada parcialmente tal como se describié anteriormente también puede someterse a SDS-PAGE en
condiciones no reductoras para recoger la parte correspondiente a 13 + 2 kDa para la purificaciéon adicional. La
fraccién asf recogida contiene el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién purificado
en un alto grado como su proteina principal.

Puede obtenerse una pureza incluso mayor llevando a cabo adicionalmente la purificacion mediante cromatografia
en columna de intercambio aniénico, cromatografia de fase inversa, isoelectroenfoque, o similar. Por ejemplo, en
una cromatografia en columna de intercambio aniénico a pH 8,5, el antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto
de la presente invencion se eluye a una fuerza idnica de aproximadamente 0,3 M.

<Segundo aspecto>

El segundo aspecto de la presente invencién es un fragmento de CD14 soluble recombinante que tiene los
siguientes rasgos caracteristicos 1) a 3):

1) un peso molecular de 13 + 2 kDa cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;
2) sin capacidad para unirse especificamente a 3C10 o MEM-18; y

3) capacidad para unirse especificamente a un anticuerpo preparado usando el péptido que comprende 16 residuos
de aminoacidos descritos en SEQ ID NO:2 para el antigeno.

Los ejemplos del fragmento de CD14 soluble recombinante seguin el segundo aspecto de la presente invencién
incluyen los fragmentos de CD14 soluble recombinante que tienen las secuencias caracterizadas por los siguientes
puntos 5) a 7):

5) un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminodcidos descrita en SEQ ID NO: 3, o un
fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afiadido o sustituido de 1 a 10 aminoAcidos
en la region distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3;

6) el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3; y
7) el extremo C-terminal es una cualquiera de las posiciones 59 a 90 en SEQ ID NO: 3.

De estos fragmentos de CD14 soluble recombinante a modo de ejemplo, se prefiere aquél en el que, en el punto 6),
el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 6 de SEQ ID NO: 3, y se prefiere mas aquél en el que
el extremo N-terminal es la posicién 1 de SEQ ID NO: 3.

También se prefieren los fragmentos de CD14 soluble recombinante en los que, en el punto 7), el extremo C-
terminal es una cualquiera de las posiciones 59 a 80 de SEQ ID NO: 3, y se prefiere méas aquél en el que el extremo
C-terminal es una cualquiera de las posiciones 64 a 75 de SEQ ID NO: 3, e incluso se prefiere mas aquél en el que
el extremo C-terminal es la posicién 64 de SEQ ID NO: 3.
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Se prefiere particularmente el fragmento de CD14 soluble recombinante de uno cualquiera de los puntos anteriores
(2-3) a (2-5) en los que, en el punto 6), el extremo N-terminal es la posicién 1 de SEQ ID NO: 3, y el extremo C-
terminal es la posicién 64 de SEQ ID NO: 3.

También se prefiere particularmente el fragmento de CD14 soluble recombinante en el que el fragmento del punto 5)
es un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminoécidos descrita en SEQ ID NO: 3.

A continuacién, se describe el método para producir el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo
aspecto de la presente invencién mediante medios de ingenieria genética. Sin embargo, el método no esté limitado
particularmente, y puede emplearse cualquier método usado comtinmente en la técnica.

La secuencia de nucleétidos del ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos del fragmento de la presente
invencién no se limita a una secuencia puesto que, tal como se conoce en la técnica, el gen que codifica para un
aminoécido puede comprender de 1 a 6 tipos diferentes de tripletes de ADN (codones) dependiendo del tipo del
aminodcido. Por tanto, la secuencia de nucleédtidos del gen no esta limitada siempre que el gen comprenda la
secuencia de nucledtidos que codifica para el fragmento de la presente invencién. El gen también puede
comprender un ADNc, un ADN cromosémico, una combinacién de los mismos, o un ADNc que contiene un intrén
que puede someterse a corte y empalme de manera adecuada. Sin embargo, el gen es preferiblemente un ADNc en
vista de la comodidad de manipulacion en los procesos de ingenieria genética.

El gen no estd limitado para su procedimiento de produccién. Por ejemplo, el gen puede ser el producido mediante
sintesis quimica, el obtenido a partir de una biblioteca de ADN adecuada, o el producido mediante PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) usando un ADN que comprende el ADN del gen que codifica para la longitud completa o
una parte de la CD14 para el molde. Ei gen también puede ser el producido mediante hibridacién o ligamiento del
gen o su fragmento producido mediante tales medios.

E! ADN del gen puede sintetizarse quimicamente tal como se describe a continuacién dividiendo el ADN del gen en
fragmentos de aproximadamente 20 a 30 nucleétidos y sintetizando estos fragmentos mediante un sintetizador de
ADN (por ejemplo, modelo 394 fabricado por Applied Biosystems), fosforilando el extremo 5’-terminal de los
fragmentos si se desea e hibridando los fragmentos, y ligando los fragmentos hibridados para obtener de ese modo
el ADN diana.

E! gen también puede obtenerse mediante un proceso de PCR usando una biblioteca genémica o una biblioteca de
ADNc -para el molde. Cuando se emplea un proceso de PCR, se preparan un cebador sentido y un cebador
antisentido disefiados basandose en una secuencia de nucleétidos conocida y la secuencia de nucleétidos del ADN
o similar que codifica para el fragmento de la presente invencion o un fragmento que tiene un sitio de escisién de
proteasa insertado o sustituido (denominado a veces a continuacién en el presente documento “fragmento de la
presente invencién o similar”), y si se desea, una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion, y se lieva a
cabo la PCR para cualquier biblioteca de ADN particular segiin el método conocido en la técnica (véase Michael Al.
et al. ed., Polymerase Chain Reaction, PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, 1990, Academic
Press). La biblioteca de ADN usada no esta limitada particularmente siempre que contenga el ADN del gen o una
parte del mismo. Por tanto, la biblioteca de ADN usada puede ser una biblioteca de ADN disponible comercialmente,
o la preparada produciendo ADNc seguin el método de Sambrook, J. et al. a partir de linfocitos de sangre periférica
humana o similar, linea celular humana o hibridoma opcionalmente tras activacién con un agente activante
adecuado. La secuencia de nucleétidos del ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos del fragmento de la
presente invencion o similar no se limita a una secuencia puesto que, tal como se conoce en la técnica, pueden
estar presentes de 1 a 6 tripletes (codones) del ADN del gen por aminoacido dependiendo del tipo del aminoacido.
Por tanto, el gen puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos siempre que el gen comprenda la secuencia
de nucleétidos que codifica para el fragmento de la presente invencién o similar.

El vector recombinante puede ser un vector de cualquier forma incluyendo circular, lineal, monocatenaria,
bicatenaria, y una combinacion de las mismas, y el vector usado puede seleccionarse de manera adecuada segtn el
uso pretendido. En vista de la comodidad de manipulacién y facilidad de incorporacién en el huésped, el vector es
preferiblemente un vector circular, y en vista de la estabilidad, el vector es preferiblemente bicatenario.

El “fragmento de CD14 soluble recombinante” es un fragmento soluble producido mediante manipulacién genética
que tiene una secuencia parcial de aminoacidos de la proteina CD14 de longitud completa humana descrita en SEQ
ID NO: 3.

El fragmento de CD14 soluble recombinante seguln el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 1) tal como se describié anteriormente. Es decir, se detecta una banda correspondiente al fragmento
de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién en SDS-PAGE llevada a cabo en
condiciones no reductoras en la posicién correspondiente a un peso molecular de 13 £ 2 kDa.

Mas especificamente, cuando se determina el peso molecular usando los patrones de doble color Precision plus
protein' " (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en SDS-PAGE al 12,5% llevada a cabo en condiciones no reductoras, se
detecta una banda en la posicién del peso molecularde 13+ 2 kDa.
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El fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 2) tal como se describié anteriormente. Es decir, no tiene capacidad para unirse especificamente a
3C10 o MEM-18.

Por “sin capacidad para unirse especificamente a 3C10 o MEM-18”, quiere decirse que el fragmento de CD14
soluble recombinante no experimenta unién inmunolégica, ni reaccién antigeno-anticuerpo convencional. El
fragmento de CD14 soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la presente invencién que no tiene
“capacidad para unirse especificamente a 3C10 o MEM-18" muestra una capacidad de unién a 3C10 y MEM-18 que
es de 1/100 o menos, y preferiblemente de 1/1.000 o0 menos en comparacién con la de la CD14 de longitud completa
que se encuentra en el organismo vivo o la proteina CD14 soluble recombinante de longitud completa humana
descrita en SEQ ID NO: 3.

El fragmento de CD14 soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 3) tal como se describié anteriormente, y en particular, se une especificamente a un anticuerpo
policlonal. El péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2 descrito en el rasgo
caracteristico 3) corresponde a 16 residuos de aminoécido en las posiciones 53 a 68 de la CD14 humana descrita en
SEQ ID NO: 3. Puesto que el anticuerpo policlonal reconoce una secuencia que tiene una longitud de al menos 7
aminoécidos (véase el ejemplo 4 tal como se describirda mas adelante), el fragmento de CD14 soluble recombinante
segun el segundo aspecto al menos incluye una secuencia de 7 aminoacidos consecutivos seleccionados de las
posiciones 53 a 68 de la CD14 humana descrita en SEQ ID NO: 3.

3C10 y MEM-18 son anticuerpos anti-CD14 bien conocidos. Se disefia que el epitopo en la CD14 sean las
posiciones 7 a 14 y las posiciones 57 a 64, respectivamente, y el fragmento de CD14 soluble recombinante derivado
de la CD14 humana convencional se unird a 3C10 y MEM-18 siempre que la regién epitpica esté incluida en la
secuencia.

El fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién tiene los rasgos
caracteristicos 1) a 3) tal como se describié anteriormente, y por consiguiente, tiene propiedades fisicas y naturaleza
inmunoldgica similares a las del antigeno CD14 soluble seguin el primer aspecto de la presente invencién. En
particular, se estima a partir de la similitud en la naturaleza inmunolégica que el fragmento de CD14 soluble
recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencion tiene una conformacién de la secuencia de
residuos de aminoacido que puede servir como epitopo similar al del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto
de la presente invencién. Por tanto, el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la
presente invencién es particularmente Gtil como sustancia patrén para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble
segun el primer aspecto de la presente invencién. Aunque se ha usado generalmente un polipéptido recombinante
que tiene los aminoacidos de las posiciones 1 a 307 en el extremo N-terminal de CD14 humana en el que se ha
sustituido la serina en la posicién 286 por cisteina (denominado a continuacién en el presente documento el
“rsCD14(1-307)S286C") como la sustancia patrén para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segin el primer
aspecto de la presente invencién, el uso del fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de
la presente invencion es practico para convertir la reaccién inmunolégica en la cantidad de sustancia debido al peso
molecular similar. Ademas, el fragmento de CD14 soluble recombinante segln el segundo aspecto de la presente
invencidn presenta reactividad similar a la del antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente
invencion en diferentes condiciones de disolvente. Por ejemplo, aunque el antigeno CD14 soluble segun el primer
aspecto de la presente invencion y rsCD14(1-307)S286C muestran diferente reactividad inmunoldgica para la
muestra de sangre citrada y sangre con EDTA, la reactividad inmunolégica concuerda entre el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién y el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el
segundo aspecto de la presente invencién. De manera similar, el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el
segundo aspecto de la presente invencion también es util como analogo para someter a ensayo el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencion mediante un método competitivo.

Ademas, puesto que el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente
invencién tiene naturaleza inmunolégica similar a la del antigeno CD14 soluble segiin el primer aspecto de la
presente invencién, puede usarse como diana de unién especifica en el cribado de un anticuerpo que puede usarse
para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion. Puede lograrse
un ensayo de este tipo, naturalmente, usando el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencion para la diana de unién especifica. Sin embargo, el antigeno CD14 soluble est4 presente en el organismo
vivo sélo en una cantidad minima, y por tanto, el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo
aspecto de la presente invencién serviria como sustituto particularmente (til.

Tal como se describié anteriormente, el fragmento de CD14 soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la
presente invencién es Util para diversas aplicaciones, y esta utilidad puede atribuirse a los rasgos caracteristicos 1) a
3). En otras palabras, el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente
invencién que tiene los rasgos caracteristicos 1) a 3) no se representa mediante su secuencia sino mediante la
funcién que incluye las propiedades fisicas y la naturaleza inmunoldgica del fragmento de CD14.

El fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién tiene ademas el
rasgo caracteristico de que no se une a LPS. Aunque no esta incluida ninguna indicacién especifica en el
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documento WO96/20956, da a conocer un péptido que contiene de 8 a 60 aminoacidos incluyendo las posiciones 57
a 64 de la CD14 humana y que se une a LPS. Este péptido y el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el
segundo aspecto de la presente invencion no son idénticos, tal como se entiende claramente por el hecho de que el
fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 4) tal como se describié anteriormente.

Los ejemplos del fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencion
incluyen los fragmentos de CD14 soluble recombinante que tienen las secuencias caracterizadas por los siguientes
puntos 5) a 7):

5) un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminoécidos descrita en SEQ ID NO: 3, o un
fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afiadido o sustituido de 1 a 10 aminoacidos
en la regién distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3;

6) el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3; y
7) el extremo C-terminal es una cualquiera de las posiciones 59 a 90 en SEQ ID NO: 3.

De estos fragmentos de CD14 soluble recombinante a modo de ejemplo, se prefiere aquél en el que, en el punto 6),
el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 6 de SEQ ID NO: 3, y se prefiere mas aquél en el que
el extremo N-terminal es la posicion 1 de SEQ ID NO: 3.

También se prefieren los fragmentos de CD14 soluble recombinante en los que, en el punto 7), el extremo C-
terminal es una cualquiera de las posiciones 59 a 80 de SEQ ID NO: 3, y se prefiere mas aquél en el que el extremo
C-terminal es una cualquiera de las posiciones 64 a 75 de SEQ ID NO: 3, e incluso se prefiere mas aquél en el que
el extremo C-terminal es la posicién 64 de SEQ ID NO: 3.

Se prefiere particularmente el fragmento de CD14 soluble recombinante de uno cualquiera del punto anterior (2-3) a
(2-5) en el que, en el punto 6), el extremo N-terminal es la posicion 1 de SEQ ID NO: 3, y el extremo C-terminal es la
posicion 64 de SEQ ID NO: 3.

También se prefiere particularmente el fragmento de CD14 soluble recombinante en el que el fragmento del punto 5)
es un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3.

A continuacion, se describe el método para producir el fragmento de la presente invencién mediante medios de
ingenieria genética. Sin embargo, el método no esta limitado particularmente, y puede emplearse cualquier método
usado comuinmente en la técnica.

La secuencia de nucleétidos del ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos del fragmento de la presente
invencién no se limita a una secuencia puesto que, tal como se conoce en la técnica, pueden estar presentes de 1 a
6 tripletes (codones) del ADN del gen para un aminoéacido dependiendo del tipo del aminoécido. Por tanto, el gen
puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos siempre que el gen comprenda la secuencia de nucleétidos
que codifica para el fragmento de la presente invencién. El gen también puede comprender un ADN¢, un ADN
cromosémico, una combinacion de los mismos, o un ADNc que contiene un intrén que puede someterse a corte y
empalme de manera adecuada. Sin embargo, el gen es preferiblemente un ADNc en vista de la comodidad de
manipulacion en los procesos de ingenieria genética.

El gen no estd limitado para su procedimiento de produccién. Por ejemplo, el gen puede ser el producido mediante
sintesis quimica, el obtenido a partir de una biblioteca de ADN adecuada, o el producido mediante PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) usando un ADN que comprende el ADN del gen que codifica para la longitud completa de
una parte de la CD14 para el molde. El gen también puede ser el producido mediante hibridacién o ligamiento del
gen o su fragmento producido mediante tales medios.

El ADN del gen puede sintetizarse quimicamente tal como se describe a continuacion dividiendo el ADN del gen en
fragmentos de 20 a 30 nucledtidos y sintetizando estos fragmentos en un sintetizador de ADN (por ejemplo, modelo
394 fabricado por Applied Biosystems), fosforilando el extremo 5'-terminal de los fragmentos si se desea e
hibridando los fragmentos, y ligando los fragmentos hibridados para obtener de ese modo el ADN diana.

El gen también puede obtenerse mediante un proceso de PCR usando una biblioteca genémica o una biblioteca de
ADNc para el molde. Cuando se emplea un proceso de PCR, se preparan un cebador sentido y un cebador
antisentido disefiados basandose en una secuencia de nucledtidos conocida y la secuencia de nucleétidos del ADN
o similar que codifica para el fragmento de la presente invencién o un fragmento que tiene un sitio de escision de
proteasa insertado o sustituido (denominado a veces a continuacién en el presente documento “fragmento de la
presente invencion o similar’), y si se desea, una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién, y se lleva a
cabo la PCR para cualquier biblioteca de ADN particular segtin el método conocido en la técnica (véase Michael Al.
et al. ed., Polymerase Chain Reaction, PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, 1990, Academic
Press). La biblioteca de ADN usada no est4 limitada particularmente siempre que contenga el ADN del gen o una
parte del mismo. Por tanto, la biblioteca de ADN usada puede ser una biblioteca de ADN disponible comercialmente,
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o la preparada produciendo ADN¢ segtin el método de Sambrook, J. et al. a partir de linfocitos de sangre periférica
humana o similar, linea celular humana, o hibridoma opcionalmente tras activacion con un agente activante
adecuado. La secuencia de nucleétidos del ADN que codifica para la secuencia de aminodcidos del fragmento de la
presente invencion o similar no se limita a una secuencia puesto que, tal como se conoce en la técnica, pueden
estar presentes de 1 a 6 tripletes (codones) del ADN del gen por aminoacido dependiendo del tipo del aminoacido.
Por tanto, el gen puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos siempre que el gen comprenda la secuencia
de nucledtidos que codifica para el fragmento de la presente invencién o similar.

El vector recombinante puede ser un vector de cualquier forma incluyendo circular, lineal, monocatenaria,
bicatenaria, o una combinacion de las mismas, y el vector usado puede seleccionarse de manera adecuada segtn e}
uso pretendido. En vista de la comodidad de manipulacién y facilidad de incorporacién en el huésped, el vector es
preferiblemente un vector circular, y en vista de la estabilidad, el vector es preferiblemente bicatenario.

La secuencia sefal conectada puede seleccionarse de manera adecuada, y se prefiere la secuencia senal que
codifica para el péptido sefial que tiene la secuencia: Met Glu Arg Ala Ser Cys Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Val
His Val Ser Ala de la CD14 humana (Goyer et al., Nuclic Acid Research, vol. 16, pagina 4173, 1988).

Cuando el fragmento va a expresarse como un cuerpo de inclusién usando E. coli para el huésped, se prefiere la
adicién de metionina o un péptido que contiene metionina en el extremo N-terminal.

En vista del huésped, el vector recombinante preferible es aquél que transforma una célula animal, de levadura, u
otra célula eucariota de modo que el fragmento de la presente invencidon o similar se expresa por la célula
transformada. Por consiguiente, un vector recombinante preferible contiene al menos un codén de iniciacién de la
traduccién, un codén de terminacién y un gen marcador selectivo, asi como una secuencia de poliadenilacién;
promotor de SV40, promotor de EF1c o promotor de SRa que funciona en una célula animal, o promotor de AOX1
que funciona en levadura; origen de replicacién de SV40; y similares.

El vector recombinante puede obtenerse mediante ligamiento del ADN génico con otro fragmento de ADN que
comprende cualquier secuencia de nucledtidos deseada, o mediante la introducciéon del ADN génico en cualquier
vector adecuado (véase Sambrook J. et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual 2° ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York, 1989).

Puede obtenerse el transformante mediante la introduccién del vector recombinante en el organismo o la célula
huésped.

El transformante es preferiblemente aquél que puede expresar el fragmento de la presente invencién o similar, y lo
mas preferiblemente, aquél que puede expresar el fragmento de la presente invencién o similar en un sobrenadante
de cultivo. El uso de tal transformante facilitara la produccion del fragmento de la presente invencién o similar en una
gran cantidad.

Se cultiva el transformante, y se llevan a cabo la amplificacién génica y la induccién de la expresién génica segun se
desee. Entonces se recoge la mezcia cultivada para la purificacién del fragmento de la presente invenciéon o similar
mediante una combinacién adecuada de concentracién, solubilizacidn, dialisis, diversos procesos cromatogréficos, y
otros procesos.

La “mezcla cultivada” significa un transformante, un medio de cultivo que contiene el transformante, un sobrenadante
de cultivo o un lisado celular.

El transformante producido mediante tal procedimiento de produccién no esta limitado particularmente siempre que
exprese el fragmento de la presente invencién o similar. Sin embargo, el transformante es preferiblemente aquél
producido usando una célula seleccionada de células de mamifero tales como célula COS y célula CHO, de
levadura y E. coli.

A continuacién, se describen realizaciones del cultivo y la induccién de la expresién, y en estas realizaciones, se usé
para el transformante E. coli, una célula de mamifero tal como célula CHO, o una levadura del género Pichia.

Cuando el transformante usado es E. coli que se ha transformado mediante una molécula de ADN recombinante que
contiene el promotor trp, el transformante se cultiva de manera preliminar en medio L-Broth, y entonces se inocula
en medio de cultivo M9-CA a una cantidad de 1/50 para cultivo a 37°C. Varias horas tras el inicio del cultivo, El valor
de DO 550 alcanza de 1 a 4 (es decir, fase de crecimiento logaritmico), y entonces se afiade acido 3f-indolacrilico
hasta una concentracién final de 10 pg/m! para inducir de ese modo la expresion. Se contintia con el cuitivo durante
aproximadamente otros 1 a 2 dias para obtener la mezcla cultivada que contiene la proteina diana.

Cuando el transformante usado es una levadura Pichia que se ha transformado mediante un vector recombinante
que contiene el promotor de AOX1, el transformante se cultiva de manera preliminar en medio BMGY durante
aproximadamente 2 dias, y tras cambiar el medio de cultivo, se afiade metanol para inducir la expresién. Se contintia
con el cultivo a 30°C durante aproximadamente otros 1 a 2 dias para obtener la mezcla cultivada que contiene la
proteina diana.
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Cuando el transformante usado es una célula de mamifero tal como célula CHO que se ha transformado mediante
un vector recombinante que contiene el promotor de EF1q, se cultiva el transformante en medio DMEM
complementado con suero bovino fetal al 10%. Se inoculan las células a una concentracién de aproximadamente 1 a
10 x 10* células/mi, y se cultivan en las condiciones de 37°C y 5% de gas diéxido de carbono/95% de aire.
Habitualmente, el cultivo alcanza la confluencia a los 2 a 3 dias, y entonces, se sustituye el medio de cultivo por D-
MEM libre de suero. Se contintia con el cultivo durante otros 2 a 3 dias para obtener de ese modo la mezcla
cultivada que contiene la proteina diana. Cuando la cantidad de la proteina diana producida es insuficiente, la
producciéon puede potenciarse mediante la adicién de metotrexato tal como se describié anteriormente para la
amplificacion génica para aumentar de ese modo la cantidad del producto.

El fragmento de la presente invencién o similar puede purificarse a partir de la mezcla cultivada asi obtenida
mediante un método seleccionado de manera adecuada de los métodos usados cominmente en la purificacién de
un fragmento, una proteina o un polipéptido. Mas especificamente, puede seleccionarse y combinarse un método
adecuado de los métodos usados comunmente en la técnica tal como precipitacién con sales, ultrafiltracion,
precipitacion isoeléctrica, filtracion en gel, electroforesis, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia
hidréfoba, cromatografia con anticuerpos y otros procesos de cromatografia de afinidad, cromatoenfoque,
cromatografia de adsorcion y cromatografia de fase inversa, y si se desea, el producto puede purificarse ademas
usando un sistema de HPLC o similar.

En el procedimiento de produccion, el fragmento de la presente invencion o similar también puede expresarse como
una proteina de fusién con B-galactosidasa de E. coli u otro polipéptido. En tal caso, se requeriria una etapa
adicional de escisién de tal proteina en algtin punto de la purificacién mediante tratamiento de la proteina de fusién
con un reactivo quimico tal como bromuro de cianégeno o hidroxilamina, o una enzima tal como proteasa.

Cuando el transformante usado es E. coli, y el fragmento de la presente invencién o similar se produce como un
cuerpo de inclusién que es una proteina insolubilizada, se requerird una etapa adicional de solubilizacién del cuerpo
de inclusion seguido por desnaturalizacién y replegamiento en algin punto de la purificacién (Thomas, E. et al., J.
Molecular Biology, 87, 563-577, 1974).

Mas especificamente, se lisa la célula y se centrifuga para recoger el sedimento. A continuacién, se afiade un
tampén de solubilizacion que contiene urea o clorhidrato de guanidina, tensioactivo, glutation oxidado y glutatidn
reducido a un contenido adecuado (por ejemplo, un tampén que contiene clorhidrato de guanidina 5 M, Tween 80 al
0,005%, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 5 mM, glutatién reducido 2 mM y glutatién oxidado 0,02 mM) al sedimento,
y entonces se afiade 2-mercaptoetanol para la desnaturalizacién. Entonces se dializa la mezcla frente a una
disolucién que es la misma que el tampén usado para la solubilizacién excepto por la ausencia del clorhidrato de
guanidina para promover de ese modo el replegamiento. Cuando el fragmento se ha expresado como una proteina
de fusidn, la regién de la proteina innecesaria se escinde tras el procedimiento tal como se describié anteriormente
usando un reactivo quimico tal como bromuro de cianégeno o una enzima tal como proteasa, y el producto se
purifica ademas mediante un proceso cromatografico adecuado.

Alternativamente, el fragmento de la presente invencién puede sintetizarse quimicamente mediante un método
usado cominmente en la técnica, y el fragmento producido mediante tal sintesis quimica también esta dentro del
alcance del fragmento de Ia presente invencién. Por ejemplo, el fragmento puede producirse mediante sintesis en un
sintetizador de péptidos disponible comercialmente, o sintetizando los fragmentos del fragmento de la presente
invencién, y ligando los fragmentos asi sintetizados.

<Tercer aspecto>

El tercer aspecto descrito en el presente documento es un fragmento de CD14 soluble recombinante producido
mediante las siguientes etapas i) a iii):

i) la etapa de producir un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminoécidos descrita en
SEQ ID NO: 3, o un fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afiadido o sustituido de
1 a 10 aminoécidos en la regién distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3, en la que se ha sustituido o
insertado un sitio de escisidén para una proteasa predeterminada;

ii) la etapa de escindir el fragmento de CD14 soluble recombinante producido en i) con la proteasa predeterminada; y

iii) 1a etapa de recuperar el fragmento del lado N-terminal escindido en ii); y que tiene los siguientes rasgos
caracteristicos 1) a 3):

1) un peso molecular de 13 + 2 kDa cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;
2) sin capacidad para unirse especificamente a 3C10 o MEM-18; y

3) capacidad para unirse especificamente a un anticuerpo preparado usando el péptido que comprende 16 residuos
de aminoacidos descritos en SEQ ID NO:2 para el antigeno.
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Los inventores de la presente invencidén postularon el mecanismo que ha dado como resultado la presencia en
sangre del antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencién tal como se describe a
continuacién, e intentaron producir el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto de la
presente invencién mediante un procedimiento similar al mecanismo de produccién in vivo postulado, que no define
ni limita en modo alguno el alcance de la presente invencién.

Tal como se explicara a continuacién, el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencién
presenta un aumento especifico en la sangre cuando el donante presenta septicemia. Mas especificamente,
aumenta mediante un fenémeno in vivo que puede producirse en el estadio inicial de la septicemia, y en particular,
inmediatamente tras la exposicién del organismo vivo a endotoxina o similar.

Un fenémeno in vivo que puede producirse inmediatamente tras la exposicion del organismo vivo a endotoxina o
similar es la activacién de neutrdfilo, y el neutrdfilo activado libera una proteasa tal como elastasa de neutréfilo. Se
estima que, en el transcurso de este proceso, CD14 de alto peso molecular tal como CD14 de longitud completa
soluble o CD14 de membrana (denominada a continuacién en el presente documento la “CD14 de longitud
completa”) en el organismo vivo se descompone por la elastasa, y esto da como resultado el aumento del antigeno
CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencidn. Aunque es probable que se produzcan diversos
fragmentos mediante esta escisiéon debido a la baja especificidad de la escision por la elastasa, puede esperarse
que sea el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién el que se produce finalmente.
También se esperan interacciones con otras proteasas, y tales interacciones también deben conducir a la
produccién del antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencion.

El antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencion producido mediante la descomposicién
de la CD14 de longitud completa por la proteasa tal como elastasa es al menos estable en el grado de que es
detectable en el organismo vivo (es decir, en el suero).

Puesto que el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invenciéon puede someterse a ensayo
inmunolégicamente por separado a la CD14 de longitud completa tal como se describira a continuacion, se espera
que el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién formado mediante el fenémeno tal .
como se describié anteriormente tenga una conformacion diferente de la de la CD14 de longitud completa.

Puesto que el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto es un fragmento de CD14 soluble
recombinante del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion, se intenté la produccion
del fragmento que tiene una conformacién similar al antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencion, concretaments, el fragmento que tiene especificidad inmunolégica similar al antigeno CD14 soluble segin
el primer aspecto de la presente invencion mediante eliminacién por escisién de la region C-terminal de un
fragmento de CD14 relativamente grande por medio de una proteasa. Los inventores de ese modo tuvieron éxito en
la produccién, el aislamiento y la purificacién del fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el tercer aspecto
descrito en la presente invencion.

A continuacién, se describe una realizacion de produccién del fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
tercer aspecto.

En la etapa i), se produce un fragmento de CD14 soluble recombinante que tiene la secuencia caracterizada por los
siguientes puntos 8) a 11).

8) un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de amino4cidos descrita en SEQ ID NO: 3,
o un fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afiadido o sustituido de 1 a 10
aminodcidos en la region distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3;

9) el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3;
10) el extremo C-terminal es una cualquiera de las posiciones 134 a 356 en SEQ ID NO: 3;

11) se ha incorporado una secuencia de un sitio de escision para una proteasa predeterminada en el
sentido de 3’ de una cualquiera de las posiciones 59 a 90 de SEQ ID NO: 3 mediante sustitucién o insercién.

Las proteasas predeterminadas a modo de ejemplo en la etapa (i) 11) incluyen la proteasa PreScission, trombina y
factor Xa. Cuando la proteasa predeterminada es la proteasa PreScission, la secuencia del sitio de escision es Leu,
Glu, Val, Leu, Phe, Gin, Gly, Pro, y estos 8 residuos de aminoacido pueden incorporarse, por ejemplo, en el sentido
de 3' de una cualquiera de las posiciones 59 a 70 de SEQ ID NO: 3 mediante sustitucién o inserciéon. Cuando la
proteasa predeterminada es trombina, la secuencia del sitio de escisién es Leu, Val, Pro, Arg, Gly, Ser, y estos 6
residuos de aminoéacido pueden incorporarse, por ejemplo, en el sentido de 3’ de una cualquiera de las posiciones
59 a 70 de SEQ ID NO: 3. Cuando la proteasa predeterminada es factor Xa, la secuencia del sitio de escision es lle,
Glu, Gly, Arg, y estos 4 residuos de aminoacido pueden incorporarse, por ejemplo, en el sentido de 3’ de una
cualquiera de las posiciones 59 a 70 de SEQ ID NO: 3.

De estos fragmentos de CD14 soluble recombinante, se prefiere aquél que se ha producido mediante la preparacién
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en la etapa (i) un fragmento en el que, en el punto 9), el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a
6 de SEQ ID NO: 3, y se prefiere mas aquél que se ha producido mediante la preparacién de un fragmento en el que
el extremo N-terminal es la posicién 1 de SEQ ID NO: 3.

También se prefiere el fragmento de CD14 soluble recombinante que se ha producido mediante la preparacién en la
etapa (i) de un fragmento en el que, en el punto 11), la secuencia del sitio de escision para la proteasa
predeterminada se ha incorporado en el sentido de 3’ de una cualquiera de las posiciones 59 a 68 de SEQ ID NO: 3
mediante sustitucion o insercién.

También se prefiere el fragmento de CD14 soluble recombinante que se ha producido mediante la preparacién de un
fragmento en el que la secuencia del sitio de escisidn para la proteasa predeterminada se ha incorporado en el
sentido de 3 de la posicién 64 de SEQ ID NO: 3 mediante sustitucion o insercién.

Se prefiere particularmente el fragmento de CD14 soluble recombinante que se ha producido mediante la
preparacién de un fragmento en el que el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 6 de SEQ ID
NO: 3, y la secuencia del sitio de escisién para la proteasa predeterminada se ha incorporado en el sentido de 3’ de
la posicién 64 de SEQ ID NO: 3 mediante sustitucién o insercién.

Con respecto a la etapa (i), una vez que se determina la secuencia, puede prepararse el fragmento de CD14 soluble
recombinante tal como se describe en la seccién del fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el segundo
aspecto de la presente invencion.

Con respecto a la etapa (ii), la etapa de escindir el fragmento en el que el sitio de escisidn de la proteasa
predeterminada se ha incorporado mediante insercion o sustitucién con la proteasa predeterminada puede lograrse
mediante la reaccidon usada cominmente en la técnica en las condiciones éptimas de la proteasa predeterminada.
Por ejemplo, cuando la proteasa predeterminada es la proteasa PreScission, puede permitirse que la reaccién de
escisién tenga lugar durante la noche a 4°C manteniéndose la razén de la enzima con respecto al sustrato en el
intervalo de 0,001 a 10:1 (U:ug). Cuando la proteasa predeterminada es trombina, puede permitirse que la reaccién
de escision por la trombina tenga lugar durante la noche a 22°C manteniéndose la razdn de la enzima con respecto
al sustrato en el intervalo de 0,001 a 10:1 (U:ug). Cuando la proteasa predeterminada es factor Xa, puede permitirse
que la reaccioén de escision tenga lugar durante la noche mediante la adicion de los componentes de modo que la
razén de la enzima con respecto al sustrato esté en el intervalo de 0,0008 a 8: 1 (U:pug).

Con respecto a la etapa (iii) de recuperar el fragmento del lado N-terminal, esta etapa puede lograrse tal como se
describié anteriormente para la purificacién del fragmento de la presente invencion o similar.

El procedimiento de produccién tal como se describid anteriormente puede producir el fragmento de la presente
invencion o similar a alto rendimiento con alta uniformidad del producto y a escala comercial.

La secuencia particular del fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto puede deducirse a
partir del procedimiento de produccién tal como se describié anteriormente. El fragmento preferible tiene una
secuencia que es la misma que el fragmento descrito en la seccién del segundo aspecto de la presente invencion.
En algunos casos, el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el tercer aspecto de la presente invencién
tiene una parte de la secuencia del sitio de escisién de la proteasa predeterminada afiadida a su extremo C-terminal.

El fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto de la presente invencién se prefiere
particularmente puesto que reacciona con el kit que sélo detecta el antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto
de la presente invencién y que no detecta la CD14 de alto peso molecular en sangre; se ha confirmado que muestra
una reactividad equivalente a la del antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencion en la
detecciéon mediante western blot (véase el ejemplo 14-(2) a continuacién); y puede suponerse que su conformacion
es sustancialmente equivalente a la del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién.

En lo que sigue, se describen conjuntamente el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto
de la presente invencion y el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el tercer aspecto (Ambos se describen
a veces como “el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién” o
“el fragmento de CD14 soluble recombinante de la presente invencién”).

El “fragmento de CD14 soluble recombinante” es un fragmento soluble producido mediante manipulacién genética
que tiene una secuencia parcial de aminoacidos de la proteina CD14 de longitud completa humana descrita en SEQ
ID NO: 3.

El fragmento de CD14 soluble recombinante seguin el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 1) tal como se describié anteriormente. Es decir, una banda correspondiente al fragmento de CD14
soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la presente invencion se detecta en SDS-PAGE llevada a cabo
en condiciones no reductoras en la posicion correspondiente a un peso molecular de 13 + 2 kDa.

Mas especificamente, cuando se determina el peso molecular usando los patrones de doble color Precision plus
protein " (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en SDS-PAGE al 12,5% llevada a cabo en condiciones no reductoras, se
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detecta una banda en la posicion del peso molecular de 13 + 2 kDa.

El fragmento de CD14 soluble recombinante segln el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 2) tal como se describié anteriormente. Es decir, no tiene capacidad para unirse especificamente a
3C10 0o MEM-18. ,

Por “sin capacidad para unirse especificamente a 3C10 o MEM-18", quiere decirse que el fragmento de CD14
soluble recombinante no experimenta unién inmunolégica, ni reaccién antigeno-anticuerpo convencional frente a
3C10 o MEM-18. El fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la presente invencién
que no tiene “capacidad para unirse especificamente a 3C10 o MEM-18" muestra una capacidad de unién a 3C10y
MEM-18 que es de 1/100 o0 menos, y preferiblemente de 1/1.000 o menos en comparacién con la de la CD14 de
longitud completa que se encuentra en el organismo vivo o la proteina CD14 de longitud completa humana soluble
recombinante descrita en SEQ ID NO: 3.

E!l fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 3) tal como se describid anteriormente, y en particular, se une especificamente a un anticuerpo
policlonal. El péptido que comprende los residuos de aminoécido descritos en SEQ ID NO: 2 descrito en el rasgo
caracteristico 3) corresponde a 16 residuos de aminoacido en las posiciones 53 a 68 de la CD14 humana descrita en
SEQ ID NO: 3. Puesto que el anticuerpo policlonal reconoce una secuencia que tiene una longitud de al menos 7
aminodcidos (véase el ejemplo 4 tal como se describird mas adelante), el fragmento de CD14 soluble recombinante
segun el segundo aspecto al menos incluye una secuencia de 7 aminodcidos consecutivos seleccionados de las
posiciones 53 a 68 de la CD14 humana descrita en SEQ ID NO: 3.

3C10 y MEM-18 son anticuerpos anti-CD14 bien conocidos. Se disefia que el epitopo en la CD14 sean las
posiciones 7 a 14 y las posiciones 57 a 64, respectivamente, y el fragmento de CD14 soluble recombinante derivado
de la CD14 humana convencional se unird a 3C10 y MEM-18 siempre que la regién epitépica esté incluida en la
secuencia.

El fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencidn tiene los rasgos
caracteristicos 1) a 3) tal como se describié anteriormente, y por consiguiente, tiene propiedades fisicas y naturaleza
inmunolégica similares a las del antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invenciéon. En
particular, se estima a partir de la similitud en la naturaleza inmunolégica que el fragmento de CD14 soluble
recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién tiene una conformacion de la secuencia de
residuos de aminodacido que puede servir como epitopo similar al del antigeno. CD14 soluble segun el primer aspecto
de la presente invencion. Por tanto, el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la
presente invencion es particularmente (til como sustancia patrén para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble
segun el primer aspecto de la presente invenciéon. Aunque se ha usado generalmente un polipéptido recombinante
que tiene los aminoacidos de las posiciones 1 a 307 en el extremo N-terminal de CD14 humana en el que se ha
sustituido la serina en la posicién 286 por cisteina (denominado a continuaciéon en el presente documento el
“rsCD14(1-307)$286C") como la sustancia patrén para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segtn el primer
aspecto de la presente invencion, el uso del fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de
la presente invencién es practico para convertir la reaccidn inmunolégica en la cantidad de sustancia debido al peso
molecular similar. Ademas, el fragmento de CD14 soluble recombinante seguin el segundo aspecto de la presente
invencion presenta reactividad similar a la del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencién en diferentes condiciones de disolvente. Por ejemplo, mientras que el antigeno CD14 soluble seguin el
primer aspecto de la presente invencién y rsCD14(1-307)S286C muestran diferente reactividad inmunolégica para la
muestra de sangre citrada y sangre con EDTA, la reactividad inmunoldgica concuerda entre el antigeno CD14
soluble segln el primer aspecto de la presente invencion y el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el
segundo aspecto de la presente invencién. De manera similar, el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
segundo aspecto de la presente invencién también es Gtil como andlogo para someter a ensayo el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencidn mediante un método competitivo.

Ademas, puesto que el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente
invencién tiene naturaleza inmunolégica similar a la del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
presente invencién, puede usarse como diana de unién especifica en el cribado de un anticuerpo que puede usarse
para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién. Puede lograrse
un ensayo de este tipo, naturalmente, usando el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente
invencioén para la diana de unién especifica. Sin embargo, el antigeno CD14 soluble esta presente en el organismo
vivo sélo en una cantidad minima, y por tanto, el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo
aspecto de la presente invencién serviria como sustituto particularmente util.

Tal como se describidé anteriormente, el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencién es Util para diversas aplicaciones, y esta utilidad puede atribuirse a los rasgos caracteristicos 1) a
3). En otras palabras, el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente
invencién que tiene los rasgos caracteristicos 1) a 3) no se representa mediante su secuencia sino mediante la
funcién que incluye las propiedades fisicas y la naturaleza inmunoldgica del fragmento de CD14.
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El fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién tiene ademas el
rasgo caracteristico de que no se une a LPS. Aunque no esta incluida ninguna indicacién especifica en el
documento WO96/20956, da a conocer un péptido que contiene de 8 a 60 amino4cidos incluyendo las posiciones 57
a 64 de la CD14 humana y que se une a LPS. Este péptido y el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el
segundo aspecto de la presente invencién no son idénticos, tal como se entiende claramente por el hecho de que el
fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién tiene el rasgo
caracteristico 4) tal como se describié anteriormente.

La etapa de escindir el fragmento en el que el sitio de escisién de la proteasa predeterminada se ha incorporado
mediante insercién o sustitucién con la proteasa predeterminada puede lograrse mediante la reaccién usada
cominmente en la técnica en las condiciones dptimas de la proteasa predeterminada. Por ejemplo, cuando la
proteasa predeterminada es la proteasa PreScission, puede permitirse que la reaccién de escisién tenga lugar
durante la noche a 4°C manteniéndose la razén de la enzima con respecto al sustrato en el intervalo de 0,001 a 10:1
(U:ug). Cuando la proteasa predeterminada es trombina, puede permitirse que la reaccion de escision por la
trombina tenga lugar durante la noche a 22°C manteniéndose la razén de la enzima con respecto al sustrato en el
intervalo de 0,001 a 10:1 (U:ug). Cuando la proteasa predeterminada es factor Xa, puede permitirse que la reaccion
de escisién tenga lugar durante la noche mediante la adiciéon de los componentes de modo que la razén de la
enzima con respecto al sustrato esté en el intervalo de 0,0008 a 8: 1 (U:ug).

Con respecto a la etapa de recuperar el fragmento del lado N-terminal, esta etapa puede lograrse tal como se
describié anteriormente para la purificacién del fragmento de la presente invencién o similar.

E!l procedimiento de produccién tal como se describié anteriormente puede producir el fragmento de la presente
invencion o similar a alto rendimiento con alta uniformidad del producto y a escala comercial.

Alternativamente, el fragmento de la presente invencién puede sintetizarse quimicamente mediante un método
comun usado en la técnica, y el fragmento producido mediante tal sintesis quimica también esta dentro del alcance
del fragmento de la presente invencién. Por ejemplo, el fragmento puede producirse mediante sintesis en un
sintetizador de péptidos disponible comercialmente, o sintetizando los fragmentos del fragmento de la presente
invencion, y ligando los fragmentos asf sintetizados.

<Cuarto aspecto>

El cuarto aspecto de la presente invencién es un método para diagnosticar o detectar septicemia en el que se
somete a ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién. El uso del método de
diagnéstico o deteccion de septicemia segun el cuarto aspecto de la presente invencién permite el diagnéstico o la
deteccion de la septicemia en el sujeto.

Este método contiene preferiblemente las siguientes etapas 1) a 3):

1) someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién en la sangre
recogida de un sujeto;

2) comparar el valor sometido a ensayo con el valor habitual para un donante normal; y
3) evaluar si el sujeto tiene septicemia.

En la etapa 1), la sangre recogida del sujeto puede ser o bien la sangre tal como se recoge del sujeto,
concretamente, una sangre completa, o bien un plasma o suero preparado a partir de la sangre tal como se recoge.
La etapa 1) es preferiblemente una etapa en la que se mide el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la
presente invencion tras preparar la sangre para dar el plasma o el suero. “Someter a ensayo el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencion” significa basicamente medir la cantidad del antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién. Sin embargo, también es posible medir la cantidad por
disolucién unitaria, concretamente, la concentracion. En esta etapa, es importante obtener un resultado de ensayo
en la unidad que permita la comparacidn con el valor habitual en la siguiente etapa 2).

En la etapa 1), el ensayo se lleva a cabo preferiblemente mediante un inmunoensayo de tipo sandwich en vista de la
comodidad de ensayo. Por ejemplo, tal inmunoensayo puede lograrse usando el método de ensayo segun el sexto
aspecto de la presente invencion, y usando el kit de ensayo segun el quinto aspecto de la presente invencién tal
como se describird a continuacién. Sin embargo, la etapa 1) no se limita a un método de ensayo de este tipo, y
puede llevarse a cabo el ensayo, por ejemplo, mediante la separacién del antigeno CD14 soluble segtin el primer
aspecto de la presente invencién en la sangre, el plasma o suero recogido del sujeto mediante electroforesis, y la
medicién de la concentracién o ancho de la banda detectada mediante densitometria. En una realizacion preferida
de este método, se lleva a cabo la separacién mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras, y entonces, se
detecta la banda mediante western blot usando el anticuerpo usado en el kit de ensayo segun el quinto aspecto de la
presente invencién. Otros métodos de ensayos incluyen separacion y deteccion mediante espectroscopia de masas,
HPLC, cromatografia de gases y CCF.
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La etapa 2) es una etapa llevada a cabo mediante la obtencién preliminar de los resultados de ensayo de donantes
sanos, y la normalizacion de los resultados de ensayo, por ejemplo, mediante el célculo del promedio o mediante el
ajuste de un intervalo convencional; y usando este valor o intervalo normalizado de los donantes normales para el
valor convencional que se compara con el valor determinado en la etapa 1). Por ejemplo, el valor habitual para los
donantes normales puede determinarse usando “el valor promedio + 2 D.E. o 3 D.E.” del donante normal para el
valor de punto de corte. Alternativamente, la etapa 2) puede lograrse mediante la determinacién preliminar del valor
habitual para los pacientes con septicemia, y comparar el valor determinado en la etapa 1) con este valor. Esta
etapa puede llevarse a cabo en lugar de de la etapa de comparar con el valor habitual del donante normal de la
etapa 2).

La etapa 3) es una etapa de evaluar si el sujeto tiene septicemia (positivo) o no tiene septicemia (negativo)
basandose en los resultados de la comparacién en la etapa 2). Sin embargo, la evaluacién también puede incluir la
evaluacién “pseudopositiva” o el diagnéstico predictivo ademas de las evaluaciones “positiva” y “negativa”. Por
ejemplo, cuando el resultado de ensayo se compara con el intervalo convencional de los donantes normales
establecido a de 0 a 0,1 pg/ml y el valor del paciente con septicemia de 0,2 ug/ml o superior, los resultados pueden
evaluarse como “negativos” cuando el valor del sujeto estd en el intervalo de 0 a 0,1 ug/ml; “pseudopositivos”
cuando el valor del sujeto esta en el intervalo de 0,1 a 0,2 ug/ml; y “positivos” o “alta probabilidad de desarrollar
septicemia en el plazo de 24 horas” cuando el valor del sujeto es de 0,2 ug/ml o superior.

En pruebas clinicas, la estabilidad del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion en la
muestra puede desempeiiar el factor clave. Por ejemplo, cuando la muestra se congela y descongela repetidamente,
o se deja durante un largo periodo a temperatura ambiente, el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la
presente invencion en el suero puede Hegar a descomponerse de modo que el ensayo ya no puede llevarse a cabo,
o la CD14 de alto peso molecular en el suero puede llegar a descomponerse para presentar una estructura
equivalente o similar a la del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion para dar un
resultado erréneo.

En vista de tal situacién, pueden afadirse diversos aditivos al suero con el fin de garantizar la estabilidad de!
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién y la CD14 de alto peso molecular. Los
aditivos a modo de ejemplo que pueden afiadirse en el momento de la recogida de sangre incluyen &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), heparina y &cido citrico que se usan en la recogida del plasma. Alternativamente,
puede afiadirse un inhibidor de proteasas al suero como estabilizante para suprimir de ese modo la protedlisis. Los
ejemplos de tal inhibidor de proteasas incluyen antitrombina Ill, ol-antitripsina, aprotinina, leupeptina, o2-
macrogloblina, pepstatina, antipaina, quimostatina, amastatina, inhibidor de tripsina, fluoruro de fenilmetilsulfonito
(PMSF), EGTA, E-64, benzamidina y cloruro de 4-fluoro-(2-aminoetil)bencenosulfonilo (AEBSF). Ademas, la
estabilidad del antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencién y la CD14 de alto peso
molecular en la disolucién puede mejorarse mediante la adicién de un azlcar tal como lactosa, sacarosa o
toreharosa, 0 un compuesto sintético de alto peso molecular tal como PEG.

<Quinto aspecto>

El quinto aspecto descrito en el presente documento es un kit para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble
segln el primer aspecto de la presente invencién en una muestra, comprendiendo el kit al menos un anticuerpo que
se une especificamente al antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencion o un fragmento
del mismo.

El kit descrito en el presente documento comprende al menos un anticuerpo que se une especificamente al antigeno
CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién o un fragmento del mismo para permitir la deteccién
del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién en la muestra. En el kit de la presente
invencién, la deteccién del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién se realiza
mediante la deteccién directa del antigeno CD14 soluble diana segun el primer aspecto de la presente invencién. El
kit es preferiblemente aquél que sélo detecta el antigeno CD14 soluble seguin el primer aspecto de la presente
invencioén, y que no detecta el antigeno CD14 soluble de alto peso molecular humano ni la proteina CD14 soluble de
36 kDa. En efecto, el kit de ensayo de la presente invencion no detectara ni la proteina CD14 soluble de alto peso
molecular humana ni la proteina CD14 soluble de 36 kDa ni siquiera aunque se use el suero humano como tal para
la muestra sin tratamiento especial adicional tal como la adicién de una proteina al suero humano o la
desnaturalizacién de la proteina en el suero humano. El “fragmento del anticuerpo” es Fab, Fab’ o F(ab’). del
anticuerpo.

El kit de ensayo descrito en el presente documento no esta limitado particularmente siempre que comprenda al
menos un anticuerpo que se une especificamente al antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencion o un fragmento del mismo, y el kit puede someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segtn el primer
aspecto de la presente invencién en la muestra. El kit de ensayo es preferiblemente un kit para someter a ensayo el
antigeno CD14 soluble, en el que el anticuerpo que se une especificamente al antigeno CD14 soluble segun el
primer aspecto de la presente invencién o un fragmento del mismo incluido en el kit es uno cualquiera de los
siguientes anticuerpos a) a d) o un fragmento del mismo:
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a) un anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende los residuos de aminodcido descritos en
SEQ ID NO: 2;

b) un anticuerpo producido usando un péptido que comprende de 8 a 16 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 2 para el antigeno;

c¢) un anticuerpo producido usando un péptido que comprende 16 residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO:
2 para el antigeno; y

d) un anticuerpo que se une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto
de la presente invencion o el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto de la presente
invencion.

Tal como se describe en el presente documento, el kit de ensayo es un kit de ensayo que comprende el anticuerpo
a), ¢) o d) o un fragmento del mismo. También se describe en el presente documento que el kit de ensayo es un kit
de ensayo que comprende el anticuerpo d) o un fragmento del mismo. Tal como se describe adicionalmente, el kit de
ensayo es un kit de ensayo que comprende un anticuermpo que se une al fragmento de CD14 soluble recombinante
segun el segundo aspecto de la presente invencién, o un fragmento del anticuerpo.

El anticuerpo d), concretamente, el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencién o el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el tercer aspecto descrito en el presente
documento (“el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion” y “el
fragmento de CD14 soluble recombinante segiin el tercer aspecto descrito en el presente documento” se denominan
conjuntamente a veces a continuacién en el presente documento “los fragmentos de CD14 soluble recombinante de
la presente invencién”) incluye un anticuerpo que tiene rasgos caracteristicos similares a a) un anticuerpo que se
une especificamente a un péptido que comprende los residuos de amino4cido descritos en SEQ ID NO: 2; b) un
anticuerpo producido usando un péptido que comprende de 8 a 16 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminodcidos descrita en SEQ ID NO: 2 para el antigeno; o ¢) un anticuerpo
producido usando un péptido que comprende 16 residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2 para el
antigeno, y algunos son solapantes. Por tanto, el anticuerpo d) puede incluir algunos de los anticuerpos a) a c¢). Para
distinguir claramente el anticuerpo d) de los anticuerpos a) a c), los anticuerpos a) a c) pueden excluirse del
anticuerpo d).

El anticuerpo que se une especificamente al antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencién o un fragmento del mismo, y en particular, el anticuerpo d) usado en este kit es preferiblemente un
anticuerpo que se ha preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de
la presente invencién o el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto de la presente invencién
para el antigeno, o un fragmento del mismo. También se describe un anticuerpo preparado usando el antigeno
CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién para el antigeno, o un fragmento del mismo. Se
describe ademas un anticuerpo preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo
aspecto de la presente invencion para el antigeno, o un fragmento del mismo. También se describe un anticuerpo
monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente
invencién para el antigeno, o un fragmento del mismo. En particular, el anticuerpo usado es preferiblemente un
anticuerpo que no se une sustancialmente a la CD14 de alto peso molecular humana o una CD14 de alto peso
molecular recombinante tal como el polipéptido soluble que tiene los aminoacidos de las posiciones 1 a 356 en el
extremo N-terminal de la CD14 humana (denominado a continuacién en el presente documento el “rsCD14(1-356)").

El principio de ensayo no esta limitado particularmente siempre que el anticuerpo o un fragmento del mismo se use
para someter a ensayo inmunolégicamente el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencién.

Se describe un kit de ensayo en lo que sigue como ejemplo del principio de ensayo, y en este kit de ensayo, se usa
el anticuerpo a), concretamente, “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos
de aminodcido descritos en SEQ [D NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” para detectar el antigeno
CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién mediante inmunoensayo de tipo sandwich (este kit
de ensayo se denomina a veces a continuacion en el presente documento kit de inmunoensayo de tipo sandwich).

El inmunoensayo de tipo sandwich puede llevarse a cabo usando las técnicas conocidas en la técnica. Se describen
el principio de ensayo, la aplicacién y la mejora, por ejemplo, en Ishikawa E. ed., “Supersensitive Enzyme
Immunoassay”, Gakkai-Shuppan Center (1993); Immunoassay Development Research Group, “Novel Use of
Immunoassays and Their Use in the Development of Diagnostic and Therapeutic Agents”, Keiei-Kyoiku Shuppan; y
Ishikawa E. ed., “Enzyme Immunoassay (3rd ed.)”, Ilgaku-Shoin (1987).

El kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento comprende un anticuerpo que se une
especificamente al péptido que comprende los residuos de amino4cido descritos en SEQ ID NO: 2. Los rasgos
caracteristicos y el método de produccién del anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los
residuos de aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2 son tal como se describen en el primer aspecto de la presente
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invencién. El anticuerpo no esta limitado particularmente, y el anticuerpo puede ser o bien un anticuerpo policlonal o
bien un anticuerpo monoclonal.

El inmunoensayo de tipo sandwich es un ensayo logrado normalmente mediante la formacién de un complejo de un
anticuerpo - un antigeno - un anticuerpo usando dos 0 mas anticuerpos que reconocen la proteina analito por sitios
diferentes.

En primer lugar, se prepara un portador insoluble que tiene un primer anticuerpo unido al mismo para su uso como
fase sdlida o sitio de reaccién. Se afiade la muestra al portador insoluble de la fase sélida para su reaccién. Tras
reaccionar durante un tiempo predeterminado, se lava la fase sélida para eliminar la sustancia que no ha podido
unirse especificamente a la fase sélida. Entonces se afiade un segundo anticuerpo marcado, y tras reaccionar
durante un tiempo predeterminado, se lava la fase sélida para eliminar el anticuerpo marcado que no pudo formar el
complejo. Se determing cualitativa y cuantitativamente la cantidad del complejo que llegé a unirse especificamente a
la fase sdlida mediante la utilizacién del marcador. El ensayo de tipo sandwich puede llevarse a cabo o bien en dos
pasos tal como se describié anteriormente (método en dos etapas) o mediante la adicién simultanea del antigeno y
el anticuerpo marcado en un paso (método en una sola etapa).

En el kit de inmunoensayo de tipo sandwich, el ensayo se logra mediante la formacion del complejo de “un
anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID
NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el
segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de
la presente invencién” - “una segunda sustancia de unién que se une especificamente al antigeno CD14 soluble
segun el primer aspecto de la presente invencion”.

El kit de inmunoensayo de tipo sandwich de la presente invencién puede estar constituido por:

un portador insoluble que tiene “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos
de aminoécido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion para el antigeno” unido al mismo, y una
segunda sustancia de unién marcada que se une a “el antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la
presente invencion” (se denomina a veces a continuacién en el presente documento “la segunda sustancia de unién”
por simplicidad); o

un portador insoluble que tiene la segunda sustancia de unién unida al mismo, y “un anticuerpo marcado que se une
especificamente al péptido que comprende 16 residuos de aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo
monoclonal marcado preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencion para el antigeno”.

Segundas sustancias de unién a modo de ejemplo son anticuerpos que se unen especificamente a “el antigeno
CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién”, y el anticuerpo que se une especificamente a “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” no esta limitado particularmente, y puede
ser o bien un anticuerpo policlonal o bien un anticuerpo monoclonal. En vista de la compatibilidad con el
inmunoensayo de tipo sandwich usando un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los
residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2, la segunda sustancia de unién es preferiblemente un anticuerpo
monoclonal, o un fragmento de tal anticuerpo monoclonal. El fragmento de anticuerpo puede ser Fab, Fab’ o F(ab’):
del anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo que se une especificamente al antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente
invencién (se denomina a veces a continuacién en el presente documento “el segundo anticuerpo”) no esta limitado
particularmente y puede ser o bien un anticuerpo que se une especificamente al antigeno CD14 soluble segtin el
primer aspecto de la presente invencidn, o bien un anticuerpo que también se une especificamente a la CD14 de
alto peso molecular. Preferiblemente, el segundo anticuerpo es un anticuerpo que se une a “el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” por una regién de unién diferente a “el anticuerpo que se
une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoécido descritos en SEQ D NO: 2" o “el
anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de
la presente invencién para el antigeno”. Mas preferiblemente, el segundo anticuerpo es un anticuerpo en el que la
segunda sustancia de unién se une especificamente a una cualquiera de las regiones en los residuos de aminoacido
de las posiciones 1 a 52 de la CD14 de alto peso molecular humana, o un fragmento del mismo; o un anticuerpo que
compite con o que muestra reactividad cruzada con un anticuerpo que se une especificamente a una cualquiera de
las regiones en los residuos de aminoécido de las posiciones 1 a 52 de la CD14 de alto peso molecular humana, o
un fragmento del mismo. Mas preferiblemente, el segundo anticuerpo es un anticuerpo en el que la segunda
sustancia de unién se une especificamente a una cualquiera de las regiones en los residuos de aminoacido de las
posiciones 17 a 26 de “el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencion”, o un fragmento
del mismo; o un anticuerpo que compite con (o0 que muestra reactividad cruzada con) un anticuerpo que se une
especificamente a una cualquiera de las regiones en los residuos de aminoacido de las posiciones 17 a 26 de “el
antigeno CD14 soluble seguin el primer aspecto de la presente invencién”, o un fragmento del mismo.
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El segundo anticuerpo puede prepararse, por ejemplo, segin el procedimiento de produccién descrito para el primer
aspecto de la presente invencion usando la CD14 de alto peso molecular, “el antigeno CD14 soluble segun el primer
aspecto de la presente invencién”, una mezcla de la CD14 de alto peso molecular y “el antigeno CD14 soluble segtn
el primer aspecto de la presente invencién”, o la CD14 recombinante para el antigeno para producir de ese modo el
anticuerpo policlonal o el anticuerpo monoclonal. La realizacién de producir el segundo anticuerpo usando una
mezcla de la CD14 de alto peso molecular y “el antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente
invencién” y la CD14 recombinante para el antigeno se describird mas adelante en el ejemplo 3.

Como en el caso del ejemplo 3 tal como se describirda a continuacién, un sistema de ensayo de tipo sandwich se
constituye preferiblemente de antemano antes del ensayo real a partir de un anticuerpo que se une especificamente
al péptido que comprende los residuos de aminogcido descritos en SEQ ID NO: 2 y un anticuerpo candidato para el
segundo anticuerpo para seleccionar de ese modo un segundo anticuerpo adecuado mediante la confirmacién de la
sensibilidad del ensayo.

Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fab’ y F(ab’): pueden prepararse mediante el método conocido en la técnica
(Ishikawa E. ed., “Supersensitive Enzyme Immunoassay”, Gakkai-Shuppan Center, 1993).

En lo anterior, se ha descrito un inmunoensayo de tipo sandwich logrado mediante la unién del anticuerpo al
portador insoluble. Sin embargo, el inmunoensayo de tipo sandwich puede lograrse también en una disolucion sin
usar un portador insoluble, por ejemplo, haciendo reaccionar el antigeno, el anticuerpo marcado y la segunda
sustancia de unién marcada con el segundo marcador en una fase liquida para medir de ese modo la interaccion
entre el marcador y el segundo marcador.

Con respecto al inmunoensayo de tipo sadndwich, el ensayo puede lograrse alternativamente mediante un método
competitivo, en el que se permite que compitan el antigeno en la muestra y el antigeno marcado o el andlogo de
antigeno marcado en la formacién del complejo del anticuerpo - el antigeno - el anticuerpo.

En el kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento, el ensayo se logra mediante la
formacion del complejo: “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminoacido descritos en SEQ 1D NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” -el “antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” marcado (o su andlogo) - “la segunda sustancia de unién
que se une al antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion”.

El kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento llevado a cabo mediante el método
competitivo puede estar constituido por:

un portador insoluble que tiene “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos
de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” unido al mismo; la
segunda sustancia de unién; y el “antigeno CD14 soluble seg(n el primer aspecto de la presente invencién” marcado
o el analogo marcado de “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion”; o

“un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ
ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”, un portador insoluble que tiene la segunda sustancia de
unién unida al mismo; y el “antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” marcado o el
analogo marcado de “el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién”.

Los ejemplos del andlogo de “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” incluyen
el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién; un polipéptido
soluble que tiene los aminodcidos de las posiciones 1 a 285 en el extremo N-terminal de la CD14 humana
(denominado a continuacién en el presente documento el “rsCD14(1-285)"), y rsCD14(1-307)S286C. Entre éstos, se
prefiere particularmente el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el segundo aspecto de la presente
invencién. Sin embargo, el analogo no esté limitado particularmente siempre que pueda competir en el sistema de
ensayo con el antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente invencién en la muestra. Los métodos
de produccién de rsCD14(1-285) y rsCD14(1-307)S286C se describen en el documento W001/72993.

El inmunoensayo de tipo sandwich también puede llevarse a cabo mediante otro método alternativo usando una
segunda unién especifica. En este método, el ensayo se logra mediante la formacion del complejo de un anticuerpo -
un antigeno - un anticuerpo - una segunda sustancia de unién especifica; o el complejo de un anticuerpo - un
antigeno - un anticuerpo - una segunda sustancia de unién especifica - una pareja de unién especifica de la
segunda sustancia de unidn especifica (se denomina a veces a continuacién en el presente documento “la segunda
pareja de union especifica”).

Mas especificamente, el kit de inmunoensayo de tipo sandwich se logra mediante la formacién de un complejo de
“un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ
ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
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segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de
la presente invencién” - “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno CD14 soluble segin el primer
aspecto de la presente invencion” - una segunda sustancia de unién especifica; un complejo de “un anticuerpo que
se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoéacido descritos en SEQ ID NO: 2" 0 “un
anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de
la presente invencion para el antigeno” - “el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente
invencion” - “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la
presente invencién” - una segunda sustancia de unién especifica - una segunda pareja de unién especifica; o un
complejo de “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
presente invencidn” - “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” - “un anticuerpo
que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2" 0 “un
anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de
la presente invencién para el antigeno” - una segunda sustancia de unién especifica - una segunda pareja de unién
especifica.

Con respecto a la constitucién del kit de inmunoensayo de tipo séndwich usando la segunda unién especifica, por
ejemplo, puede comprender ademas una segunda sustancia de unién especifica marcada cuando [a pareja de la
segunda sustancia de unién especifica es “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los
residuos de aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2" 0 “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de
CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”, o “la segunda
sustancia de unién que se une al antigeno CD14 soluble seguin el primer aspecto de la presente invencién”. La
segunda sustancia de unién especifica a modo de ejemplo es un anticuerpo frente a la pareja de la segunda
sustancia de unién especifica.

Cuando la pareja de la segunda sustancia de unién especifica es la segunda pareja de unién especifica, el kit
comprende “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminodacido
descritos en SEQ ID NO: 2, al que se ha unido la segunda sustancia de unién especifica” o “un anticuerpo
monaoclonal producido usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente
invencion para el antigeno, al que se ha unido la segunda sustancia de unién especifica”; una segunda sustancia de
unién marcada que se une al antigeno CD14 soluble segn el primer aspecto de la presente invencién; y un portador
insoluble que tiene la segunda pareja de unién especifica unida al mismo; o alternativamente, un anticuerpo
marcado que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID
NO: 2 o “un anticuerpo monoclonal producido usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el segundo
aspecto de la presente invencién para el antigeno, que se ha marcado”; una segunda sustancia de unién que se une
a “el antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencion” que tiene una segunda sustancia de
unién especifica unido al mismo”; y un portador insoluble que tiene la segunda pareja de unién especifica unida al
mismo.

Combinaciones a modo de ejemplo de la segunda sustancia de unién especifica y la segunda pareja de unién
especifica incluyen un antigeno y su anticuerpo; un ligando y su receptor; una sustancia que contiene una cadena de
azlcar y lectina; y biotina y avidina o estreptavidina.

Los inmunoensayos de tipo sandwich a modo de ejemplo también incluyen, ademas de los descritos anteriormente,
un ensayo llevado a cabo usando un anticuerpo frente a un anticuerpo, concretamente, un anticuerpo anti-
inmunoglobulina para formar un complejo de un anticuerpo - un antigeno - un anticuerpo - un anticuerpo anti-
inmunoglobulina; un ensayo usando un anticuerpo anti-inmunoglobulina y una segunda unién especifica para formar
un anticuerpo anti-inmunoglobulina - un anticuerpo - un antigeno - un anticuerpo - una segunda sustancia de unién
especifica - una segunda pareja de unién especifica.

En el kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento, el ensayo se logra mediante la
formacién de un complejo de “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2” ¢ “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - “el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” - “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno
CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion” - un anticuerpo anti-inmunoglobulina; un complejo
de “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en
SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de
la presente invencién” - “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno CD14 soluble segtin el primer
aspecto de la presente invencién” - un anticuerpo anti-inmunoglobulina; un anticuerpo anti-inmunoglobulina - “un
anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende los residuos de aminoécido descritos en SEQ
ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal producido usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
segundo aspecto de la presente invencion para el antigeno” - “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de
la presente invencién” - “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno CD14 soluble segun el primer
aspecto de la presente invencion” - una segunda sustancia de unién especifica - una segunda pareja de unién
especifica; o un anticuerpo anti-inmunoglobulina - “una segunda sustancia de unién que se une al antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” - “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
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presente invencién” - “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante seguln el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - la segunda sustancia
de unién especifica - la segunda pareja de unién especifica.

Independientemente del tipo del inmunoensayo de tipo sandwich, cualquier ensayo de este tipo que lleva a cabo el
ensayo mediante la formacién de un complejo de “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que
comprende los residuos de aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando
el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” -
“el antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencion” - “una segunda sustancia de unién que
se une al antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencién” estd dentro del alcance del
ensayo de la presente invencién aunque se incluyese una fase sélida o una sustancia de marcaje usando la
segunda union especifica.

En otras palabras, independientemente del tipo del inmunoensayo de tipo sandwich, el kit de ensayo contiene “un
anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID
NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el
segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”. De manera similar, el kit de ensayo contiene un
anticuerpo de uno cualquiera de los anteriores a) a d). (En lo que sigue, se aplica lo mismo a la expresién “siempre
que esté contenido “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”)

El portador insoluble usado para el kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento pueden
ser, por ejemplo, perlas, particulas de latex, particulas magnéticas, una placa, un tubo o una membrana. Las perlas,
la placa, y el tubo pueden ser los producidos a partir de poliestireno, nailon, vidrio, caucho de silicona, acero
inoxidable, plastico, o similar. La membrana puede ser la producida a partir de celulosa, derivado de celulosa,
nitrocelulosa, polimero sintético poroso o fibra de vidrio, un material textil, un material textil no tejido, un papel de
filtro, o similar. Las perlas, las particulas de latex y las particulas magnéticas puede ser las que tienen forma
esférica, lo que es ventajoso en vista del espacio reducido durante el almacenamiento. La placa y el tubo pueden
usarse en forma de un pocillo, y esta forma es ventajosa en vista de la compatibilidad con sistemas de ensayo
automatizados disponibles comercialmente, lector de placas, y similares. La membrana puede usarse en la prueba
de inmunocromatografia y fraccion retenida tal como se describira a continuacién.

La unién del anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende el residuo de aminoacido descrito en
SEQ ID NO: 2, la segunda sustancia de unién, la segunda sustancia de unién especifica o su pareja, o el anticuerpo
anti-inmunoglobulina contra el portador insoluble puede lograrse, por ejemplo, mediante adsorpcién térmica, unién
quimica, o similar.

La superficie sin adsorcién del portador insoluble que no tiene tal sustancia unida al mismo se bloquea
preferiblemente mediante una sustancia que no afecta al sistema de ensayo para mejorar la especificidad o
sensibilidad del sistema de ensayo. Una sustancia de este tipo a modo de ejemplo que no tiene efectos sobre el
sistema de ensayo incluye proteinas tales como BSA y caseina, y tensioactivos tales como Tween20 y NP-40.

El marcador usado en el kit de inmunoensayo de tipo sandwich de la presente invencién puede ser una enzima tal
como peroxidasa, fosfatasa alcalina, B-D-galactosidasa, oxidasa o uricasa; una sustancia quimioluminiscente tal
como acridinio o su derivado, o aequorina o aequorina modificada; una sustancia fluorescente tal como FITC,
europio (Eu), samario (Sm), u otra sustancia fluorescente lantanoide; colorante; oro coloidal; latex coloreado; o un
isétopo.

Por ejemplo, cuando la enzima usada es peroxidasa, puede usarse 3,3',5,5-tetrabencidina, 1,2-fenilendiamina, o
similar para el sustrato cromogénico, y cuando la enzima usada es una fosfatasa alcalina, puede usarse fosfato de
4-nitrofenilo o similar para el sustrato cromogénico, y cuando la enzima usada es -D-galactosidasa, puede usarse
2-nitrofenil-D-galactésido o similar para el sustrato cromogénico.

El marcaje con enzima del anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2, la segunda sustancia de unién, la segunda sustancia de unién especifica o
su pareja, o anticuerpo anti-inmunoglobulina puede lograrse mediante el método con glutaraldehido en dos pasos, el
método con &cido peryddico, el método con maleimida, el método con disulfuro de piridilo, o similar.

El marcador distinto de la enzima también puede unirse mediante un método conocido en la técnica tal como
adsorpcidn térmica y unién quimica.

Se prefiere el marcaje con una enzima puesto que el ensayo puede lograrse a una sensibilidad relativamente alta, y
con un sistema de medicién de absorbancia usado comdinmente en la técnica cuando el sustrato cromogénico es el
gue se menciond anteriormente.

Cuando se usa una sustancia quimioluminiscente, una sustancia fluorescente, un marcador coloreado o un isétopo
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para el marcador, el ensayo puede lograrse usando un sistema de medicién compatible con el marcador. Cuando se
usa una sustancia fluorescente tal como Eu, por ejemplo, criptato (criptato de Eu®*), puede medirse la transferencia
de energia de resonancia por fluorescencia usando un derivado de aloficocianina tal como XL665 para el segundo
marcador.

Para un kit de ensayo practico tal como un kit que emplea la prueba de inmunocromatografia o fraccion retenida tal
como se describira a continuacién, se prefiere el uso de un colorante, oro coloidal o latex coloreado puesto que
estos marcadores pueden observarse visualmente.

El kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento se caracteriza porgue el ensayo se lleva
a cabo mediante el inmunoensayo de tipo sandwich, y contiene un anticuerpo que se une especificamente al péptido
que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2. El inmunoensayo de tipo sandwich puede
lograrse mediante tecnologias conocidas en la técnica tal como se describié anteriormente, y el kit de inmunoensayo
de tipo sandwich no estd limitado particularmente mas que por la descripcién anterior siempre que el kit se base en
el inmunoensayo de tipo sandwich y contenga “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende
los residuos de aminodcido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento
de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”. Tal como se
describe en el presente documento, el kit de inmunoensayo de tipo sandwich incluye “un anticuerpo que se une
especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo
monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente
invencién para el antigeno” y otros reactivos que son necesarios para el inmunoensayo de tipo sandwich, y los
componentes del kit no estan limitados particularmente siempre que tales componentes no interfieran en el principio
de ensayo y los resultados de ensayo.

Tales componentes opcionales a modo de ejemplo incluyen un tampén o un diluyente para la muestra, el anticuerpo
marcado, o similar, un sustrato cromogénico (véase anteriormente) adecuado para la enzima usada si se usa una
enzima en el anticuerpo marcado, un agente de bloqueo, un reactivo de detencién y una disolucién de lavado.
Preferiblemente, el diluyente es el que contiene una sustancia que también esta contenida en la muestra, aunque el
diluyente no esta limitado particularmente. Cuando la muestra es suero, y la recogida de sangre en el transcurso de
la obtencién del suero se ha llevado a cabo en presencia de EDTA o Acido citrico, el diluyente contiene
preferiblemente EDTA o 4cido citrico al mismo contenido. El diluyente, por ejemplo, puede contener de 0,2 a 1
mg/ml de EDTA.

Tales componentes opcionales a modo de ejemplo también incluyen una sustancia patrén, que puede ser “el
antigeno CD14 soluble segutin el primer aspecto de la presente invencién” o un analogo de “el antigeno CD14 soluble
segtin el primer aspecto de la presente invencién”. El uso del fragmento de CD14 soluble recombinante de la
presente invencion se prefiere particularmente para la sustancia patrén.

El kit de inmunoensayo de tipo sandwich también incluye los kits para andlisis inmunocromatografico o de fraccién
retenida en el que el ensayo se logra con el principio del inmunoensayo de tipo sandwich. El kit de inmunoensayo de
tipo sandwich también puede aplicarse a un ensayo mediante el proceso MEDIA que mide electroquimicamente la
sefial procedente del marcador (documento JP-A 5-264552), un inmunoensayo usando un microchip (“Bioscience
and Industry”, vol. 61, péaginas 449-454, 2003), fluoroinmunoensayo con resolucién temporal (“Analytical
biochemistry” (EE.UU.), 1984, vol. 137, pags. 335-343) e inmunoensayo homogéneo. En los kits de ensayo que
emplean tales principios de ensayo, se somete a ensayo el analito mediante inmunoensayo de tipo sdndwich, y el kit
contiene “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos
en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante
segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”.

El kit de inmunoensayo de tipo sandwich descrito en el presente documento tiene el rasgo caracteristico de que
contiene “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos
en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante
segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”, y puede someter a ensayo especificamente el
antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencién. La muestra usada para el kit de
inmunoensayo de tipo sandwich de la presente invencién es preferiblemente una muestra acuosa. Se prefieren
particularmente, por ejemplo, sangre, suero, plasma y otros componentes de la sangre, orina y otros liquidos
corporales, sobrenadante de cultivo celular y eluato de la columna, y estas muestras pueden usarse
satisfactoriamente para someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencion contenido en estas muestras. Sin embargo, en el caso de muestras distintas de componentes de la santre
humanos, por ejemplo, orina u otros liquidos corporales humanos; hemoderivados, orina, u otros liquidos corporales
de especies no humanas; sobrenadante de cultivo celular o eluato de una columna, el kit puede someter a ensayo
no sélo “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion” sino también proteinas y
polipéptidos analogos a “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién”. El kit de
inmunoensayo de tipo sandwich también incluye el kit para someter a ensayo proteinas y polipéptidos anélogo a “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” siempre que contenga “un anticuerpo que
se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2” o0 “un
anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de
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la presente invencién para el antigeno”.

Ademas, “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos
en SEQ ID NO: 2” y “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante
segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” en la descripcién anterior puede sustituirse por
“un fragmento Fab, Fab’ o (Fab’): del anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos
de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un fragmento Fab, Fab’ o (Fab’), del anticuerpo monoclonal preparado
usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién para el
antigeno”, respectivamente.

En lo anterior, se han descrito realizaciones del kit de inmunoensayo de tipo sandwich usando el anticuerpo a),
concretamente, “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido
descritos en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble
recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno”. Sin embargo, el kit de ensayo
también puede constituirse usando el anticuerpo b), concretamente, “un anticuerpo producido usando un péptido que
comprende de 8 a 16 residuos de aminoacido consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoAcidos descrita
en SEQ ID NO: 2 para el antigeno”, el anticuerpo c), concretamente, “un anticuerpo producido usando un péptido
que comprende 16 residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2 para el antigeno”, el anticuerpo d),
concretamente, “un anticuerpo producido usando la CD14 soluble fragmento segun el segundo aspecto de la
presente invencién para el antigeno”, o fragmento Fab, Fab’, o (Fab’). de un anticuerpo de este tipo.

Principios de ensayo a modo de ejemplo distintos al inmunoensayo de tipo sandwich incluyen ensayo de
aglutinacién, ensayo de unién a fase sélida y ensayo de reaccién en disolucién, y un kit de ensayo adaptado para
cada método puede constituirse usando al menos un anticuerpo que se une especificamente a “el antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” o un fragmento del mismo, y preferiblemente, usando el
anticuerpo de la presente invencién o un fragmento del mismo. Cuando el kit de ensayo se constituye usando un
anticuerpo solo sin usar la segunda sustancia de unién, el anticuerpo que se une especificamente a “el antigeno
CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencion” o un fragmento del mismo preferiblemente
comprende un anticuerpo que no se une sustancialmente a la proteina CD14 soluble de longitud completa (se
denomina a veces a continuacion en el presente documento “la CD14 humana de alto peso molecular’) en la sangre
humana o la CD14 recombinante de alto peso molecular tal como el polipéptido soluble que contiene los
aminodcidos de las posiciones 1 a 356 en el extremo N-terminal de la CD14 humana (denominado a continuacién en
el presente documento el “rsCD14(1-356)").

En el ensayo de aglutinacién, se une un anticuerpo a la superficie de particulas, se permite que se agiutinen las
particulas utilizando la presencia del antigeno, y se lleva a cabo la cualificacién o cuantificaciéon especifica del
antigeno usando el grado de la aglutinacién para el indice.

En el kit de inmunoensayo descrito en el presente documento que utiiza el ensayo de aglutinacién, se lleva a cabo
el ensayo, por ejemplo, mediante la formacién de “el anticuerpo que se une especificamente a un péptido que
comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2” o “el anticuerpo monoclonal producido usando el
fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” y la agiutinacién del complejo.

El kit de inmunoensayo descrito en el presente documento que utiliza el ensayo de aglutinacion comprende las
particulas que tienen el anticuerpo descrito en el presente documento unido en su superficie.

Las particulas usadas pueden ser las usadas cominmente en la técnica tales como particulas de latex, eritrocitos
(por ejemplo, eritrocitos de oveja), particulas de gelatina, microperlas o particula de carbono.

El ensayo de unién a fase sélida es un ensayo que se logra mediante la formacién de un complejo anticuerpo -
antigeno sobre la fase sdélida. En este ensayo, se adsorbe una muestra que contiene el antigeno sobre un portador
insoluble (es decir, fase sdlida), y entonces se afiade un anticuerpo marcado para su reaccion. La cantidad del
complejo que llega a unirse a la fase sélida se mide entonces usando el marcador para la cualificacién o
cuantificaciéon especifica.

El ensayo competitivo se lleva a cabo, por ejemplo, permitiendo que un andlogo de antigeno se adsorba sobre un
portador insoluble para la competencia con la reaccién entre el anticuerpo marcado y el antigeno en la muestra, y
midiendo la cantidad del anticuerpo marcado que llega a unirse especificamente al andlogo de antigeno. Otro
ensayo competitivo se lleva a cabo permitiendo que un anticuerpo se adsorba sobre un portador insoluble para la
competencia del antigeno marcado andlogo con la reaccién entre el anticuerpo y el antigeno en la muestra, y
midiendo la cantidad del antigeno marcado andlogo que llega a unirse especificamente al anticuerpo.

En el kit de inmunoensayo de unién a fase sdlida descrito en el presente documento, el ensayo se logra mediante la
formacién de un complejo de “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminoécido descritos en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” - “el antigeno CD14
soluble segin el primer aspecto de la presente invencién”; un complejo de “un anticuerpo que se une
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especificamente al péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo
monoclonal preparado usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la presente
invencién para el antigeno” - el “antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencion” marcado
(o su anéalogo); o un complejo de “un anticuerpo marcado que se une especificamente al péptido que comprende los
residuos de amino4cido descritos en SEQ ID NO: 2” o “un anticuerpo monoclonal marcado producido usando el
fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion para el antigeno” - “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” (o su anélogo).

El portador insoluble, el andlogo de “el antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencién”, el
marcador, y el reactivo adsorbido son tal como se describen en la explicacién del kit de inmunoensayo de tipo
sandwich.

El método de reaccién en disolucién es un método en el que un antigeno y un anticuerpo marcado se hacen
reaccionar en fase liquida, y el antigeno; el anticuerpo, y el complejo antigeno-anticuerpo se separan por medio de
una técnica de coagulacién o fisicoquimica usando el anticuerpo para la cualificacién o cuantificacién especifica de
“el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién”.

En la descripcién anterior, “un anticuerpo que se une especificamente al péptido que comprende los residuos de
aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2" o “un anticuerpo monoclonal preparado usando el fragmento de CD14
soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno” puede sustituirse por “un
anticuerpo producido usando un péptido que comprende de 8 a 16 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 2 para el antigeno”, “un anticuerpo
producido usando un péptido que comprende 16 residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2 para el
antigeno”, “un anticuerpo producido usando el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente
invencién para el antigeno”, o “un anticuerpo producido usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun
el tercer aspecto de la presente invencién para el antigeno”, o “un fragmento Fab, Fab’ o (Fab’), de un anticuerpo de
este tipo”.

En lo anterior, se han descrito los principios de ensayo del kit de ensayo descrito en el presente documento. Tal
como se describe en el presente documento, un kit de ensayo contiene un anticuerpo que se une especificamente a
al menos un “antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” o un fragmento del mismo, y
puede someter a ensayo directamente “el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién”.
El principio del inmunoensayo puede comprender los conocidos en la técnica tal como se describen, por ejemplo, en
Ishikawa E. ed., “Supersensitive Enzyme Immunoassay”, Gakkai-Shuppan Center (1993); Immunoassay
Development Research Group, “Novel Use of Immunoassays and Their Use in the Development of Diagnostic y
Therapeutic Agents”, Keiei-Kyoiku Shuppan; e Ishikawa E. ed., “Enzyme Immunoassay (3rd ed.)”, |gaku-Shoin
(1987) mencionados anteriormente.

“El antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la presente invencion” que puede someterse a ensayo
especificamente mediante el kit descrito en el presente documento aumenta en el paciente que presenta septicemia.
Por consiguiente, la medicién de “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién”
proporcionaria un indice para el diagndstico de septicemia, y el kit de la presente invencién es util para diagnosticar
la septicemia.

“El anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en
SEQ ID NO: 2" o “el anticuerpo monoclonal producido usando el fragmento de CD14 soluble recombinante de la
presente invencion para el antigeno” es preferiblemente un anticuerpo que tiene una constante de disociacién (KD)
expresada en cuanto a afinidad del anticuerpo para el péptido o “el fragmento de CD14 soluble recombinante de la
presente invencion” menor que 107 M, mas preferiblemente 10° M o menos, y ain mas preferiblemente 10° M o
menos.

En la produccién de “el anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende los residuos de
aminodcido descritos en SEQ ID NO: 27, el péptido usado para el antigeno es un péptido que contiene al menos 8
aminodcidos consecutivos, preferiblemente un péptido que contiene al menos 10 aminoacidos consecutivos, mas
preferiblemente un péptido que contiene al menos 12 aminodcidos consecutivos, y lo mas preferiblemente un
péptido que contiene al menos 16 aminodcidos consecutivos descritos en SEQ ID NO: 2. Ademas, siempre que el
péptido contenga uno cualquiera de los al menos 8 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 2, el péptido no esta
limitado particularmente para la secuencia de aminoacidos distinta a los al menos 8 aminoéacidos consecutivos de la
SEQ ID NO: 2. Sin embargo, el péptido es preferiblemente aquél en el que todas las secuencias de aminodcidos
dentro del péptido son las que se encuentran en la SEQ ID NO: 2.

El anticuerpo es preferiblemente el producido usando el péptido que contiene al menos 8 aminoacidos consecutivos,
preferiblemente el péptido que contiene al menos 10 aminodcidos consecutivos, méas preferiblemente el péptido que
contiene al menos 12 aminoéacidos consecutivos, y lo méas preferiblemente el péptido que contiene al menos 16
amino4cidos consecutivos descritos en SEQ ID NO: 2 para el antigeno.

En la produccién de “el anticuerpo producido usando un péptido que comprende de 8 a 16 residuos de aminoacido
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consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 2 para el antigeno”, el niimero
de los residuos de aminoacido del péptido no esta limitado particularmente siempre que el péptido sea aquél que
comprende de 8 a 16 residuos de aminodcido consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita
en SEQ ID NO: 2. El anticuerpo es preferiblemente el producido usando un péptido que comprende al menos 10
aminoéacidos consecutivos, mas preferiblemente al menos 12 aminoacidos consecutivos, y lo mds preferiblemente al
menos 16 aminodcidos consecutivos para el antigeno. En otras palabras, el anticuerpo es lo mas preferiblemente
“un anticuerpo producido usando un péptido que comprende 16 residuos de aminodcido consecutivos de SEQ ID
NO: 2 para el antigeno”.

Ademas, “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” tiene un peso molecular
diferente al de la CD14 de alto peso molecular, y una secuencia de aminoacidos méas corta que la de la CD14 de alto
peso molecular. Por consiguiente, la estructura de “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencién” en sangre debe ser diferente de la de la CD14 de alto peso molecular. Se concibe que esta diferencia en
la estructura conduce a la diferencia en la reactividad con el anticuerpo, y la fuerte unién, concretamente, la alta
afinidad por “el antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencién” de los anticuerpos a) a d)
que son los ejemplos preferidos del anticuerpo que se une especificamente a “el antigeno CD14 soluble segtin el
primer aspecto de la presente invencién” incluido en el kit de ensayo segun el quinto aspecto de la presente
invencion (se denominan a veces a continuacién en el presente documento “los anticuerpos a) a d)” por motivos de
simplicidad).

Cada uno de los anticuerpos a) a d) puede ser o bien un anticuerpo policlonal o bien un anticuerpo monoclonal. La
especie animal usada para obtener los anticuerpos de la presente invencién no esta limitada particularmente, y se
prefiere el uso de un conejo, una cabra, o similar en vista de la facilidad de produccidn de anticuerpos. El tipo de la
molécula tampoco estad limitado particularmente, y puede emplearse una inmunoglobulina de cualquier clase,
subclase o isotipo.

El péptido usado para el inmunégeno puede producirse mediante cualquier método usado cominmente en la
técnica, por ejemplo, usando un sintetizador de péptidos (sintetizador de péptidos modelo 433A fabricado por
PerkinElmer Japan) o mediante recombinacién genética (véase “New Protocols of Cytoengineering Experiments”
editado por Antitumor Research Section, The Institute of Medical Science, The University of Tokyo, y publicado por
Shujun-sha). ‘

Por ejemplo, el péptido que comprende al menos 8 aminodcidos consecutivos de los residuos de aminoécido
descritos en SEQ ID NO: 2 puede sintetizarse mediante el método con Fmoc usando un sintetizador de péptidos
{modelo 433A), y tras desproteccion mediante TFA y escisién de la resina, puede purificarse usando una columna
C18 HPLC (Capcell-pak, Shiseido Co., Ltd.) para preparar el péptido diana.

Cuando el antigeno es una proteina, puede usarse para el inmunégeno sin tratamiento adicional. Sin embargo, un
péptido del tamafio igual a o menor que de 8 a 30 residuos de aminoacido generalmente puede no tener
inmunogenicidad debido al bajo peso molecular. En tal caso, el péptido se une a un portador, o se prepara un
péptido MAP mediante el método del péptido multiantigénico (MAP) para conferir a la molécula un peso molecular
suficiente para desarrollar la inmunogenicidad con el fin de permitir su uso para un antigeno.

Los portadores a modo de ejemplo unidos a tal péptido incluyen una proteina transportadora y un polimero. La
proteina transportadora empleada puede ser una proteina fordnea tal como albimina sérica bovina, hemocianina de
lapa californiana (KLH), tiroglobulina y ovoalbimina. Estas proteinas transportadoras pueden unirse al péptido por
medio del grupo funcional en la cadena lateral del aminoacido del péptido o una proteina transportadora de este tipo,
o mediante la incorporacién del grupo maleimida, el grupo N-hidroxisuccinimida (NHS) o el grupo aldehido. Los
polimeros a modo de ejemplo incluyen azucares tales como manano y quitosano, y polivinilpirrolidona (PVA). Estos
polimeros pueden unirse al péptido mediante adsorpcién o enlace quimico tal como se menciond anteriormente.

La produccién del fragmento de CD14 soluble recombinante de la presente invencién usado para el antigeno puede
llevarse a cabo tal como se describe para los aspectos segundo y tercero de la presente invenciéon. Cuando se usa
tal fragmento para el antigeno, puede usarse para el inmunégeno o bien sin tratamiento adicional o bien tras la unién
a un portador o similar.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede producirse mediante un método conocido en la técnica (por
ejemplo, véase “Experimental Methods in Immunology” editado 'y publicado por la Japanese Society for
Immunology). Por ejemplo, puede producirse un anticuerpo policlonal mediante el procedimiento tal como se
describe a continuacion. ‘

Se mezclan de 20 a 1000 ug del inmunégeno preparado tal como se describié anteriormente con un adyuvante tal
como adyuvante completo de Freund, adyuvante RIBI o ALUM para su uso en la inmunizacién de diversos animales.
Los animales a modo de ejemplo usados incluyen caballo, oveja, cabra, cerdo, conejo, rata y ratén. La inmunizacién
puede lograrse, por ejemplo, mediante administracién intramuscular, administracién intradérmica, administracién
subcutanea, administracién intraperitoneal, administracién en los ganglios linfatico, u otro método, y tras la
administracion inicial, puede administrarse una dosis de refuerzo al animal en un intervalo de 1 a 4 semanas
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mediante la administracién del inmunégeno mezclado con un adyuvante tal como adyuvante incompleto de Freund,
adyuvante RIBI o ALUM de manera similar o0 mediante la adicién directa del inmundgeno en vena. Puede prepararse
un antisuero mediante la recogida de la sangre del animal inmunizado mediante cualquier método de recogida de
sangre usado comunmente en la técnica, por ejemplo, de la arteria carétida, vena de la oreja, corazén, vena de la
pierna, o similar, y la separacién del suero, por ejemplo, mediante centrifugacion. Entonces se precipita con sales la
fraccién de globulina mediante la adicién de sulfato de amonio, sulfato de sodio, o similar para su precipitacion. Se
dializa el precipitado frente a un tampén apropiado, y se somete a una matriz de afinidad tal como proteina A o
proteina G que puede purificar especificamente la globulina para obtener el anticuemo policlonal purificado de la
fraccién de IgG frente al péptido diana. El producto puede purificarse especificamente mediante la seleccién de un
anticuerpo que se une especificamente al antigeno tal como se describié anteriormente.

Puede producirse un anticuerpo monoclonal mediante el procedimiento tal como se describe a continuacién.

Se fusiona un inmunocito del mamifero inmunizado, con una célula de mieloma para producir un hibridoma, y se
selecciona el clon que produce un anticuerpo que se une especificamente al péptido tal como se describié
anteriormente para producir el anticuerpo de la presente invencién. El inmunégeno usado es preferiblemente un
péptido que comprende al menos 10 residuos de aminoacido consecutivos, méas preferiblemente al menos 12
residuos de aminoacido consecutivos, y lo mas preferiblemente 16 residuos de aminodcido consecutivos de las
posiciones 53 a 68.

El mamifero inmunizado no est4 limitado particularmente. Sin embargo, el mamifero se selecciona preferiblemente
teniendo en cuenta la compatibilidad con la célula de mieloma usada para la fusién celular, y se prefiere el uso de un
mamifero tal como ratén, rata y hamster. Pueden emplearse diversas células de mieloma conocidas incluyendo
células de mieloma tales como P3, P3U1, SP2/0, NS-1, YB2/0y Y3-Ag1.2.3.

La inmunizacién puede lograrse mediante el método conocido en la técnica, por ejemplo, mediante la administracién
del antigeno en la cavidad peritoneal, bajo la piel, en vena o en la almohadilla de la pata. Esta administracién de
antigeno puede combinarse con la administracién del adyuvante, y el antigeno se administra preferiblemente dos o
mas veces. El inmunocito es preferiblemente un esplenocito o una célula del ganglio linfatico recogida varios dias,
por ejemplo, 3 dias tras la administracion final del antigeno. La fusién del inmunocito y la célula de mieloma puede
llevarse a cabo mediante un método conocido en la técnica tal como el método de Milstein (Methods in Enzymol.,
vol. 73, péagina 3), usando un agente de fusién tal como polietilenglicol (PEG), o mediante un método de
electrofusion.

La razén de mezclado del inmunocito y la célula de mieloma no esta limitada particularmente siempre que estas
células puedan fusionarse entre si. Sin embargo, la célula de mieloma se usa preferiblemente a de 1/10 a una
cantidad igual del inmunocito. Cuando las células se fusionan usando PEG (peso molecular promedio, de 1.000 a
4.000), PEG se usa preferiblemente a una concentracién del 50% aunque la concentracién no esta limitada
particularmente. También puede afiadirse un promotor de fusion tal como dimetilsulféxido (DMSO) para mejorar la
eficacia de fusién. La fusién puede iniciarse mediante la adicién de la disolucién de PEG que se ha calentado hasta
una temperatura de 37°C, y tras permitir que la reaccién avance durante de 1 a 5 minutos, puede completarse la
reaccion mediante la adicién del medio de cultivo. El hibridoma asi formado puede cultivarse durante de 1 a 7 dias
sobre un cultivo selectivo tal como un cultivo que contiene hipoxantina, timidina y aminopterina (medio HAT) para
separar las células que no pudieron fusionarse.

El hibridoma resultante se selecciona ademas basdndose en el tipo del anticuerpo producido. El hibridoma
seleccionado se hace monoclonal por medio del método de dilucién limitante conocido en la técnica para establecer
de ese modo el hibridoma que produce anticuerpo monoclonal. Puede detectarse la actividad del anticuerpo
producido por el hibridoma mediante un método conocido en la técnica tal como ELISA, aglutinacién o
radioinmunoensayo. El asi hibridoma establecido puede cultivarse mediante un método conocido en la técnica para
obtener de ese modo el anticuerpo monoclonal a partir del sobrenadante de cultivo. Alternativamente, el hibridoma
puede administrarse a un mamifero que tiene compatibilidad con el hibridoma particular para su propagacién, y el
anticuerpo monoclonal puede recogerse de la ascitis. La purificacion del anticuerpo puede lograrse mediante
precipitacién con sales, filtracién en gel, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de afinidad, u otros
medios de purificacion.

Tal como se describe en la seccién del método de diagndstico segun el cuarto aspecto de la presente invencion, el
valor medido puede fluctuar por el efecto de la estabilidad del antigeno CD14 soluble y la CD14 de alto peso
molecular de la presente invencién. Por tanto, para mejorar el rendimiento del kit, el anticuerpo usado es
preferiblemente el que tiene una alta especificidad por el antigeno CD14 soluble asi como baja reactividad con la
sustancia que puede cambiar durante el almacenamiento provocando la fluctuacién del valor de medicién. Un
anticuerpo usado para constituir el kit puede cribarse para obtener de ese modo un anticuerpo que no provoca tal
fluctuacién.

<Sexto aspecto>

El sexto aspecto descrito en el presente documento es un método para someter a ensayo inmunolégicamente “el
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antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion” en el que al menos un anticuerpo que se
une especificamente a “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” o un fragmento
del mismo se permite que se una especificamente a “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
presente invencion”.

El método de ensayo segtin el sexto aspecto descrito en el presente documento es un método para someter a
ensayo inmunolégicamente “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” que no
detecta la CD14 humana de alto peso molecular; que usa al menos un anticuerpo que se une especificamente a “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencidn”; y que somete a ensayo directamente “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencidn” en la muestra. Tal como se describe en el
presente documento, el método de ensayo usa uno cualquiera de los siguientes anticuerpos a) a d) o un fragmento
de un anticuerpo de este tipo:

a) un anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en
SEQ ID NO: 2;

b) un anticuerpo producido usando un péptido que comprende de 8 a 16 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 2 para el antigeno;

¢) un anticuerpo producido usando un péptido que comprende 16 residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO:
2 para el antigeno; y

d) un anticuerpo que se une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto
de la presente invencién o el fragmento de CD14 soluble recombinante segun el tercer aspecto descrito en el
presente documento.

Tal como se describe en el presente documento, este método de ensayo es un método de ensayo que comprende el
uso del anticuerpo a), ¢) o d) o un fragmento de un anticuerpo de este tipo. Todavia mas preferiblemente, este
método de ensayo es un kit de ensayo que comprende el anticuerpo d) o un fragmento del mismo. En la descripcién
anterior, el fragmento de anticuerpo puede ser Fab, Fab’ o F(ab’), de tal anticuerpo monoclonal.

Este método de ensayo también es un método de ensayo para someter a ensayo “el antigeno CD14 soluble segtin
el primer aspecto de la presente invencién” en el que se usa una segunda sustancia de unién que se une a “el
antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” para llevar a cabo un inmunoensayo de
tipo sandwich entre un anticuerpo de uno cualquiera de los anteriores a) a d) o un fragmento del mismo y la segunda
sustancia de unién para someter a ensayo “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencion”.

El anticuerpo de uno cualquiera de los anteriores a) a d) puede usarse como anticuerpo en fase sélida, anticuerpo
marcado o similar. El método de ensayo también incluye los que utilizan una segunda unién especifica, y un
anticuerpo anti-inmunoglobulina. En tal caso, el anticuerpo que es uno cualquiera de a) a d) puede usarse como
anticuerpo libre, segunda sustancia de unién especifica o anticuerpo que se une a la pareja de la segunda unién
especifica.

El método de ensayo de la presente invencion puede llevarse a cabo mediante inmunoensayo de tipo sandwich que
puede ser o bien no competitivo o bien competitivo, y también estan incluidos la inmunocromatografia, el andlisis de
la fraccion retenida, y similares.

El principio de ensayo del método de ensayo de la presente invencién no se limita al inmunoensayo de tipo
sandwich, y también pueden emplearse otros métodos tales como aglutinacién, método de unién a fase sélida y
método de reaccidn en disolucién.

Un método de ensayo detallado y método de ensayo preferido son tal como se describen para la seccién del kit
segun el quinto aspecto descrito en el presente documento.

<Séptimo aspecto>

E! séptimo aspecto descrito en el presente documento es un anticuerpo que se une especificamente al antigeno
CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién. Sin embargo, este aspecto de la presente invencién
incluye los siguientes anticuerpos a) a d) que también se describen en los ejemplos del documento W02004/44005
(que se publicé después de la fecha de prioridad de esta solicitud), y hay cierto solapamiento. Por tanto, el
anticuerpo que se une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencién puede incluir algunos de los siguientes a) a d). El anticuerpo del segundo aspecto de la presente
invencion y los anticuerpos de los siguientes a) a d) pueden distinguirse claramente excluyendo el ant|cuerpo del
siguiente anticuerpo a) a d) del anticuerpo del segundo aspecto de la presente invencion.

a) un anticuerpo preparado usando un péptido que comprende los residuos de aminoécido descritos en SEQ ID NO:
2 para el antigeno;
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b) un anticuerpo policlonal preparado usando un péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en
SEQ ID NO: 4 o0 SEQ ID NO: 5 para el antigeno,

c¢) anticuerpo F1031-8-3, y
d) anticuerpo F1106-13-3.

Ha de observarse que el documento W0O2004/44005 también describe un anticuerpo que se une al péptido que
comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5; y un anticuerpo,
que se une a un péptido que comprende de 8 a 30 residuos de aminoacido consecutivos de la secuencia de
amino4cidos descrita en SEQ ID NO: 6 para el antigeno. Por otra parte, el anticuerpo que se une especificamente al
fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion puede incluir algunos
de tales anticuerpos. Para una distincién clara, tales anticuerpos pueden excluirse del anticuerpo que se une
especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante seguin el segundo aspecto de la presente invencién.

“El anticuerpo que se une especificamente al antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente
invencién” segun el séptimo aspecto descrito en el presente documento no se une sustancialmente a la proteina
CD14 soluble de longitud completa en sangre humana o rsCD14(1-356), y es preferiblemente un anticuerpo que se
une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante segtin el segundo aspecto de la presente
invencién. También es preferiblemente un anticuerpo que sea un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo de la presente invencién puede prepararse usando el antfgeno CD14 soluble segun el primer aspecto
de la presente invencién para el antigeno.

El uso del anticuerpo segun el séptimo aspecto permite el ensayo del antigeno CD14 soluble segin el primer
aspecto de la presente invencion, y la constitucién del “kit de ensayo para someter a ensayo el antigeno CD14
soluble seglin el primer aspecto de la presente invencion” segin el quinto aspecto descrito en el presente
documento.

<Octavo aspecto>

El octavo aspecto descrito en el presente documento es un anticuerpo que se une especificamente al fragmento de
CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion. Sin embargo, este aspecto incluye
los siguientes anticuerpos a) a d) que también se describen en los ejemplos del documento W02004/44005 (que se
publicé después de la fecha de prioridad de esta solicitud), y hay cierto solapamiento. Por tanto, el anticuerpo que se
une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante seglin el segundo aspecto de la presente
invencién puede incluir algunos de los siguientes a) a d). El anticuerpo del segundo aspecto de la presente invencién
y los anticuerpos de los siguientes a) a d) puede distinguirse claramente excluyendo el anticuerpo del siguiente
anticuerpo a) a d) del anticuerpo del segundo aspecto de la presente invencion.

a) un anticuerpo preparado usando un péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO:
2 para el antigeno;

b) un anticuerpo policlonal preparado usando un péptido que comprende los residuos de aminoacido descritos en
SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 para el antigeno,

¢) anticuerpo F1031-8-3, y
d) anticuerpo F1106-13-3.

Ha de observarse que el documento W0O2004/44005 también describe un anticuerpo que se une al péptido que
comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 5; y un anticuerpo,
gue se une a un péptido que comprende de 8 a 30 residuos de aminoacido consecutivos de la secuencia de
aminodcidos descrita en SEQ ID NO: 6 para el antigeno. Por otra parte, el anticuerpo que se une especificamente al
fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el segundo aspecto de la presente invencién puede incluir aigunos
de tales anticuerpos. Para una distincion clara, tales anticuerpos pueden excluirse del anticuerpo que se une
especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion.

“El anticuerpo que se une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto
de la presente invencién” segln el octavo aspecto de la presente invencién es preferiblemente un anticuerpo que no
se une sustancialmente a la proteina CD14 soluble de longitud completa en sangre humana o rsCD14(1-356),
mientras que se une especificamente al fragmento de CD14 soluble recombinante seguln el segundo aspecto de la
presente invencién. También es preferiblemente un anticuerpo que es un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo descrito en el presente documento puede prepararse usando el fragmento de CD14 soluble
recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién para el antigeno.

Un anticuerpo particular y preferido descrito en el presente documento es el anticuerpo F1237-3-4. El hibridoma que
produce este anticuerpo F1237-3-4 se ha depositado internacionalmente en el Instituto Nacional de Ciencia y

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 406 266 T3

Tecnologia Industrial Avanzada (Instituto Administrativo Independiente), Organismo Internacional para el Depésito
de Patentes (Chuo-dairoku, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japén) con el n.° de registro FERM
ABP-10330.

El uso del anticuerpo segtin el octavo aspecto descrito en el presente documento permite el ensayo del antigeno
CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién, y la constitucion del “kit de ensayo para someter a
ensayo el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencion” segun el quinto aspecto descrito
en el presente documento.

El “kit de ensayo para el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién” segtn el quinto
aspecto descrito en el presente documento no detecta la CD14 de alto peso molecular. Este es el motivo por el que
se prefiere un anticuerpo que no se une sustancialmente a la proteina CD14 soluble de longitud completa en sangre
humana. Este también es el motivo por el que se prefiere el anticuerpo monoclonal para su uso en el kit de ensayo.
Ademas, un anticuerpo gque no se une sustancialmente a la proteina CD14 solubie de longitud completa en la sangre
humana o el rsCD14(1-356) es particularmente ventajoso puesto que el ensayo puede llevarse a cabo usando el
anticuerpo solo sin llevar a cabo el inmunoensayo de tipo sandwich usando la segunda sustancia de unién.

Tal como se describié anteriormente, el documento W02004/44005 describe un anticuerpo que se une a un péptido
que comprende los residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 5; un
anticuerpo preparado usando un péptido que comprende de 8 a 30 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminoéacidos descrita en SEQ ID NO: 6 para el antigeno; y el anticuerpo F1031-8-
3y el anticuerpo F1106-13-3 que son respectivamente un anticuerpo anti-CD14. La ventaja de estos anticuerpos es
que pueden usarse en un Kit de ensayo para someter a ensayo la CD14 de bajo peso molecular que es eficaz para
diagnosticar la septicemia. Sin embargo, los anticuerpos descritos en el documento W0O2004/44005 no se han
probado para su relacién directa con el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién, y la
situacion de la invencion del documento W02004/44005 es que, cuando el péptido o la CD14 dados a conocer en el
documento W02004/44005 se usaron como antigeno en la produccion del kit, el producto podia incorporarse de
forma (til en el kit de ensayo de CD14 de bajo peso molecular para septicemia.

Por otra parte, el anticuerpo descrito en el presente documento puede usarse en el “un kit de ensayo para el
antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencién” segun el quinto aspecto descrito en el
presente documento. Ademds, “el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencién” tiene naturaleza inmunolégica similar al antigeno CD14 soluble seguin el primer aspecto de la
presente invencién, y el anticuerpo no puede usarse en el kit de ensayo para “el antigeno CD14 soluble segtn el
primer aspecto de la presente invencién” si no fuese un anticuerpo que se une a este fragmento (concretamente, si
no fuese el anticuerpo descrito en el presente documento).

El tnico anticuerpo que se ha conocido y que puede usarse en el kit de ensayo para “el antigeno CD14 soluble
segun el primer aspecto de la presente invenciéon” es el anticuerpo mencionado anteriormente descrito en el
documento W02004/44005, y el unico anticuerpo que se une a “el fragmento de CD14 soluble recombinante segun
el segundo aspecto de la presente invencién” también es el anticuerpo mencionado anteriormente descrito en el
documento W02004/44005. También se ha revelado que diversos anticuerpos anti-CD14 no se unen a “el fragmento
de CD14 soluble recombinante segtn el segundo aspecto de la presente invencién”.

En otras palabras, el anticuerpo descrito en el presente documento es una invencién que da a conocer y cubre por
completo los anticuerpos que pueden usarse en “el kit de ensayo para el antigeno CD14 soluble segun el primer
aspecto de la presente invencién”. Ademds, el anticuerpo preparado usando “el fragmento de CD14 soluble
recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencién” para el antigeno muestra una alta reactividad
inmunolégica con “el antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién”, y por tanto, un
anticuerpo de este tipo debe ser particularmente (til.

<Noveno aspecto>

El noveno aspecto descrito en el presente documento es un anticuerpo que se une especificamente al fragmento de
CD14 soluble recombinante segtin el tercer aspecto descrito en el presente documento.

El anticuerpo segun el noveno aspecto puede prepararse usando el fragmento de CD14 soluble recombinante segun
el tercer aspecto de la presente invencién para el antigeno.

Los ejemplos preferidos del anticuerpo segun el noveno aspecto son los mismos que los del octavo aspecto descrito
en el presente documento. La utilidad y otras caracteristicas del anticuerpo también son las mismas.

<Décimo aspecto>

El décimo aspecto descrito en el presente documento es un método para cribar un anticuerpo que es util en el
ensayo del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién, y este método comprende las
siguientes etapas de:
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1) preparar anticuerpos que se unen especificamente a un péptido que comprende de 6 a 20 residuos de
aminodacido consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3;

2) preparar una disolucién de analito que contiene la CD14;

3) constituir un sistema de inmunoensayo usando los anticuerpos preparados en el punto 1) o la disolucion de
analito preparada en el punto 2);

4) someter a ensayo la sustancia que se une especificamente a los anticuerpos preparados en el punto 1) en la
disolucién de analito usando el sistema de inmunoensayo constituido en el punto 3); y

5) evaluar y seleccionar el anticuerpo Util en el ensayo del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la
presente invencién basandose en el resultado de ensayo obtenido en el punto 4).

El método de cribado seguin el décimo aspecto descrito en el presente documento es un método para cribar un
anticuerpo que es Util en el ensayo del antigeno CD14 soluble segtin el primer aspecto de la presente invencién que
puede servir como marcador eficaz para diagnosticar septicemia. Es decir, éste es un método para seleccionar un
anticuerpo que es Util en el ensayo del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién que
puede servir como marcador eficaz para diagnosticar septicemia. Este método también es un método para
seleccionar un anticuerpo que puede usarse en el kit segun el quinto aspecto descrito en el presente documento.

El método de cribado segin el décimo aspecto descrito en el presente documento se caracteriza porque “el
anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende de 6 a 20 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3" preparada en la etapa 1) se usa para el
objeto sometido a cribado. Tal como se describe, el objeto sometido a cribado preparado es “el anticuerpo que se
une especificamente a un péptido que comprende de 6 a 20 residuos de aminoacido consecutivos seleccionados de
la secuencia de aminoAcidos descrita en SEQ ID NO: 3”. Un fragmento de un anticuerpo de este tipo también puede
usarse para el objeto sometido a cribado siempre que el fragmento conserve la capacidad de experimentar la
reaccion antigeno-anticuerpo con el antigeno. (La siguiente descripcién del anticuerpo también incluye la descripcién
para el fragmento del anticuerpo).

La disolucion de analito del punto 2) no estd limitada particularmente siempre que contenga CD14. Sin embargo, la
disolucién de analito es preferiblemente una disolucién que contiene al menos la CD14 de alto peso molecular.

El sistema de inmunoensayo constituido en el punto 3) no esta limitado particularmente siempre que pueda
determinar si el anticuerpo objeto de cribado puede reaccionar especificamente con la CD14 en la disolucién de
analito. Los sistemas de inmunoensayo a modo de ejemplo incluyen inmovilizacién de antigeno, ensayo de tipo
sandwich o analisis de interaccién biomolecular. Sin embargo, el sistema de inmunoensayo puede aplicar los
métodos descritos para el quinto aspecto o el sexto aspecto descritos en el presente documento.

La etapa 4) se lleva a cabo segun el sistema de inmunoensayo constituido en la etapa 3), se somete a ensayo la
sustancia que se une especificamente al anticuerpo preparado en el punto 1) usando la disolucién de analito para el
objeto de los andlisis.

La etapa 5) es una etapa en la que el anticuerpo objeto de cribado se evalla basandose en el resultado obtenido en
la etapa 4) para su eficacia en el uso en el inmunoensayo para diagnosticar septicemia, y si se evalia que es eficaz,
el anticuerpo objeto de cribado se selecciona para su uso en el inmunoensayo para diagnosticar septicemia. Los
criterios no estan limitados particularmente.

Tal como se describié anteriormente, el método de cribado segin el sexto aspecto descrito en el presente
documento se caracteriza porque el objeto sometido a cribado es “el anticuerpo que se une especificamente a un
péptido que comprende de 6 a 20 residuos de aminodacido consecutivos seleccionados de la secuencia de
amino4cidos descrita en SEQ ID NO: 3" preparada en la etapa 1), y otras etapas no estan limitadas necesariamente.

El anticuerpo preparado en la etapa 1) es preferiblemente el anticuerpo que se une especificamente a un péptido
que comprende de 6 a 20 residuos de aminoacido consecutivos seleccionados de la secuencia de amino4cidos de
las posiciones 1 a 314 del extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3; el
anticuerpo producido usando un péptido que comprende de 8 a 30 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de amino4cidos descrita en SEQ ID NO: 3 para el antigeno; o el anticuerpo producido
usando un péptido que comprende de 8 a 30 residuos de aminoacido consecutivos seleccionados de la secuencia
de aminoAcidos de las posiciones 1 a 314 del extremo N-terminal de la secuencia de aminoécidos descrita en SEQ
ID NO: 3 para el antigeno.

Ha de observarse que, en la etapa 1), puede prepararse un anticuerpo de los siguientes (i) a (iv) en vez de “el
anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende de 6 a 20 residuos de aminoacido consecutivos
seleccionados de la secuencia de amino4cidos descrita en SEQ ID NO: 3”. (i) El anticuerpo preparado sintetizando
el péptido basandose en la secuencia de longitud completa de la CD14 mediante un método usado cominmente en
la técnica, y preparando un antigeno de inmunizacién para producir el anticuerpo. (ii) El anticuerpo preparado
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purificando la CD14 soluble purificada en el suero y usando la CD14 soluble purificada para el inmunégeno para
producir el anticuerpo. (iii) El anticuerpo preparado preparando una proteina CD14 recombinante usando célula COS
o E. coli, y usando esta proteina CD14 recombinante para el inmundgeno para producir el anticuerpo. (iv) El
anticuerpo preparado tratando un antigeno CD14 mediante desnaturalizacién térmica o tratamiento con DNP, y
usando el producto tratado para el inmunégeno para producir el anticuerpo.

A continuacién, se describe en el presente documento que el sistema de inmunoensayo constituido en la etapa 3) es
inmovilizacién de antigeno.

Tal como se describe, se prepara ademas un anticuerpo marcado para el anticuerpo preparado en la etapa 1), por
ejemplo, un anticuerpo anti-inmunoglobulina marcado.

En la etapa 2), la disolucién de analito preparada es preferiblemente un liquido corporal de un donante normal o una
muestra convencional de CD14 de alto peso molecular humana. La muestra convencional de la CD14 humana de
alto peso molecular preparada puede ser, por ejemplo, la fraccién del liquido corporal de un donante normal
adsorbida por una columna de afinidad con anticuerpo 3C10.

El sistema de inmunoensayo puede constituirse, por ejemplo, de modo que se forme un complejo de “la CD14 de
alto peso molecular en la disolucién de analito” - “el anticuerpo preparado en la etapa 1)” - “anticuerpo anti-
inmunoglobulina marcado” sobre el portador insoluble, y en este caso, se somete a ensayo la unién especifica de “el
anticuerpo preparado en la etapa 1)” a “la CD14 de alto peso molecular en la disolucién de analito” por medio del
marcador. Por ejemplo, la disolucién de analito puede unirse un portador insoluble en la etapa 3), y en la etapa 4),
en el sistema de ensayo dot blot constituido en la etapa 3), el anticuerpo preparado en el punto 1) y el “anticuerpo
anti-inmunoglobulina marcado” puede hacerse reaccionar en este orden. Entonces puede evaluarse el grado de
formacién del complejo mediante la intensidad del marcador, concretamente, mediante la medicién de la sustancia
que ha reaccionado especificamente con el anticuerpo preparado en la etapa 1) en la disolucién de analito.

En el punto 5), por ejemplo, puede evaluarse que el anticuerpo preparado en la etapa 1) que mostré débil o escasa
intensidad de marcaje presenta débil o escasa unién especifica a la CD14 de alto peso molecular en el liquido
corporal del donante normal o la muestra convencional de CD14 humana de alto peso molecular, y tal anticuerpo
puede seleccionarse como un anticuerpo que es eficaz para su uso en el inmunoensayo de diagnéstico de
septicemia. Por ejemplo, cuando se usa un anticuerpo que se ha evaluado que tiene una fuerte capacidad de unién
a la CD14 de alto peso molecular en la sangre para medir la sustancia en liquido corporal humano que se une
especificamente a un anticuerpo de este tipo, la proteina principal que se mide sera la CD14 de alto peso molecular.
En tal caso, si va a medirse el antigeno CD14 soluble segtn el primer aspecto de la presente invencién que esta
presente a un contenido menor que la CD14 de alto peso molecular, puede seleccionarse un anticuerpo que no se
une especificamente a la CD14 de alto peso molecular para su uso en el ensayo.

El ensayo sera un EIA con antigeno inmovilizado cuando se usa una enzima para el marcador en el método de
inmovilizacién de antigeno, y un método de transferencia puntual cuando se usa una membrana para el portador
insoluble.

A continuacién, se describe con mayor detalle cuando el inmunoensayo constituido en la etapa 3) de la presente
invencién es un ensayo de tipo sandwich.

Con respecto al inmunoensayo de tipo sandwich, este ensayo puede llevarse a cabo tal como se describe para el kit
segln el quinto aspecto descrito en el presente documento o el método de ensayo segun el quinto aspecto descrito
en el presente documento.

En este caso, se prepara otro anticuerpo que se une especificamente a un péptido que comprende de 6 a 20
residuos de aminoacido consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3 o un
anticuerpo anti-CD14 (denominado a veces a continuacién en el presente documento segundo anticuerpo).

Las disoluciones de analito preparadas en la etapa 2) son preferiblemente un liquido corporal de un donante normal
y un liquido corporal de un paciente con septicemia. En este caso, el liquido corporal del donante normal y el liquido
corporal del paciente con septicemia son preferiblemente los recogidos de la misma fuente, por ejemplo, una
muestra de sangre del donante normal y luna muestra de sangre del paciente con septicemia, 0 una muestra de
orina del donante normal y la muestra de orina del paciente con septicemia. La muestra es preferiblemente una
muestra de sangre, y mas preferiblemente, una muestra de suero.

Y entonces, el sistema de inmunoensayo de tipo sandwich se constituye sobre el portador insoluble, por ejemplo,
para formar un complejo de “el anticuerpo preparado en la etapa 1)” - “el antigeno CD14 soluble segtin el primer
aspecto de la presente invencién” - “el segundo anticuerpo”.

Por ejemplo, en la etapa 3), uno cualquiera de “el anticuerpo preparado en la etapa 1)” y “el segundo anticuerpo” se
une al portador insoluble, y el otro se marca para constituir el sistema de inmunoensayo de tipo sandwich.

En la etapa 4), se permite que reaccionen la disoluciéon de analito y el anticuerpo marcado con el sistema de
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inmunoensayo de tipo sandwich constituido en la etapa 3).

En la etapa 5), se comparan el resultado de ensayo para el liquido corporal del donante normal y el resultado de
ensayo para el liquido corporal del paciente con septicemia, y se selecciona un anticuerpo que es Util en el ensayo
del antigeno CD14 soluble segun el primer aspecto de la presente invencién basandose en la evaluaciéon de la
diferencia entre los resultados de ensayo comparados.

Cuando el inmunoensayo constituido en la etapa 3) es un ensayo de tipo sandwich, la seleccién de anticuerpo se
lleva a cabo preferiblemente para seleccionar de ese modo una combinacién del anticuerpo preparado en la stapa 1)
y “el segundo anticuerpo”. Més especificamente, se lleva a cabo preferiblemente un cribado para seleccionar una
combinacién de anticuerpos usada para someter a ensayo proteina sanguinea que puede servir como marcador
eficaz para el diagnéstico de septicemia, concretamente, una combinacién de anticuerpos para inmunoensayo de
tipo sandwich eficaz para el diagnéstico de septicemia.

Los anticuerpos usados para el método de cribado descrito en el presente documento pueden prepararse segun la
descripcion de la seccién del kit de ensayo seguin el quinto aspecto descrito en el presente documento. Los
materiales usados son también tal como se describen para el kit de ensayo segun el quinto aspecto descrito en el
presente documento.

El andlisis de interaccién biomolecular usado no esta limitado particularmente. Sin embargo, tal analisis a modo de
ejemplo es el andlisis de resonancia de plasmén superficial, que puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante
sistemas de andlisis de interaccién biomolecular (fabricados por Biacore).

<Undécimo aspecto>

El undécimo aspecto descrito en el presente documento es un método para cribar un anticuerpo que es util en el
ensayo del antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencién, comprendiendo dicho método
las etapas de:

1) preparar anticuerpos para cribado;
2) preparar el fragmento de CD14 soluble recombinante segtn el segundo aspecto de la presente invencién;

3) hacer reaccionar los anticuerpos preparados en el punto 1) con el fragmento preparado en el punto 2) para
evaluar la unién especifica entre los anticuerpos preparados en el punto 1) y el fragmento preparado en el punto 2);

y

4) seleccionar el anticuerpo que experimenté union especifica con el fragmento preparado en el punto 2) en la
etapa 3) como el anticuerpo que es Util en el ensayo del antigeno CD14 soluble segin el primer aspecto de la
presente invencién.

El método de cribado seglin el undécimo aspecto descrito en el presente documento es un método para cribar un
anticuerpo que es util en el ensayo del antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencién que
puede servir como marcador eficaz para diagnosticar septicemia, concretamente, un método para seleccionar un
anticuerpo que es Util en el ensayo del antigeno CD14 soluble segln el primer aspecto de la presente invencién que
puede servir como marcador eficaz para diagnosticar septicemia. Este método de cribado también es un método
para seleccionar un anticuerpo que puede usarse en el kit segin el quinto aspecto descrito en el presente
documento.

El método de cribado segtin el undécimo aspecto descrito en el presente documento se caracteriza porque se lleva a
cabo una evaluacién haciendo reaccionar el anticuerpo objeto de cribado con el fragmento de CD14 soluble
recombinante segln el segundo aspecto de la presente invencién para evaluar si experimenta una reaccién
especifica, concretamente, una reaccién antigeno-anticuerpo. Tal como se describe en la seccion del segundo
aspecto de la presente invencion, el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencién no experimenta reaccién especifica con 3C10 o MEM-18 sino con el anticuerpo producido
usando el péptido que comprende los 16 residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 2 para el antigeno. Esto
es la misma naturaleza inmunolégica que la del antigeno CD14 soluble seglin el primer aspecto de la presente
invencién. Debido a esta naturaleza inmunoldgica, 1a seleccién de un anticuerpo dtil en el ensayo del antigeno CD14
soluble segun el primer aspecto de la presente invencion puede lograrse mediante la evaluacién de la reaccion entre
el anticuerpo objeto de cribado y el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la
presente invencion.

En la etapa 1), el objeto sometido a cribado preparado no estd limitado particularmente siempre que sea un
anticuerpo. El objeto sometido a cribado también puede ser un fragmento de un anticuerpo siempre que tenga la
funcién de experimentar una reaccién antigeno-anticuerpo con otro antigeno. (La siguiente descripcion del
anticuerpo también se aplica a un fragmento de un anticuerpo de este tipo.)

Con el fin de mejorar la eficacia de cribado, el objeto sometido a cribado preparado es preferiblemente “un
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anticuerpo que se une especificamente a una proteina que comprende uno cualquiera de de 6 a 356 residuos de
aminoécido consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoécidos descrita en SEQ ID NO: 37, y mas
preferiblemente, “un anticuerpo que se une especificamente a una proteina que comprende al menos 7 residuos de
aminoacido consecutivos seleccionados de las posiciones 53 a 68 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ
ID NO: 3.

El fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién preparado en la
etapa 2) no estd limitado particularmente siempre que sea un fragmento de CD14 soluble recombinante descrito en
la seccién del segundo aspecto de la presente invencién.

El método usado en la etapa 3) para hacer reaccionar el anticuerpo preparado en la etapa 1) con el fragmento
preparado en la etapa 2) para evaluar la unién especifica entre el anticuerpo preparado en la etapa 1) y el fragmento
preparado en la etapa 2) no esta limitado particularmente siempre que pueda evaluar si ambos reactantes presentan
unién especifica, concretamente, una reaccién antigeno-anticuerpo. Los métodos a modo de ejemplo incluyen
inmovilizacién de antigeno, ensayo de tipo sandwich y andlisis de interaccién biomolecular, que son tal como se
describen en la seccion que explica el décimo aspecto de la presente invencién. Cuando se evalia la unién
especifica mediante un inmunoensayo de tipo sandwich usando un segundo anticuerpo, se permitira la evaluacién
de la combinacidn de anticuerpos en el ensayo de tipo sandwich.

<Duodécimo aspecto>

El duodécimo aspecto de la presente invencién es un método para producir el fragmento de CD14 soluble
recombinante segun el segundo aspecto de la presente invencion, que comprende las etapas de:

(i) producir un fragmento de CD14 soluble recombinante que tiene la secuencia caracterizada por los
siguientes puntos 1) a 4):

1) un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 3,
o un fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afiadido o sustituido de 1 a 10
aminodcidos en la regién distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3;

2) el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3;
3) el extremo C-terminal es una cualquiera de las posiciones 134 a 356 en SEQ ID NO: 3;

4) se ha incorporado una secuencia de un sitio de escisién para una proteasa predeterminada en el sentido
de 3’ de una cualquiera de las posiciones 59 a 70 de SEQ ID NO: 3 mediante sustitucién o insercién;

(ii) escindir el fragmento de CD14 soluble recombinante preparado en (i) con la proteasa predeterminada; y

(i) recuperar el fragmento del lado N-terminal escindido en ii);en la que el fragmento de CD14 soluble
recombinante producido tiene la secuencia caracterizada por los siguientes puntos 5) a 7):

5) un fragmento que tiene una secuencia parcial de la secuencia de aminoécidos descrita en SEQ ID NO: 3,
o un fragmento que tiene tal secuencia parcial en la que se han delecionado, afadido o sustituido de 1 a 10
aminoAcidos en la region distinta a las posiciones 53 a 68 de SEQ ID NO: 3;

6) el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3; y
7) el extremo C-terminal es una cualquiera de las posiciones 59 a 70 en SEQ ID NO: 3.

“El método para producir el fragmento de CD14 soluble recombinante segin el segundo aspecto de la presente
invencion” segun el duodécimo aspecto de la presente invencién puede producir un fragmento de CD14 soluble
recombinante segin el segundo aspecto de la presente invencién que tiene la secuencia de aminodacidos
predeterminada. El método de produccién detallado es tal como se describe en la seccién del segundo aspecto de la
presente invencion.

Por ejemplo, cuando la proteasa predeterminada es la proteasa PreScission, la secuencia del sitio de escisién en la
etapa i) 4) es Leu, Glu, Val, Leu, Phe, Gin, Gly, Pro.

Cuando la proteasa predeterminada es trombina, la secuencia del sitio de escisidn en la etapa i) 4) es Leu, Val, Pro,
Arg, Gly, Ser.

Ejemplos

A continuacién en el presente documento, se describira la presente invencién de manera mas concreta por medio de
los ejemplos. Sin embargo, los ejemplos son sélo a modo de ejemplo y la presente invencién no debe interpretarse
en modo alguno que se limite a los mismos. Ademaés, los simbolos usados en la siguiente descripcién se basan en
los simbolos seglin una convencidn en la técnica.
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Se adgquirieron los fabricados por ProMedDx, Samplex y Sera Care Life Science y se usaron como sueros de
donantes normales y sueros de pacientes que presentaban septicemia usados en los siguientes ejemplos.

(Ejemplo 1) Preparacién de anticuerpo policlonal usando péptido sintético como antigeno
1-(1) Preparacion de péptido como antigeno

Para unir un péptido que tiene la secuencia descrita en SEQ ID NO: 2 (correspondiente a una secuencia en las
posiciones 53 a 68 descrita en SEQ ID NO: 3) (descrita a continuacién en el presente documento como el péptido
$68) a una proteina transportadora en el extremo N-terminal de la misma a través de un grupo SH, se sintetizé el
péptido mediante la insercidn de cisteina en el extremo N-terminal. Es decir, usando un sintetizador de péptidos
ABI433A (Applied), se alinearon columnas de aminoacidos segin la secuencia de aminoacidos y se puso una
columna de aminoacidos para cisteina en el extremo N-terminal, seguido por la realizacién de sintesis automatica.
Se cort6 el péptido sintetizado de una resina mediante un procedimiento convencional y se precipité entonces con
etil éter, se recuperd, y se disolvié en agua destilada de nuevo, seguido por liofilizacién. Tras haberse disuelto el
péptido en bruto resultante, se eluy6 el péptido con un gradiente lineal de concentracién de acetonitrilo del 5-70%
usando una HPLC de fase inversa C18 (CAPCELL-PAK, Shiseido Co., Ltd.), seguido por la recogida de una fraccién
que contiene un péptido diana. Se liofilizé la fraccién recogida y se obtuvieron de 2 a 3 mg de péptido purificado.

1-(2) Preparacién de antigeno portador de péptido usando péptido sintético

Se disolvié un péptido preparado en el punto 1-(1) en agua destilada hasta 10 mg/ml y se mezcl6 la disolucién con
10 mg/mi de hemacianina de lapa californiana activada por maleimida (hemocianina de lapa californiana (KLH)
activada por maleimida Imject (PIERCE)) en cantidades equivalentes. Tras haber reaccionado la mezcla durante 2
horas a temperatura ambiente, se desalé la mezcla de reaccién mediante una columna NAP-10 (Amersham
Biosciences) que se equilibré con solucién salina fisiolégica para obtener 1 mg de antigeno portador de péptido S68
(descrito a continuacion en el presente documento como el péptido S68-KLH). La concentracién de las proteinas
descritas en los siguientes ejemplos se obtuvo dividiendo la cantidad de KLH usada entre la cantidad de liquido.

1-(3) Preparacion de anticuerpo policlonal usando péptido sintético como antigeno

Para preparar un anticuerpo policlonal frente al péptido S68-KLH preparado en 1-(2), se inmunizé un conejo usando
el péptido S68-KLH. Es decir, se diluyeron 100 g de cada uno del péptido S68-KLH con 500 ul de solucién salina
fisiolégica y se mezcié la disolucién con 500 ul de adyuvante completo de Freund (DIFCO) en cantidades
equivalentes, seguido por la administracién subcutanea de la mezcla en el dorso de conejo hembra blanco de Nueva
Zelanda (Kitayama L.abes Co., Ltd.) que pesaba de 2,1 a 2,2 kg. Tras 2 semanas, diluyeron 100 g de cada uno del
péptido S68-KLH con 500 ul de solucién salina fisiolégica y se mezclé la disolucion con 500 ul de adyuvante
incompleto de Freund (DIFCO) en cantidades equivalentes, seguido por la administracién subcutdnea de la mezcla
en el dorso. Tras 2 semanas adicionales desde entonces, se diluyeron 100 ug del péptido S68-KLH con 1 ml de
solucién salina fisiolégica y se administré [a disolucién en una vena de la oreja.

Tras 1 semana desde la finalizacién de la administracion, se recogié sangre de la vena de la oreja y se separé el
antisuero de la sangre mediante procedimientos de rutina y se purificé un anticuerpo. En primer lugar, se afiadié
sulfato de amonio al antisuero hasta una concentracién de saturacién final del 33%. Tras haberse agitado la mezcla
durante 1 hora a 4°C, se centrifugd el precipitado separado. Entonces, se disolvié el precipitado en un tampén
fosfato 76 mM (descrito a continuacién en el presente documento como PBS (pH 6,4)) y se dializ6 la disolucién
durante la noche. Tras haberse filtrado el dializado, se aplicé el filtrado a una columna con proteina A (ProSep-A,
Millipore). Entonces, se eluyé una fraccion de IgG de unién con un tampén clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 3,0) para
obtener un anticuerpo purificado. Tras didlisis con PBS (pH 6,4), se calculd la concentracién de proteina a partir de
la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm (nivel convertido: 0,533 mg/ml). A continuacion en el presente
documento, se describira el anticuerpo obtenido como un anticuerpo policlonal contra el péptido S68.

1-(4) Preparacion de anticuerpo policlonal purificado especifico

Para purificar sélo un anticuerpo frente al péptido S68 de los anticuerpos policlonales contra el péptido S68, se
realizé una purificacién especifica mediante el siguiente método. En primer lugar, para unir el péptido S68 con
cisteina insertada (descrito a continuacién en el presente documento como péptido C-S68) a un portador a través de
un grupo SH, se mezclaron 200 ng del péptido C-S68 por 1 mi de gel de acoplamiento SufoLink (PIERCE) y se hizo
reaccionar segun el manual del mismo. Tras la finalizacion de la reaccion, se bloqueé el grupo activo restante y
entonces se preparé una columna de afinidad de péptido S68. A continuacién, se aplicaron 7,92 mg de la fraccion de
lgG purificada descrita en 1-(3) y luego se lavé la columna con un tampén fosfato (pH 7,4) (Dulbecco, descrito a
continuacién en el presente documento como D-PBS (pH 7,4)), seguido por la elucién de un anticuerpo anti-péptido
S68 con tampoén clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 3,0). Tras la elucién, se volvié a ajustar el pH a pH neutro y
entonces se realizé didlisis con PBS, seguido por el calculo de la concentracion de proteina a partir de una
absorbancia a 280 nm (nivel convertido: 0,533 mg/ml). Como resultado, se obtuvieron 0,52 mg de un anticuerpo anti-
péptido S68 (descrito a continuacién en el presente documento como anticuerpo contra S68).
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(Ejemplo 2) Preparacién de anticuerpo monoclonal usando péptido sintético como antigeno

Se disolvieron 20 pg del péptido S68-KLH preparado en el ejemplo 1-(2) en 100 ul de solucién salina fisiolégica y se
mezclaron con una cantidad equivalente de adyuvante completo de Freund (DIFCO), seguido por la administracién
de 100 pl de la mezcla a cada una de las almohadillas de las patas traseras de una rata Wister hembra de 8
semanas de edad. Tras 2 semanas, se extirpé quirdrgicamente el ganglio linfatico iliaco y se realizé fusién celular.
Se llevé a cabo la fusién celular segiin Tamie Ando y Takeshi Chiba: “Introduction to Monoclonal Antibody
Experimental Manipulation”, pagina 83, 1991 (Kodansha Ltd.). En otras palabras, se separaron los linfocitos del
ganglio linfatico usando un separador celular (Falcon) y se mezclaron con células de mieloma (Sp2/0O-Ag14) a una
razén de 5:1, seguido por fusién celular usando polietilenglicol. Se suspendieron las células fusionadas en un medio
HAT y se seleccionaron los hibridomas, seguido por el cribado de hibridomas que produce el anticuerpo diana.

Se realizé el cribado mediante un método de ELISA en el que rsCD14(1-307)S286C se inmovilizd directamente
sobre una placa. Es decir, se afiadieron 50 ul de rsCD14(1-307)S286C diluido con tampén fosfato 0,1 M (pH 7,4) a
1 ug/ml a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC) y se dejé en reposo durante 1 hora a 37°C. Después
de eso, se lavé la placa con agua sometida a intercambio iénico 5 veces y entonces se afiadieron a cada pocillo 100
u de PBS (pH 6,4) que contenia BSA al 0,1%, seguido por dejar la placa en reposo durante 1 hora a temperatura
ambiente para efectuar el bloqueo. Entonces, se afadié a cada pocillo el sobrenadante de cultivo tomado como
muestra de los hibridomas seleccionados y se permitié que reaccionase a 37°C durante 1 hora. Después de eso, se
lavé la placa 3 veces con solucién salina fisiolégica que contenia Tween 20 al 0,05%.

Posteriormente, se afadieron 50 pl a cada pocillo de una disolucién obtenida mediante dilucién de anticuerpo anti-
inmunoglobulina de rata marcado con peroxidasa (DAKO) 1000 veces con PBS que contenia suero de conejo al
10%. Tras la reaccién a 37°C durante 1 hora, se lavé {a placa 5 veces de la misma manera que anteriormente y se
afiadié a cada pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 10 minutos a
temperatura ambiente, se detuvo la reaccién con una disolucién de acido sulfirico 0,5 M y se midié una absorbancia
a 450 nm usando un espectrofotémetro de placa (NJ-2100, Japan Intermed). Como resultado, se seleccioné un
pocillo que contenia hibridoma que puede producir un anticuerpo que se une a rsCD14(1-307)S286C.

A continuacién, a partir del pocillo seleccionado, se realizé clonacién mediante un método de dilucién limitante segun
Tamie Ando y Takeshi Chiba: “Introduction to Monoclonal Antibody Experimental Manipulation”, pagina 83, 1991
(Kodansha Ltd.). Tras 10 dias, asimismo, se realizé un cribado usando como indice la reactividad con rsCD14(1-
307)S286C y como se seleccionaron 6 clases de hibridomas. Se cultivaron los hibridomas seleccionados en FCS al
10%/medio RPMI1640 (Sigma) y entonces se cultivaron en medio de hibridoma-SFM (Invitrogen) para producir un
anticuerpo. Se purificd el anticuerpo usando una columna con proteina G (columna ProSep-G, Millipore). Se
determiné que el subtipo del anticuerpo F1146-17-2 purificado era IgG2b-k de rata usando un kit de isotipado de rata
(ZYMED).

A propésito, se preparé rsCD14(1-307)S286C usando el método descrito en el ejemplo 9 del documento WO
01/72993.

(Ejemplo 3) Estudio del sistema de ensayo con un método de EIA de tipo sandwich

Usando los anticuerpos descritos en los ejemplos 1y 2, se estudié el sistema de ensayo con un método de EIA de
tipo sandwich.

3-(1) Preparacién de CD14 humana recombinante

En primer lugar, para preparar un anticuerpo monoclional frente a rsCD14(1-285) que va a usarse como segundo
anticuerpo en el método de ELISA de tipo séndwich, se preparé rsCD14(1-285) como inmunégeno en E. coli. Para
expresar rsCD14(1-285) en E. coli, se construyé un plasmido de expresién pTrp1659 mediante el siguiente método.

En primer lugar, se sintetizaron el oligémero 8, linkS (5’-agc tta gga att t-3') (SEQ ID NO: 7) y el oligémero 8, linkA
(5'-cta gaa att cct a-3') (SEQ ID NO: 8).

Se mezclaron esos oligémeros en cantidades equivalentes y se calentaron a 99°C durante 1 minuto, y entonces se
hibridé la mezcla enfridndola gradualmente hasta temperatura ambiente. Ademas, se fosforil6 el extremo 5’-terminal
de los mismos mediante T4 polinucleétido cinasa para preparar un ligador.

A continuacién, se sintetizaron el cebador sentido A (5’-aca tct aga tga cca cge cag aac ct-3') (SEQ ID NO: 9) y el
cebador antisentido (5°-ttt gga tcc tta cta gag atc gag cac tct-3') A (SEQ ID NO: 10) y se realiz6 PCR usando ADN
polimerasa Pyrobest y el plasmido pM1659 descrito en el ejemplo 8 del documento WO 01/72993 como molde.

Tras haberse calentado una disoluciéon de reaccién durante 2 minutos a 90°C, se repitié 30 veces el ciclo de 98°C
durante 10 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto.

El producto amplificado resuitante de aproximadamente 900 pb se digiri6 doblemente con Xbal y BamHI para
recoger fragmentos de ADN. El vector pM710 descrito en el ejemplo 10 del documento JP 06-025289 A se digirié
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doblemente con Hindlll y BamH! y entonces se sometié a electroforesis en gel de agarosa y se recogié. Tras
ligamiento de tres vias del ligador ya fosforilado, fragmento de ADN amplificado por PCR / fragmento digerido con
Xbal + BamHlI y vector / fragmento de Xbal + BamHI, que se describieron anteriormente, se transformé el producto
resultante en células competentes de E. coli (JM109 (TOYOBO) para obtener un clon que contiene el plasmido
diana. Se preparé ADN de plasmido mediante procedimientos de rutina.

Posteriormente, se prepar6 la cepa de transformante JE7924 para la produccion de rsCD14(1-285) usando un
método de electroporacion.

En primer lugar, se restaurd E. coli JE7924 (J. Bacteriol 173, pag. 4799, (1991)) a partir de una disolucién madre en
glicerol y se incubd en un medio LB a 37°C durante la noche. Ademas, se inocularon las bacterias en 50 ml de un
medio LB nuevo y se incubé de manera continua hasta que la absorbancia a 600 nm alcanzé de 0,5 a 0,6, seguido
por enfriamiento con hielo directamente de un matraz de cultivo durante 30 minutos. A continuacién, se recogieron
células de E. coli y se lavaron dos veces con agua destilada esterilizada enfriada con hielo y una vez con una
disolucién de glicerol al 10% enfriada con hielo, seguido por su suspensién en 100 pl de una disolucién de glicerol al
10% enfriada con hielo. Se dispensé la suspensién en dos tubos con alicuotas de 50 i y se congelé rapidamente en
nitrégeno liquido para preparar células competentes (JE7924), que se guardaron a -80°C hasta el momento de su
uso.

A continuacion, se transformaron 50 ul de células competentes JE7924 con aproximadamente 30 ng de pTrp1659
mediante un dispositivo de electroporacién, Gene Pulser de Bio-Rad Laboratories, Inc. Ademas, los ajustes en este
momento fueron una tensién de 2,5 kV y una resistencia de 200 Q, y una capacitancia de 25 puF. Después de eso, se
incubé el producto resultante en una placa de LB-agar que contenia 50 ug/ml de ampicilina durante la noche para
obtener un clon transformado con pTrp1659. Se incubd el clon del mismo a 37°C durante la noche en un medio LB y
entonces se inoculé en un medio nuevo, seguido por su incubacién durante 5 horas adicionales. La DO a 600nm de
la suspension de cultivo alcanzé de 2 a 3, se afiadié acido 3-indolacrilico (Sigma) en una concentracién final de
100 pug/ml y se incubd la mezcla a 37°C durante 4 horas, dando como resultado la expresién por induccién de
rsCD14(1-285). A continuacién, se recogié E. coli y entonces se preparé un cuerpo de inclusién usando el reactivo
de extraccién de proteinas Bug Buster (Novagen). Después de eso, se disolvio el cuerpo de inclusién en un tampén
para SDS-PAGE v se llevé a cabo una SDS-PAGE para identificar la expresién de rsCD14(1-285) mediante western
blot mediante un anticuerpo anti-CD14.

De manera similar, se prepar6 rsCD14(1-285) que iba a usarse como inmunégeno mediante incubacién de una cepa
de transformante JE7924 en 1 pl de un medio LB. En primer lugar, se centrifugé la disolucién de cultivo. Tras
haberse recogido las células de E. coli, se lavaron las células bacterianas con D-PBS y se afadieron 50 mi de
reactivo de extraccién de proteinas Bug Buster (Novagen, a continuacion en el presente documento descrito como
Bug Buster) a las células bacterianas recogidas. Se suspendieron las células bacterianas y se dejaron en reposo
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras lisis, se sometieron las células bacterianas a un tratamiento de
sonicacién durante 10 minutos (US-3, luchi Seieido) y se centrifugaron a 10000 x g a 4°C durante 20 minutos para
eliminar un sobrenadante. Asimismo, se realizé6 un tratamiento de sonicacién adicional con las células y se
suspendié el precipitado resultante en 50 ml de Bug Buster. Se le afiadié a la suspension 1 ml de una lisozima
10 mg/ml (Seikagaku Corporation), y se agité suavemente el conjunto y se dej6é en reposo durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 200 mi de volumen 1/10 de Bug Buster a alta concentracién a
la mezcla y se agitd el conjunto, seguido por que se sometié a centrifugacién de manera similar para eliminar un
sobrenadante. Se suspendi6 el precipitado resultante mediante la adicién de 200 mi de concentracién 1/10 de Bug
buster y entonces se centrifugd la suspension de manera similar, seguido por la repeticion de una operacién de este
tipo varias veces. Se afadieron 100 ml de D-PBS en el precipitado obtenido finalmente, dando como resultado un
cuerpo de inclusion.

Para la preparacién de rsCD14(1-285), se disolvié el cuerpo de inclusion en un tampén TE (pH 8,0, Nippon Gene)
que contenia Triton-X100 al 1% y se sometié entonces la disolucidn a congelacién y descongelaciéon 3 veces,
seguido por la recogida de un precipitado mediante centrifugacién. Se disolvié el precipitado en el tampén TE (pH
8,0, Nippon Gene) que contenia Triton-X100 al 1% de nuevo, y se enfrié con hielo la disolucién y entonces se
sometié a un tratamiento ultrasénico durante 12 minutos con 250 A a intervalos de 10 segundos y se centrifugé,
seguido por la recogida de un precipitado. Se disolvié el precipitado en un tampén TE (pH 8,0, Nippon Gene) que
contenia Triton-X100 al 1% y NaOH 0,2 M, y entonces se traté a 37°C durante 10 minutos, se centrifugd, y se
redisolvié tres veces, seguido por la recogida de un precipitado. Se disolvid el precipitado resultante en una
disolucién acuosa que contenia guanidina 6 M-acido clorhidrico para preparar rsCD14(1-285) purificado. Se calculd
la concentracion del mismo mediante un ensayo de proteinas de Bradford usando BSA como patrén.

3-(2) Preparacion de anticuerpo monoclonal anti-CD14
[1] Preparacion de anticuerpo F1106-13-3 .

Usando rsCD14(1-285) derivado de E. coli descrito anteriormente como antigeno que va a administrarse, se preparé
un anticuerpo monoclonal. En primer lugar, se mezclaron 20 pg de rsCD14(1-285) purificado con adyuvante
completo de Freund (DIFCO) en cantidades equivalentes, seguido por la administracion intraperitoneal de 200 pl de
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la mezcla a un ratén ddy hembra de 6 semanas de edad. Tras 2 semanas, se mezclaron 20 ug de rsCD14(1-285)
purificado con adyuvante incompleto de Freund (DIFCO) en cantidades equivalentes, seguido por la administracién
intraperitoneal de 200 wl de la mezcla. Se administraron por via intraperitoneal 50 wl de antigeno al ratén 3 dfas
antes de la fusién celular. Tras 3 dias, se extirpé de manera aséptica el bazo. Se aislaron los linfocitos del bazo y se
mezclaron con células de mieloma (P3x63-Ag. 8. U.1) en una razén de 10:1 y se realizé fusién con polietilenglicol
segin un método descrito en Tamie Ando y Takeshi Chiba: “Introduction to Monoclonal Antibody Experimental
Manipulation”, pagina 83, 1991 (Kodansha Ltd.). Tras haberse seleccionado hibridomas usando un medio HAT, se
realizé un cribado de hibridomas que producen anticuerpos que se unen a rsCD14(1-285) mediante un método de
ELISA.

En primer lugar, se diluyé rsCD14(1-285) con PBS (pH 6,4) a 0,4 ug/ml y se afiadieron entonces 50 ul de la
disolucién resultante a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC) y se hizo reaccionar a 4°C durante la
noche. Después de eso, se lavé la placa con agua sometida a intercambio idnico 5 veces y entonces se ailadieron a
cada pocillo 100 ul de PBS (pH 6,4) que contenia BSA al 0,5% para bloqueo. Entonces, se afiadié a cada pocillo el
sobrenadante de cultivo tomado como muestra y se permitié que reaccionase a 37°C durante 1 hora. Después de
eso, se lavé la placa 3 veces con solucién salina fisioldgica que contenfa Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, se
afadieron a cada pocillo 50 ul de una disolucién obtenida mediante dilucién de anticuerpo anti-inmunoglobulina de
ratén marcado con peroxidasa (DAKO) 1000 veces con PBS que contenia suero de conejo al 10%. Tras una
reaccién a 37°C durante 1 hora, se lavé la placa 5 veces de la misma manera que anteriormente y se afiadi6é a cada
pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se detuvo la reaccién con una disolucién de &cido sulfirico 0,5 M y se midié una absorbancia a 450 nm
usando un espectrofotémetro de placa (NJ-2100, Japan Intermed). Basandose en el resultado, se seleccioné un
pocillo que contenia hibridoma que produce un anticuerpo que se une a rsCD14(1-285). A continuacién, a partir del
pocillo seleccionado, se realizé clonacién mediante un método de dilucién limitante segin Tamie Ando y Takeshi
Chiba: “Introduction to Monoclonal Antibody Experimental Manipulation”, pagina 83, 1991 (Kodansha Ltd.). Tras 10
dias, asimismo, se realiz6 un cribado usando la reactividad con rsCD14(1-285) como indice para seleccionar
hibridomas. Como resultado, se seleccionaron 12 tipos de hibridomas que producian el anticuerpo monoclonal anti-
rsCD14(1-285).

Se cultivaron los hibridomas seleccionados en un medio FCS al 10%/ RPMI1640 (Sigma) y entonces se cultivaron
en medio de hibridoma-SFM (Invitrogen) para producir un anticuerpo. Se purificé el anticuerpo usando una columna
con proteina A (ProSep-A, Millipore).

Se determiné que el subtipo del anticuerpo F1106-13-3, que era un anticuerpo que tenia una sensibilidad
particularmente alta, como IgG2b-k usando el kit de isotipado de anticuerpo monoclonal de ratén IsoStrip (Roche).

[2] Preparacién del anticuerpo F1031-8-3

Se prepard el anticuerpo F1031-8-3 usando el método descrito en el ejemplo 7 del documento WO 01/22085.
Descrito brevemente, se disolvieron 20 ug de proteina CD14 derivada de sangre humana en solucién salina
fisiolégica y se mezclé la disolucién con adyuvante completo de Freund (DIFCO) en cantidades equivalentes.
Entonces, tras 1 semana desde cada una de ia administracion intraperitoneal inicial y la segunda del mismo 2
semanas tras la inicial, se confirmé un nivel aumentado del titulo de anticuerpos en suero mediante un método de
ELISA sobre Ia reactividad con Proteina CD14 humana recombinante como en el caso del ejemplo 5 del documento
WO 01/22085. Se administraron por via intraperitoneal unos 100 ug de antigeno a un ratén como administracién final
y tras 3 dias se extirpé quirdrgicamente el bazo del ratén. Se aislaron los linfocitos del bazo y se mezclaron con
células de mieloma (P3x63-Ag. 8. U.1) en una razén de 10:1 y se realizé fusién celular con polietilenglicol. Se
seleccionaron los hibridomas usando un medio HAT y tras una semana se realizé un cribado de hibridomas que
producen anticuerpos mediante el método de ELISA descrito anteriormente. Se cloné el hibridoma que habia
reaccionado con el antigeno CD14 soluble inmovilizado mediante un método de dilucion limitante. Tras 10 dias, de
manera similar, se realizé6 un cribado para obtener un anticuerpo monoclonal anti-proteina CD14. Se obtuvo el
anticuerpo F1031-8-3 que tenia el subtipo de IgG2b-x determinado usando el kit de isotipado de anticuerpo
monoclonal de ratén IsoStrip (Roche) como anticuerpo tipico.

3-(3) Estudio del sistema de EIA de tipo sandwich

Para preparar un sistema que puede detectar especificamente una proteina que esta presente en una gran cantidad
en un paciente que presenta septicemia, se preparé un sistema de EIA de tipo sandwich usando los anticuerpos
descritos en los ejemplos 1, 2 y 3-(2).

[1] Preparacion de anticuerpo marcado con peroxidasa

Se preparé un anticuerpo marcado con peroxidasa segun el método de Nakane et al. (J. Histochem. Cytochem., vol.
22, pag. 1084, 1974). Es decir, se disolvieron 4 mg de peroxidasa (Toyobo) en agua destilada y se hizo reaccionar
entonces la disolucién a 25°C durante 20 minutos mediante la adicién de 100 mM de acido peryédico. Tras la
finalizacién de la reaccidn, se afnadié etilenglicol al 1,5% al producto de reaccién y se hizo reaccionar el conjunto a
25°C durante 10 minutos, seguido por didlisis frente a un tampdn acetato 1 mM (pH 4,4). Cada uno del anticuerpo
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F1031-8-3 y el anticuerpo F1106-13-3 purificados se dializ6 frente a un tampén bicarbonato 10 mM (pH 9,5), y
entonces se mezclaron 4 mg de peroxidasa activada mediante la adicion de 70 Wl de un tampén bicarbonato 0,2 M
(pH 9,5) por 4 mg, con el anticuerpo en cantidades equivalentes para permitir una reaccién a 25°C durante 2 horas.
A continuacién, se afadié 4 mg/ml de borohidruro de sodio y entonces se continud con la reaccién durante 2 horas
adicionales a 4°C. Se dializé la disolucién de reaccién frente a PBS, dando como resultado un anticuerpo F1031-8-3
marcado con peroxidasa (a continuacién en el presente documento, puede describirse como F1031-8-3-HRP) y
anticuerpo F1106-13-3 marcado con peroxidasa (a continuacién en el presente documento, puede describirse como
F1106-13-3-HRP). Se calculé la concentracién de anticuerpo a partir de la cantidad de anticuerpo usado y el
volumen de la disolucién de anticuerpo marcado.

[2] Preparacion de sistema de EIA de tipo séndwich

Se preparé un sistema de EIA de tipo sandwich en 2 etapas usando el anticuerpo contra S68 preparado como
anticuerpo inmovilizado en el ejemplo 1 y los anticuerpos preparados en el ejemplo 3-(2)[1] y [2] como anticuerpos
marcados. Es decir, se diluyé el anticuerpo contra S68 con D-PBS (pH 7,4) a 10 ug/ml y entonces se afnadieron 50 pl
de la disolucién resultante a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC) y se hizo reaccionar a 4°C durante
la noche. Después de eso, se lavé la placa con agua sometida a intercambio idnico 5 veces y entonces se afadieron
a cada pocillo 100 ul de D-PBS que contenia StabilGuard al 0,1% (SurModics, Inc) y Tween 20 al 0,1% para efectuar
el bloqueo. Usando como diluyente PBS (pH 7,4) que contenia suero de donante normal al 1% (suero del que se
retiré el antigeno CD14 soluble usando 3C10, descrito a continuaciéon en el presente documento como suero que
absorbe CD14; se preparé 3C10 a partir del hibridoma ATCC228-TIB obtenido de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo) y usando PBS (pH 7,4) que contenia BSA al 0,1% como disolucién de dilucién, se prepararon
muestras diluidas de sueros humanos de donantes normales y sueros humanos de pacientes que presentaban
septicemia mediante diluciéon de los sueros 20 veces, respectivamente. Se anadié una muestra diluida en una
concentracion de 50 ul por pocillo y se hizo reaccionar a 37°C durante 2 horas.

Tras la finalizacion de la reaccion, se lavé la muestra tres veces con solucidn salina fisiolégica que contenia Tween
20 al 0,05% y se afadieron a cada pocillo 50 ul de F1031-8-3-HRP o F1106-13-3-HRP diluido hasta 0,6 ug/ml con
PBS 76 mM (pH 8,0) que contenia suero de rata al 5%, suero de ratén al 1% y Tween 20 al 0,1%. Tras una reaccién
a 37°C durante 2 horas, se lavé la placa 5 veces de la misma manera que anteriormente y se afadié a cada pocillo
una disolucion de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 20 minutos a temperatura ambiente,
se detuvo la reaccién con una disolucién de 4cido sulfirico 0,5 M y se midié una absorbancia a 450 nm usando un
espectrofotémetro de placa (NJ-2100, Japan Intermed). Como resultado, tal como se muestra en Ila tabla 1, pudo
someterse a ensayo una protefna soluble en sangre, que no podria aumentar en un donante normal pero que
aumenta en un paciente que presenta septicemia en el sistema en el que se usé anticuerpo derivado del péptido
S68.

[3] Preparacién de sistema de EIA de tipo sandwich <2>

Se prepard un sistema de EIA de tipo sandwich en 2 etapas usando el anticuerpo F1146-17-2 preparado como
anticuerpo inmovilizado en el ejemplo 2 y el anticuerpo preparado en el ejemplo 3-(2){2] como anticuerpo marcado.
Se diluyé el anticuerpo F1146-17-2 con PBS (pH 6,4) hasta 120 ng/ml y entonces se afadieron 50 pl de la disolucién
resultante a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC) y se hizo reaccionar a 56°C durante 30 minutos.
Después de eso, se lavd la placa con agua sometida a intercambio i6nico 5 veces y entonces se afadieron a cada
pocillo 100 pl de PBS que contenia StabilGuard al 0,1% (SurModics, Inc) y Tween 20 al 0,1% (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) para efectuar el bloqueo. Usando como diluyente PBS (pH 6,4) que contenia BSA al 1%, se
prepararon muestras diluidas de sueros humanos de donantes normales y sueros humanos de pacientes que
presentaban septicemia mediante dilucién de los sueros 10 veces, respectivamente. Se afiadié una muestra diluida
en una concentracién de 50 wl por pocillo y se hizo reaccionar a 25°C durante 2 horas.

Tras la finalizacién de la reaccion, se lavé la placa tres veces con solucién salina fisiolégica que contenia Tween 20
al 0,05% y se anadieron a cada pocillo 50 pl de anticuerpo F1031-8-3 marcado con peroxidasa diluido hasta 0,5
ug/ml mediante tampén fosfato 76 mM (pH 8,0) que contenia suero de rata al 5%, suero de raton al 1% y Tween 20
al 0,1%. Tras una reaccion a 25°C durante 2 horas, se lavé la placa 5 veces de la misma manera que anteriormente
y se afadid a cada pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 20
minutos a temperatura ambiente, se detuvo la reaccioén con una disolucién de acido sulfirico 0,5 M y se midi6é una
absorbancia a 450 nm usando un espectrofotometro de placa (NJ-2100, Japan Intermed). Como resultado, de
manera similar al anticuerpo contra S68, en el caso del anticuerpo monoclonal especifico contra el péptido S68 tal
como se muestra en la tabla 1, que casi no se encontré en los sueros de donantes normales pero que se encontrd
en un aito nivel en los sueros de pacientes que presentaban septicemia, pudo someterse a ensayo. Es decir, el
resultado confirmé que un anticuerpo que se une al péptido S68 puede preparar un sistema de tipo sandwich
independientemente de si el anticuerpo es policlonal o monoclonal.

En la tabla 1, “++” representa una absorbancia de 4 veces 0 mas a 450 nm en comparacién con la absorbancia del
propio diluyente y “+” representa una absorbancia de 2 veces 0 mas, y “” representa una absorbancia igual a la
absorbancia del diluyente.
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Tabla 1
Combinacién de anticuerpos Nivel medido
Lado de Lado de Paciente que Donante normal
inmovilizacién marcaje presenta septicemia
anticuerpo contra anticuerpo ++ -
S68 F1031-8-3
anticuerpo contra anticuerpo ++ -
S68 F1106-13-3
anticuerpo anticuerpo + -
F1146-17-2 F1031-8-3

(Ejemplo 4) Especificidad del anticuerpo contra S68

Para confirmar la especificidad del anticuerpo contra S68 preparado en el ejemplo 1, los inventores estudiaron si se
produce bloqueo por un péptido mediante el mismo ensayo que el del ejemplo 3-(3). Es decir, se diluyé el péptido
568 (secuencia de aminoacidos en las posiciones 53 a 68), polipéptido sintético preparado de la misma manera que
el del ejemplo 1 (secuencia de aminoacidos en las posiciones 53 a 58, secuencia de aminoacidos en las posiciones
57 a 62 y secuencia de aminodcidos en las posiciones 59 a 64), o péptido de control negativo (Cys Glu Gly Asn Gly
Asn Asn Phe Glu Ser Arg Glu Ala Cys) hasta 0, 0,1, 1 y 10 ug/ml y se afiadieron 25 ul de cada disolucién diluida a 25
ul de cada una de las disoluciones diluidas 50 veces de los sueros obtenidos de pacientes que presentaban
septicemia y los sueros de donantes normales para iniciar una reaccién competitiva mediante el mezclado con
anticuerpo contra S68. Después de eso, se determinaron los niveles de la proteina soluble unida al anticuerpo contra
S68 sin inhibicién por ningln péptido.

Como resultado, tal como se muestra en la figura 1, tanto en los sueros de los donantes normales que muestran
bajos niveles como de pacientes que presentan septicemia que muestran altos niveles, se inhibié la uniéon entre
anticuerpo contra S68 y la proteina soluble en suero en el caso del péptido S68 pero no se inhibié en el caso de
otros péptidos parciales (que contiene cada uno 6 aminodcidos) y un péptido de control negativo. El resuitado
anterior confirmé que una proteina que se detecta en sangre por el anticuerpo contra S68 se reconoce
especificamente por el anticuerpo contra S68. Ademas, el resultado también confirmé que la secuencia reconocida
por el anticuerpo requiere una longitud de al menos 7 aminoécidos porque no puede lograrse inhibicion mediante
tres clases de péptidos sintéticos (el nimero de aminoacidos: 6) correspondientes a los péptidos parciales del
péptido S68.

(Ejemplo 5) Constante de velocidad de reaccién del anticuerpo preparado

Se analizaron las especificidades y las constantes de velocidad de reaccién del anticuerpo contra S68 preparado en
el ejemplo 1 y el anticuerpo F1146-17-2 preparado en el ejemplo 2 usando Biacore 3000 (Biacore), respectivamente.
En primer lugar, se preparé el péptido S68-BSA que iba a inmovilizarse por la misma via descrita en el ejemplo 1
usando BSA maleimidada (BSA activada por maleimida Imject, PIERCE). A continuacién, se inmovilizé el péptido
S68-BSA sobre un chip sensor CM5 (Biacore) usando un kit de acoplamiento de amina (Biacore). Se realizé un
ensayo de manera que se usé HBS-EP (Biacore) como tampén de corrida y se inyectdé una serie de dilucién (50,
100, 150, 200 y 300 nM) de anticuerpo F1146-17-2 en las células de flujo. Se realizé el andlisis de datos usando el
software Biaevaluation version 3.0 (Biacore) restando los datos de la célula de referencia de los datos de medicién
de la célula de flujo del péptido S68-BSA. Como resuitado de analizar una constante de disociacion (KD), el
anticuerpo F1146-17-2 mostré una afinidad de hasta 4,8 x 10° M. A propésito, el valor de KD de antlcuerpo
policlonal contra el péptido S68 de conejo purificado especificamente medido de manera similar fue de 2,2 x 10™'° M.

(Ejemplo 6) Especificidad del anticuerpo monoclonal anti-CD14
6-(1) Analisis del anticuerpo F1106-13-3

Para aclarar una regién de unién (epitopo) del anticuerpo F1106-13-3, se usd para el andlisis una membrana de
biblioteca peptidica (Custom SPOTSs, Sigma Genosys) sobre la que se sintetizé la secuencia de aminoéacidos de
CD14 del extremo N-terminal del mismo, 10 aminoéacidos cada vez. Es decir, se bloque6 la membrana basandose en
el manual de instrucciones de la misma y entonces se hizo reaccionar con anticuerpo F1106-13-3, se lavo, y
entonces se hizo reaccionar con anticuerpo anti-ratén marcado con B-galactosidasa. Tras haberse lavado la
membrana, se detecté una secuencia peptidica a la que se unién el anticuerpo, usando X-gal. A propésito, se
analizaron las secuencias peptidicas en la membrana de biblioteca peptidica usando 19 péptidos que se sintetizaron
de manera que se sometieron 10 amino4cidos a la sintesis cada vez de modo que se solapasen dos aminoacidos de
los extremos C-terminal respectivos de las secuencias de aminodcidos en las posiciones 1 a 154. Se prepararon los
péptidos de la misma manera que la del ejemplo 1-(1).

E! resultado encontré que el anticuerpo F1106-13-3 se une a la regidon correspondiente a una secuencia de
amino4cidos en las posiciones 17 a 26 (CNFSEPQPDW) del extremo N-terminal de CD14 de alto peso molecular.
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6-(2) Andlisis del anticuerpo F1031-8-3 <1>

Para confirmar la especificidad del anticuerpo F1031-8-3, se determiné la actividad de unién usando rsCD14(1-285)
derivado de E. coli descrito en el ejemplo 3-(1) y rsCD14(1-356) y rsCD14(1-307)S286C preparados a partir de
células COS usando los métodos descritos en los ejemplos 8 y 9 del documento WO 01/72993.

En primer lugar, se inmovilizé rsCD14(1-356), rsCD14(1-307)S286C, rsCD14(1-285) o BSA 250 ng/mancha sobre
una membrana, Hybond-C extra (Amersham Biosciences), y tras secarla se bloque6é mediante Tween 20 al 0,05%
que contenia 0,05 g/ml de leche desnatada (Meiji Dairies Corporation), PBS (pH 6,4). Tras haberse dejado en
reposo el producto resultante durante 1 hora a temperatura ambiente, se afiadié anticuerpo F1031-8-3 diluido hasta
3 pg/mi con Tween 20 al 0,05% que contenia BSA al 0,5%, PBS (pH 6,4) y se hizo reaccionar durante 1 hora a
temperatura ambiente, seguido por lavado con Tween 20 al 0,05%, PBS (pH 6,4).

A continuacién, se afiadié anticuerpo anti-inmunogiobulina de ratén marcado con peroxidasa (DAKO) diluido 500
veces con Tween 20 al 0,05% que contenia suero de conejo al 10%, PBS (pH 6,4) y se hizo reaccionar durante 30
minutos a 37°C. Entonces, se lavé la membrana de manera similar, seguido por la confirmacién de la actividad de
unién del anticuerpo con el kit de ECL (Amersham Biosciences). Como resuitado, tal como se muestra en la tabla 2,
el anticuerpo F1031-8-3 se uni6 a rsCD14(1-285) derivado de E. coli, rsCD14(1-307)S286C y rsCD14(1-356) no a
BSA. Por tanto, el resultado encontré que el anticuerpo F1031-8-3 reconocié especificamente todos los tipos de
proteinas CD14. En la tabla 2, “+” representa una situacién en la que se detecté una mancha sobre una pelicula
mediante la ECL y “-” representa una situacion en la que no se detecté una mancha.

Tabla 2
rsCD14 rsCD14 rsCD14 BSA
(1-356) (1-307) (1-285)
S286C
Actividad de union + + + N

6-(3) Analisis del anticuerpo F1031-8-3 <2>

Se analizd una regién de unién (epitopo) del anticuerpo F1031-8-3. En otras palabras, en el sistema de EIA de tipo
sandwich del ejemplo 3-(3)[2] en el que se usé anticuerpo contra S68 como el inmovilizado y se usé F1031-8-3-HRP
como el marcado, se realizé una prueba de inhibicién usando anticuerpo F1106-1-3.

En primer lugar, como en el caso del ejemplo 3-(3)[2], se afiadieron 100 ng/ml de la preparacién patrén a y se hizo
reaccionar con una placa con anticuerpo contra S68 inmovilizado. Tras haberse lavado la placa, antes de la adicién
de F1031-8-3-HRP, se afadieron unos 25 pl de tampén que contenia 6 ug/ml de anticuerpo F1106-13-3, anticuerpo
IgG de ratén o sin anticuerpo. Entonces, se afiadieron 25 |l de anticuerpo F1031-8-3-HRP, seguido por la medicién
mediante la misma via que la del ejemplo 3-(3)[2].

Tal como se muestra en la tabla 3, no se produjo inhibicion en el sistema de adicién de anticuerpo de IgG ratén
adicién mientras que se produjo la inhibicién de la unién entre F1031-8-3 y la preparacién patrén por el anticuerpo
F1106-13-3. Este hecho indicé que el anticuerpo F1106-13-3 puede unirse a al menos una regién que va a
reconocerse por el anticuerpo F1031-8-3. A propésito, se calculd una “tasa de inhibicién” en la tabla 3 a partir de
cada absorbancia que disminuy6 en el momento de definir la absorbancia del tampén solo como el 100%.

Tabla 3
Aditivo Tasa de inhibicion (%)
Anticuerpo IgG de ratén 2
Anticuerpo F1106-13-3 70

(Ejemplo 7) Kit de ensayo para proteina soluble
7-(1) Formato tipico de kit de ensayo para sistema de EIA de tipo sandwich

Se describird a continuaciéon un formato tipico de un kit para proteina soluble usando una combinacién de
anticuerpos inmovilizados y marcados que muestran altos niveles de la proteina soluble en la muestra de pacientes
que presentaban septicemia y bajos niveles en la muestra de donantes sanos en el ejemplo 3-(3).

<1> Anticuerpo inmovilizado: placa sobre la que se inmoviliza el anticuerpo contra S68
<2> Anticuerpo marcado: anticuerpo F1031-8-3 marcado con peroxidasa
<3> Disolucidn de sustrato (disolucién de tetrametilbencidina)

Oftros materiales auxiliares
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Ejemplo de formato de un sistema de placa

<4> Disolucién de lavado de placa (disolucién de NaCl al 0,9%, Tween 20 al 0,05%>

<5> Disolucién de diluciéon de muestra (disolucién de PBS que contiene BSA al 0,1%)

<6> Reactivo de detencién (disolucién de H2SO4 0,5 M)

<7> Preparacion patrén (CD14(1-307)S286C)

Instrumentos de medicién para realizar un ensayo usando el kit de ensayo anterior <ejemplo de referencia>
<8> Espectrofotometro de placa (por ejemplo, E-Max (Molecular Devices Corporation))

7-(2) a (11) Ejemplos de formato del kit de ensayo para sistema de EIA de tipo sandwich

Ademds de 7-(1), se muestran los ejemplos del kit de ensayo para un sistema de EIA de tipo sandwich en la tabla 4.
<1> representa una sustancia de unién inmovilizada sobre una placa. <2> representa una sustancia de union
marcada. Los elementos constituyentes de <3> a <7> y un instrumento de medicién <8> como ejemplo de referencia
son idénticos a 7-(1). <9> representa un anticuempo con una segunda sustancia de unién especifica unida. “-”
representa sin descripcion.

Tabla 4
<1> <2> <9>

(2) anticuerpo F1146-17-2 F1031-8-3-HRP -

(3) anticuerpo contra S68 F1106-13-3-HRP -

(4) anticuerpo F1146-17-2 F1106-13-3-HRP -

(5) anticuerpo F1031-8-3 anticuerpo contra S68-HRP -

(6) anticuerpo F1031-8-3 F1146-17-2-HRP -

(7) anticuerpo F1106-13-3 anticuerpo contra S68-HRP -

(8) anticuerpo F1106-13-3 F1146-17-2-HRP -

(9) anticuerpo F1031-8-3 SA-HRP Anticuerpo contra Bio-S68
(10) Str F1031-8-3-HRP Anticuerpo contra Bio-S68
(11) anticuerpo contra S68 SA-HRP Bio-F1031-8-3

7-(12) Curva patrén del kit de ensayo para sistema de EIA de tipo sandwich

Usando el kit de ensayo de (1), se realizé un ensayo de la misma manera que la del ejemplo 3-(3)[2]. Es decir, se
diluy6 el anticuerpo contra S68 hasta 10 pg/ml con D-PBS (pH 7,4) y entonces se afiadieron 50 ul de la disolucién
resultante a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC). Tras una reaccién a 4°C durante la noche, se lavé
la placa cinco veces con agua sometida a intercambio iénico y se bloqueé mediante la adicién a cada pocillo de 100
wl de D-PBS que contenia StabilGuard al 0,1% (SurModics, Inc.) y Tween 20 al 0,1%. A continuacién, se usé PBS 76
mM (pH 7,4) que contenia suero que absorbe CD14 al 1% y BSA al 0,1% como diluyente para preparar una serie de
dilucion de 0, 3, 25, 60, 100 y 150 ng/ml de preparacién patrén de proteina CD14(1-307)S286C.

Se afiadié la serie de dilucién de la preparacién patrén en una cantidad de 50 ul por pocillo y se hizo reaccionar
durante 2 horas a 37°C. Tras la finalizacidon de la reaccién, se lavé la placa tres veces con solucién salina fisioldégica
que contenia Tween 20 al 0,05%. Entonces, se afiadieron a cada pocillo 50 pl de anticuerpo marcados diuidos
preparados mediante dilucién de suero de rata al 5%, suero de ratén al 1% y anticuerpo F1031-8-3 marcado con
peroxidasa hasta 0,6 ug/ml con PBS 76 mM (pH 8,0) que contenia Tween 20 al 0,1%. Tras una reaccién a 37°C
durante 2 horas, se lavé la placa cinco veces de la misma manera que anteriormente y se afiadié a cada pocillo una
disolucion de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
terminé la reacciéon mediante una disolucion de 4cido sulfarico 0,5 M y se midié una absorbancia a 450 nm usando
un espectrofotémetro de placa (NJ-2100, Japan Intermed). Se preparé una curva patrén mostrada en la figura 2. Se
realiz un sistema de ensayo sencillo con alta sensibilidad como una sensibilidad de medicién de 0,6 ng/ml (blanco +
3D.E).

7-(13) Especificidad del sistema de EIA de tipo sandwich

Para estudiar la influencia de CD14 de alto peso molecular presente en suero humano sobre el sistema de ensayo
preparado, se afiadié CD14 soluble derivada de suero de donante normal a una concentracién de 0 a 4 pug/ml a la
preparacion patrén de CD14(1-307)S286C para llevar a cabo el mismo ensayo que el del punto (12). Como
resultado, tal como se muestra en la figura 3, no hubo ninguna influencia sobre el nivel medido aunque la
concentracién del antigeno CD14 soluble derivado de suero de donante normal fuese de 4 ug/ml. El resultado
encontré que la reactividad cruzada del presente sistema de EIA de tipo sandwich con CD14 de alto peso molecular
era del 0,3% o menos. En otras palabras, el resultado confirmé que el presente sistema no detecta CD14 de alto
peso molecular en suero humano y es especifico para una proteina soluble que muestra un alto nivel en suero de un
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paciente que presenta septicemia.
7-(14) Evaluacién sobre el kit de ensayo para sistema de EIA de tipo sandwich

Se evalué la reproducibilidad de los resultados de ensayo del kit del punto (1). El coeficiente de variacién (CV) de la
reproducibilidad dentro de la serie usando 3 clases de muestras como en el caso del punto (12) era del 5,8, el 3,6 ¥
el 3,5% y la reproducibilidad entre mediciones era del 6,2, el 5,2 y el 5,1%, respectivamente. Por tanto, se obtuvieron
buenos resultados. Ademads, la tasa de recuperacién en la prueba de recuperacién/adicién era del 88 al 109%, lo
que era satisfactorio. No se observé influencia de un anticoagulante (heparina, 4cido citrico o EDTA). Los resultados
descritos anteriormente mostraron que el presente kit tiene una capacidad suficiente para el ensayo de la proteina
soluble en sangre.

(Ejemplo 8) Identificacién de proteina soluble en sangre
8-(1) Cromatografia de filtracién en gel <1>

Para analizar la sustancia en suero de un paciente que presenta septicemia tal como se detecta mediante el kit de
ensayo descrito en el ejemplo 7-(1), se fraccioné el suero de un paciente que presentaba septicemia a través de una
columna de cromatografia de filtracion en gel Superdex 200PC 3,2/30 (Amersham Biosciences) con SMART
SYSTEM (Amersham Biosciences) usando D-PBS como tampén de elucion. Entonces, se sometié a ensayo cada
fraccion usando el kit de ensayo descrito en el ejemplo 7-(1) y el kit de EIA para CD14 disponible comercialmente
(IBL-Hamburg). Se calculé el peso molecular de la misma mediante la calibracién de la columna usando aldolasa
(158 kDa), BSA (67 kDa), ovoalbimina (43 kDa) y quimotripsina (25 kDa) del kit de calibracion LMW vy el kit de
calibracién HMW (Amersham Biosciences).

Como resultado, tal como se muestra en la figura 4, el kit de EIA para CD14 disponible comercialmente detecté
antigeno CD14 soluble que tiene un peso molecular de aproximadamente 57 kDa, que se defini6 como antigeno
CD14 soluble de alto peso molecular de 49 a 55 kDa notificado convencionalmente. Por otra parte, en el kit descrito
en el ejemplo 7-(1), se detecté un pico aproximadamente a un peso molecular de 35 a 45 kDa pero no se detect6
ninglin pico aproximadamente a 57 kDa. Por tanto, el resultado confirmé que el kit descrito en el ejemplo 7-(1)
detecta especificamente sélo una proteina soluble presente en sangre,.

8-(2) Cromatografia de filtracién en gel <2>

Como en el caso del punto (2)-<1>, se fraccionaron 50 ul de suero de un paciente que presentaba septicemia a
través de una columna de cromatografia de filtracion en gel Superdex 75 10/300 GL (Amersham Biosciences)
usando acetato de amonio 200 mM (pH 6,8) como tampén de elucidén y se sometié a ensayo usando cada kit. Se
calculd el peso molecular del mismo mediante la calibracidn de la columna usando BSA (67 kDa), ovoalbtimina (43
kDa), quimotripsinégeno (25 kDa) y ribonucleasa A (13,7 kDa) del kit de calibracién LMW y el kit de calibracién HMW
(Amersham Biosciences).

Se muestran los resultados en la figura 5. En el kit descrito en el ejemplo 7-(1), se detectd un pico derivado de la
proteina soluble aproximadamente a un peso molecular de 25 a 35 kDa.

8-(3) Cromatografia en columna de afinidad con anticuerpo F1025-3-1

Cuando se aplica una fraccién que produce picos {por ejemplo, la fraccion 12) derivada de la proteina soluble
obtenida en el punto (2)-<2> a una cromatografia en columna de afinidad con anticuerpo F1025-3-1, se eluye un
pico derivado de la proteina soluble en una fraccion que no se absorbe en columna de afinidad. A propésito, pueden
realizarse el ajuste y el funcionamiento de la columna de afinidad con anticuerpo F1025-3-1 basandose en el método
descrito en el ejemplo 10 del documento WO 01/22085.

(Ejemplo 9) Purificacién de proteina soluble en sangre de suero de paciente que presenta septicemia
9-(1) Preparacion de portador F1024-1-3-Sepharose 4B

Se afiadié una alicuota de 55 mg del anticuerpo F1024-1-3 preparado (la linea celular de hibridoma depositada con
el nimero de registro FERMBP-7511, tal como se describid anteriormente), que se describié en el ejemplo 2 del
documento WO01/72993, a 20 ml de ECH-Sepharose 4B (Amersham Biosciences) y entonces se afadié
carbodiimida soluble en agua (Dojindo Laboratories, Co., Ltd.) en una concentracién final de 0,1 M para llevar a cabo
una reaccién de acoplamiento a 4°C durante la noche. Posteriormente, se lavé la mezcla de reaccién con acetato de
sodio 0,1 M (pH 5,0), seguido por la recogida del anticuerpo F1024-1-3 sin reaccionar. Se midieron las absorbancias
tanto de la disolucién de anticuerpo antes de la reaccién de acoplamiento de la disoluciéon de lavado a 280 nm,
respectivamente, para determinar una eficacia de acoplamiento (nivel convertido: 0,714 mg/ml). Como resultado, se
reveld que el anticuerpo F1024-1-3 tenia una eficacia de acoplamiento del 55% y 1,5 mg del anticuerpo F1024-1-3
podian unirse a 1 ml del portador.

A continuacién, se afiadié etanolamina 1 M (pH 7,4) a la mezcla para llevar a cabo una reaccion de bloqueo a
temperatura ambiente durante una hora, y se lavé entonces el portador con 100 ml de acetato de sodio 0,1 M/NaCl
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0,5 M (pH 4,0) y posteriormente con 100 ml de Tris-HCI 0,1 M/NaCl 0,5 M (pH 8,0). Se repitié adicionalmente este
procedimiento dos veces para preparar 20 mi de portador F1024-1-3-Sepharose 4B.

9-(2) Preparacion de portador S68-Sepharose 4 FF

Se dializé una alicuota de 18 mg del anticuerpo contra S68 preparado en el ejemplo 1-(4) a 4°C durante la noche
usando una membrana de didlisis (Spectrum, Co., Ltd..) que tiene un punto de corte de peso molecular de 10 kDa y
2,5 | de un dializado (es decir, NaHCO3 0,2 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M). Ademas, se sustituyé el dializado
por nuevo tres veces. Posteriormente, se afadieron 8 ml de la columna con Sepharose 4 Fast Flow activada con
NHS (Amersham Biosciences) equilibrada previamente con NaHCO; 0,2 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M, a la
disolucién de anticuerpo contra S68 dializada para llevar a cabo una reaccién de acoplamiento a 4°C durante la
noche. Tras la terminacién de la reaccién de acoplamiento, se lavé el anticuerpo contra S68 sin reaccionar con
NaHCO;3; 0,2 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M y entonces se recogié. Se midieron las absorbancias a 280 nm de
la disolucién de anticuerpo antes de y después de la reaccién de acoplamiento, respectivamente, para determinar
una eficacia de acoplamiento (nivel convertido: 0,714 mg/ml). Como resultado, se reveldé que el anticuerpo contra
S68 tenia una eficacia de acoplamiento del 79% y 1,8 ml del anticuerpo contra S68 podian unirse a 1 mi del
portador. A continuacién, se afiadié6 monometanolamina 0,5 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M, al portador para
llevar a cabo una reaccién de bloqueo a 4°C durante la noche. Tras la terminacién de la reaccién de bloqueo, se lavé
el portador con 300 ml de acetato de sodio 0,1 M (pH 4,0) que contenia NaCl 0,5 M y posteriormente con 300 ml de
NaHCO; 0,2 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M. Se repitié adicionalmente este procedimiento dos veces para
preparar 8 ml del portador S68-Sepharose 4 Fast Flow.

9-(3) SDS-PAGE

Se llevé a cabo SDS-PAGE usando un gel de SDS-PAGE al 12,5% en condiciones no reductoras, segtn los
procedimientos de Laemmli (Laemmli UK., Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 15 de agosto de 1970; 227 (259): 680-5). Es decir, se afiadié un volumen de Tris-SDS-
Seprasol (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.) a dos volimenes de la muestra y entonces se calenté la mezcla a 100°C
durante 5 minutos, seguido por la aplicacién de la mezcla al gel de SDS-PAGE al 12,5% (ATTO Corporation) para
llevar a cabo electroforesis usando el sistema de tampén discontinuo de Laemmii a 25 mA durante 90 minutos. Tras
la terminacién de la electroforesis, se tifié el gel con un kit de tincién con plata, 2D Silver Stain Il “Daiichi” (Daiichi
Pure Chemicals Co., Ltd.). Para la determinacién del peso molecular, un marcador de peso molecular usado fueron
los patrones de doble color “Precision Plus Protein™™ (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

9-(4) Westem blot

Se empapo6 papel de filtro cortado previamente para ajustarse al tamarfio del gel de SDS-PAGE con una disolucién
de metanol al 5%/Tris 25 mM/4cido e-aminocaproico 40 mM y entonces se puso sobre una placa de catodo de un
sistema de transferencia semiseca de electrodo de platino BE330 (Biocraft Ltd.). A continuacién, segin el punto
anterior (3), tras llevar a cabo SDS-PAGE, se empap6 el gel con la misma disolucién y entonces se dispuso sobre el
papel de filtro sin producir burbujas de aire en el mismo. Posteriormente, se dispuso sobre el gel una membrana de
nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer-Medium, Bio-Rad Laboratories, Inc.), equilibrada previamente en metanol al
5%/Tris 25 mM, sin producir burbujas de aire en la misma. Ademas, también se dispuso papel de filtro empapado
previamente con la misma disolucién sobre la misma sin producir burbujas de aire en la misma y finalmente se
dispuso el papel de filtro empapado con metanol al 5%/Tris 300 mM sobre el mismo sin producir burbujas de aire.
Ademas, se puso un electrodo anédico sobre el mismo para llevar a cabo la transferencia a 2 mA/cm? a temperatura
ambiente durante dos horas. Tras la terminacién de la transferencia, se empapé la membrana de nitrocelulosa con
Block-Ace (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.) para llevar a cabo una operacién de bloqueo a 37°C durante una
hora. Después de eso, se permitié6 que reaccionase la membrana de nitrocelulosa con 10 mi de 6,8 ug/ml de
anticuerpo F1031-8-3 a 37°C durante dos horas y entonces se lavé con Tween 20 al 0,05%/PBS, seguido por la
reaccion con un conjugado de anticuerpo anti-lgG de ratén - HRP (DAKO A/S) a 37°C durante una hora. Tras la
terminacién de la reaccion, se lavé la membrana de nitrocelulosa con Tween 20 al 0,05%/PBS. Tras eliminar por
lavado los conjugados sin reaccionar, entonces se empap6 la membrana con 50 ml de TMB-H (Moss., Inc.) que se
diluyé dos veces con agua destilada para producir luminiscencia a 4°C durante la noche en la oscuridad.

9-(5) Purificacién de proteina soluble en sangre del suero de paciente que presenta septicemia

Se rellend una alicuota de 1 mi del F1024-1-3-Sepharose 4 FF preparada en el ejemplo 9-(1) en la columna Econo-
Column (Bio-Rad Laboratories, Inc.) de 1 cm de didmetro interno y entonces se equilibré con D-PBS (pH 7,4) que
contenia Tween 20 al 0,05%. Simultaneamente, se rellené 1 ml del S68-Sepharose 4FF preparado en el ejemplo 9-
(2) en la columna Econo-Column de 1 cm de didmetro interno y entonces se equilibré6 con D-PBS (pH 7,4) que
contenia Tween 20 al 0,05%. Posteriormentq, se conectaron estas dos columnas en tandem de manera que se
dispuso la columna con F1024-1-3-Sepharose “4Benla punta de la columna con S68-Sepharose™ 4FF. Entonces,
se suministraron 18 ml del suero de un paciente que presentaba septicemia al conjunto de columnas en tandem a
una velocidad de flujo de 0,02 mi/min. Se eliminé por lavado la proteina que no pudo adsorberse sobre la columna
con D-PBS (pH 7,4) que contenia Tween 20 al 0,05%. Después de eso, se separé la columna con S68-Sepharose
4FF del conjunto y se eluyé la proteina adsorbida sobre la columna con S68-Sepharose 4FF a una velocidad de fiujo
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de 0,2 ml/min. con HCI 10 mM que contenia Tween 20 al 0,05%, durante lo cual se recogieron alicuotas de 2 ml en
10 recipientes, de manera secuencial. A cada uno de los recipientes de fraccion se le afadieron previamente 200
de bicarbonato de amonio 500 mM, de modo que el pH del eluato pudiera devoliverse inmediatamente a pH neutro.
Se determiné la concentracion de la proteina soluble en sangre en cada fraccién que va a detectarse mediante el kit
del ejemplo 7-(1) y entonces se liofilizé la fraccién que contenia la proteina tras reunirse.

Tras la liofilizacion, entonces se disolvié el polvo liofilizado mediante la adicién de 0,2 ml de una disolucién de
acetato de amonio 150 mM que contenia Tween 20 al 0,05%, seguido por centrifugacién a 3.500 x g durante 10
minutos.

Se sometié el sobrenadante a una filtracién en gel usando Superdex 75 10/300GL (Amersham Biosciences). El
tampén de elucién usado era una disolucién de acetato de amonio 150 mM que contenia Tween 20 al 0,05% y
entonces se afadié a la columna dotada con 0,2 ml de la muestra a una velocidad de fiujo de 0,8 mi/min. Desde 7 u
8 minutos tras la adicién de la muestra, se recogieron alicuotas de 0,45 ml en 40 recipientes, sucesivamente.

Se sometié cada fraccion a la mediciéon con el kit del ejemplo 7-(1) y un kit de EIA para CD14 disponible
comercialmente (IBL-Hamburg). Como resultado, la proteina soluble en sangre que podia detectarse mediante el kit
del ejemplo 7-(1) se encontré en las fracciones 11-13 con un pico en la fraccién 12, y se obtuvieron 1,1 g de proteina
soluble en sangre a partir de 18 mi del suero del paciente que presentaba septicemia. Ademas, el pico de la proteina
estaba ubicado en la posiciéon de 29 + 5 kDa. Los marcadores de peso molecular usados fueron BSA (67,0 kDa),
ovoalbimina (43,0 kDa), quimotripsinédgeno A (25,0 kDa) y ribonucleasa A (13,7 kDa) en kit de calibracion LMW de
filtracion en gel (Amersham Biosciences), respectivamente.

Posteriormente, se sometieron estas fracciones de la filtracién en gel al analisis de western blot mostrado en el
ejemplo 9-(4). Se identificé la proteina soluble en sangre que podia detectarse mediante el kit del ejemplo 7-(1) y
entonces determiné el peso molecular de la misma, usando los patrones de doble color Precision plus protein ™ (Bio-
Rad Laboratories, Inc.). Como resultado, la concentracién de la proteina aumenté o disminuyé de acuerdo con los
resultados de la medicién con las fracciones sometidas a filtracion en gel con el kit del ejemplo 7-(1). Para la
proteina soluble en sangre que tiene un pico en la fraccién 12, se detecté una banda de 13 £ 2 kDa en peso
molecular (figuras 6 y 7).

(Ejemplo 10) Purificacion de proteina soluble en sangre procedente de suero humano normal
10-(1) Purificacion de proteina soluble en sangre procedente de suero humano normal

Se analizé cuantitativamente un suero humano normal adquirido de Nippon Biotest L.aboratories inc. usando el kit del
ejemplo 7-(1), dando como resultado un nivel de 61 ng/ml.

Posteriormente, se rellenaron 20 ml del portador F1024-1-3-Sepharose 4B preparado en el ejemplo 9-(1) en una
columna XK 26/columna 20 (Amersham Biosciences) y entonces se equilibré con D-PBS (pH 7,4) que contenia
Tween 20 al 0,05%. Ademas, se rellenaron 8 ml del portador S68-Sepharose 4FF preparado en el ejemplo 9-(2) en
una columna XK 16/columna 20 (Amersham Biosciences) y asimismo se equilibré con D-PBS (pH 7,4) que contenia
Tween 20 al 0,05%.

A continuacidn, se conectaron estas dos columnas en tAndem de manera que se dispuso la columna con F1024-1-3-
Sepharose 4B en la punta de la columna con S$68-Sepharose 4FF. Entonces, se suministraron 1,3 | del suero
humano normal en el conjunto de columnas conectadas a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se eliminé por
lavado la proteina que no pudo adsorberse sobre la columna con D-PBS (pH 7,4) que contenia Tween 20 al 0,05%.
Después de eso, se separd del conjunto la columna con S68-Sepharose 4FF y se eluyé la proteina adsorbida sobre
la columna con S68-Sepharose 4FF a una velocidad de flujo de 1 ml/min. durante 160 minutos con 10 mM HCI que
contenfa Tween 20 al 0,05%, durante lo cual se recogieron alicuotas de 20 ml en diferentes recipientes,
sucesivamente. A cada uno de los recipientes usados, se le afiadieron previamente 2 ml de bicarbonato de amonio
500 mM, de modo que el pH del eluato pudiera devolverse inmediatamente a pH neutro. Se determind la
concentracion de la proteina soluble en sangre en cada fraccién que iba a detectarse mediante el kit del ejemplo 7-
(1) y entonces se liofilizé la fraccidn que contenia tal proteina tras reunirse.

Se disolvié el polvo liofilizado resultante mediante la adicién de 1 mi de una disolucién de acetato de amonio 150 mM
que contenia Tween 20 al 0,05%, y entonces se filtré a través de un filtro de tamafio de poro de 0,22 um (Mylex
GV13, Millipore), seguido por filtracion en gel con una columna Superdex 75 10/300 GL (Amersham Biosciences). El
tampén de elucién usado era una disolucién de acetato de amonio 150 mM que contenia Tween 20 al 0,05% y
entonces se afadié a la columna dotada con 0,5 ml de la muestra a una velocidad de flujo de 0,8 mi/min. Desde 7 u
8 minutos tras la adicién de la muestra, se recogieron alicuotas de 0,45 ml en 40 recipientes, sucesivamente. Se
llevé a cabo la filtracién en gel dos veces.

Se sometié cada fraccion a la medicion con el kit del ejemplo 7-(1) y un kit de EIA para CD14 disponible
comercialmente (IBL-Hamburg). Como resultado, la proteina soluble en sangre que podia detectarse mediante el kit
del ejemplo 7-(1) se encontré en las fracciones 11-13 con un pico en la fraccién 12. Ademas, el pico de la proteina
que se obtuvo de la misma manera que la del ejemplo 9-(4) estaba ubicado en ia posicién de 29 + 5 kDa.
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Posteriormente, se sometieron estas fracciones obtenidas mediante filtracién en gel al analisis de western blot
mostrado en el ejemplo 9-(4). Se identific6 la proteina soluble en sangre que podia detectarse mediante el kit del
ejemplo 7'(1& y entonces determiné el peso molecular de la misma, usando los patrones de doble color Precision
plus protein™ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Como resultado, la concentracién de la proteina aumenté o disminuyé de
acuerdo con los resultados de la medicién con las fracciones sometidas a filtracién en gel con el kit del ejemplo 7-(1).
Para la proteina soluble en sangre que tiene un pico en la fraccién 12, se detect6 una banda de 13 £ 2 kDa en peso
molecular (figura 8).

Se reunid la fraccién anterior y se liofilizé. Se disolvié la preparacién liofilizada resultante mediante la adicién de
100 pl de una disolucién de acetato de amonio 150 mM que contenia Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, usando el
kit del ejemplo 7-(1), se determind la cantidad de la proteina soluble en sangre recogida. Como resultado, se
obtuvieron 19 ug de la proteina soluble en sangre a partir de 1,3 | del suero humano normal.

10-(2) Identificacion de la secuencia de aminoacidos
[1] Electrotransferencia

La proteina soluble en sangre que podia detectarse mediante el kit del ejemplo 7-(1) y liofilizada en el ejemplo 10-(1)
se revelé en un gel de acrilamida mediante SDS-PAGE descrita en el ejemplo 9-(3) y entonces se sometio a
electrotransferencia sobre una membrana de poli(difluoruro de vinilideno) (denominado a continuacién en el presente
documento PVDF). En otras palabras, se puso papel de filtro empapado con una disolucién de metanol al 20%/Tris
25 mM/4cido es-aminocaproico 40 mM sobre un catodo de un sistema de transferencia, que es sistema de
transferencia semiseca con electrodo de platino (Biocraft Ltd.), y entonces se dispusieron sobre el mismo un gel de
acrilamida tras electroforesis y una membrana de PVDF (Clear Blot Membrane P (ATTO Corporation)). Ademads, se
dispusieron papel de filtro empapado con metanol al 20%/Tris 25 mM y papel de filtro empapado con metanol al
20%/0,3 M Tris sobre los mismos en este orden. Finalmente, se puso un electrodo anédico del sistema sobre los
mismos para llevar a cabo una transferencia a una corriente constante de 2 mA/cm? durante una hora.

[2] Deteccitén de la proteina transferida

Se empapé la membrana de PVDF tras la electrotransferencia con una disolucion de azul brillante de Coomassie
G250 al 0,1%/acido acético al 10%/acetonitrilo al 30% durante aproximadamente cinco minutos, seguido por
decoloracion apropiada con una disolucion de 4cido acético al 10%/acetonitrilo al 30% para detectar la proteina de
interés.

[3] Andlisis de la secuencia de aminoédcidos

Se corté la banda de proteina de 13 + 2 kDa en peso molecular que se detectd sobre la membrana de PVDF, de la
membrana con un cortador limpio y entonces se transfirid a un tubo de microcentrifugacion de 1,7 ml. Se lavé el
fragmento de membrana de PVDF tres veces con una disolucién de acido trifluoroacético al 0,1%/metanol al 50% y
adicionalmente con metanol, seguido por el secado completo del fragmento. Se analizé la secuencia de aminoacidos
usando un secuenciador de proteinas, Procise 494 cLC (Applied Biosciences JAPAN, Ltd.). Se monté el fragmento
de membrana de PCDV tras lavado en el secuenciador de proteinas y se fijé entonces un ciclo analitico requerido
para llevar a cabo el andlisis. Como resultado, como secuencia principal, se confirmé un péptido que tenia una
secuencia de aminoécidos de Thr Thr Pro Glu Pro Xaa Glu Leu Asp Asp Glu en el extremo N-terminal.

A propdsito, Xaa puede ser Cys, Asn, Ser, Thr, o cualquiera de otros aminoacidos modificados basandose en los
rasgos del secuenciador de proteinas. Sin embargo, considerando que la proteina analizada es una proteina
derivada de CD14, puede ser Cys. Ademas, el andlisis de aminodcidos con el método de alquilacién reductora
puede relevar que Xaa es Cys.

A partir de esos resultados, la fraccién en la que se extrajo la banda de 13 + 2 kDa en peso molecular de SDS-PAGE
al 12,5% en condiciones no reductoras tras la filtracién en gel, tiene un buen grado de pureza. Por tanto, se
encuentra que la proteina soluble en sangre que va a detectarse mediante el kit del ejemplo 7-(1) estaba purificada.

Ademas, se encontrd que la proteina soluble en sangre detectada mediante el kit del ejemplo 7-(1) era una proteina
novedosa que tiene una secuencia de aminoacidos de Thr Thr Pro Glu Pro Cys Glu Leu Asp Asp Glu desde el
primer residuo de CD14 en el extremo N-terminal y un peso molecular de 13 £ 2 kDa determinado mediante SDS-
PAGE en condiciones no reductoras. Ademas, como la proteina soluble en sangre puede detectarse mediante el kit
del ejemplo 7-(1), se reconoce que la proteina se unira especificamente al anticuerpo preparado usando un péptido
que consiste en 16 residuos de amino4cido descritos en SEQ ID NO: 2 como antigeno.

A partir de los resultados de los ejemplos 9 y 10, se revela que la proteina soluble en sangre detectada mediante el
kit del ejemplo 7-(1) y confirmada en el suero de un paciente que presenta septicemia también puede encontrarse en
el suero humano normal. Ademas, la proteina se recogeria a una mayor tasa en el suero de un paciente que
presenta septicemia.

Ademas, aunque se usé un sistema de ensayo de tipo sandwich usando MEM-18 (Monosan) como anticuerpo
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inmovilizado y 3C10 marcado como anticuerpo marcado en vez del kit IBL usado en los ejemplos 8-10, se obtuvieron
los mismos resultados que los obtenidos mediante el kit IBL.

Se llevé a cabo el marcaje segun la descripcion en el ejemplo 3-(3) y se preparé el sistema de ensayo de tipo
sandwich segun el ejemplo 7-(1).

(Ejemplo 11) Medicién en pacientes que presentaban diversas clases de enfermedades

Se usaron 10 ejemplos a partir de los que se identificaron aislados (tabla 5) como los sueros de pacientes que
presentaban septicemia. Ademas, se llevé a cabo el ensayo usando el kit de ensayo descrito en el ejemplo 7-(1) con
52 ejemplos de donantes normales (hombres, 31 ejemplos y mujeres, 21 ejemplos), y pacientes que presentaban
diversas clases de enfermedades (20 enfermedades, 60 ejemplos).

Tabla 5
Numero Sexo Edad Bacterias
1 Hombre 41 Bacterias negativas para coagulasa
2 Mujer 44 Bacterias negativas para coagulasa
3 Mujer 61 Bacterias Faecium
4 Hombre 52 Bacterias Serratia
5 Hombre 37 Escherichia coli
6 Mujer 67 Escherichia coli
7 Hombre 70 Staphylococcus aureus
8 Hombre 51 Pantoea agglomerans
9 Mujer 81 Escherichia coli
10 Hombre 77 Escherichia coli

El nivel de proteina soluble en suero de un donante normal tal como se detecta mediante el kit del ejemplo 7-(1)
estaba en el intervalo de 0,008 a 0,100 pg/ml y el promedio del mismo era de 0,04 pg/ml. En el caso de un paciente
que presentaba septicemia, el nivel de la proteina soluble estaba en el intervalo de 0,190 a 7,260 pug/ml y el
promedio del mismo era de 2,0 ug/ml. El nivel de la proteina soluble del paciente que presentaba septicemia era
mayor gue los de los donantes normales y pacientes que presentaban otras clases diversas de enfermedades. Entre
los pacientes que presentaban otras clases diversas de enfermedades, no hubo ningin paciente que mostrase un
alto nivel, en comparacién con el del donante normal.

(Ejemplo 12) Comparacion con kit de ELISA disponible comercialmente para proteina CD14 soluble en sangre
12-(1) Ensayo de proteina CD14 soluble en sangre de pacientes que presentaban diversas clases de enfermedades

Se sometieron a prueba las muestras del ejemplo 11 usando el kit de ELISA para CD14 disponible comercialmente
(IBL-Hamburg). El nivel de proteina CD14 soluble en suero de un donante normal estaba en el intervalo de 5,6 a
11,2 ug/ml pero se observé un ejemplo de un alto nivel en el caso de un paciente que presentaba septicemia. Sin
embargo, se encontraron muchos casos que mostraban altos niveles de proteina CD14 soluble en sueros de
pacientes que presentaban diversas clases de enfermedad, de modo que no hubo diferencia con respecto a los
pacientes que presentaban septicemia.

12-(2) Comparacion con el kit que usa anticuerpo contra S68

Se realizaron la comparacion con y la investigacion de los niveles medidos de la proteina soluble determinada en el
ejemplo 11. Tal como se muestra en la tabla 6, el kit de EIA para CD14 disponible comercialmente mostré una
diferencia de casi 1,7 veces como maximo entre los donantes normales, los pacientes de diversas enfermedades y
los pacientes con septicemia, mientras que el kit de ensayo del ejemplo 7-(1) mostré una diferencia de 50 veces
entre los donantes normales y los pacientes con septicemia a pesar de no haber diferencia entre los donantes
normales y los pacientes de diversas enfermedades. Por tanto, el resultado mostré claramente que el nivel medido
mediante el kit de ensayo del ejemplo 7-(1) aumenta especificamente en la septicemia.

Tabla 6
Nivel de CD14 en sangre (ug/ml)
Diversas Razén
Normal clases de Septicemia | septicemia/normal
enfermedades

Kit de ensayo del

ejemplo 7-(1) 0,04 0,06 2,0 50,0
EIA para CD14

disponible 7,6 9,0 13,2 1,7
comercialmente
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Se proporcion6 el nivel promedio + 3 D.E. de los donantes normales sometidos a prueba como nivel de punto de
corte (kit de medicién del ejemplo 7-(1): 0,134 ug/ml, EIA para CD14 disponible comercialmente: 11,14 pg/ml) y
entonces se dividieron los analisis en muestras positivas (septicemia) y muestras negativas (normal + diversas
enfermedades). Se mostraron los resultados en la tabla 7. Segun los resultados, se calcularon una tasa de identidad
entre ambos kits ((el nimero de identidad para EIA positivo + el nimero de identidad para EIA negativo) / total x
100), sensibilidad (el nimero de identidad para EIA positivo / muestras positivas x 100), y especificidad (el nimero
de identidad para EIA negativo / muestras negativas x 100). Como resultado, tal como se muestra en ia tabla 8, en el
caso del kit del ejemplo 7-(1), la tasa de identidad era del 94,3%, la sensibilidad era del 100,0% y la especificidad era
del 93,8%. Por tanto, se encontr6 que el kit del ejemplo 7-(1) podia ser util en diagnéstico diferencial en septicemia
mediante la definicién del nivel de punto de corte. Por otra parte, en el caso del EIA para CD14 disponible
comercialmente, no hubo sensibilidad y especificidad que fuesen especificas para permitir el diagndstico de
septicemia.

Tabla 7
Clasificacion Muestra Muestra negativa Total
positiva
Enfermedad Septicemia Normal Diversas clases
de enfermedades
Kit de ensayo del 10 51 54 115
ejemplo 9-(1)
EIA para CD14 6 51 45 102
disponible
comercialmente
Total 0 52 60 122
Tabla 8
Kit de ensayo del EIA para CD14 disponible
ejemplo 7-(1) comercialmente
Tasa de identidad (%) 94,3% 83,6%
Sensibilidad (%) 100,0% 60,0%
Especificidad (%) 93,8% 85,7%

(Ejemplo 13) Preparacién de fragmento de CD14 soluble recombinante

Se prepard este fragmento para expresar la proteina soluble en sangre purificada en el ejemplo 10 (también puede
denominarse a continuacion en el presente documento subtipo de CD14 soluble, o abreviarse como sCD14-ST de
bajo peso molecular) como proteina recombinante.

13-(1) Construccion de plasmido para expresién de producto modificado de CD14 con extremo C-terminal
delecionado

Para preparar un fragmento de CD14 soluble recombinante (también puede denominarse a continuacién en el
presente documento subtipo de CD14 soluble recombinante o abreviarse como rsCD14-ST), se construyé un
plasmido que produce CD14 con extremo C-terminal delecionado.

Plasmidos de expresion que son pCAG65, pCAG70, pCAG75, pCAG80, pCAG85, pCAGY0, pCAGI5, pCAG100,
pCAG105 y pCAG110, que expresan cada uno en células de mamifero moléculas de CD14 humana (SEQ ID NO: 3)
incluyendo:

1) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicién 66 hasta el extremo C-terminal (se
describira a continuacién en el presente documento como CD14 (1-65), y lo mismo puede decirse a continuacién en
el presente documento);

2) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicién 71 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-70));

3) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicion 76 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-75));

4) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicién 81 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-80));

5) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posiciéon 86 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-85));

6) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicién 91 hasta el extremo C-terminal
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(CD14 (1-90));

7) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicion 96 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-95));

8) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicién 101 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-100));

9) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicion 106 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-105)); y

10) una molécula en la que se deleciona una parte de desde la posicién 111 hasta el extremo C-terminal
(CD14 (1-110)) se construyeron usando el método descrito a continuacion.

Se disefaron los siguientes cebadores: un cebador sentido 1 (5'-TTT CCT ACA GCT CCT GGG-3’) (SEQ ID NO: 11)
y un cebador antisentido 1 (5’-GG GGT ACC TTA GTC AGC ATA CTG CCG CGG GTC-3) (SEQ ID NO: 12); un
cebador antisentido 2 (5’-GG GGT ACC TTA GAG AGC CTT GAC CGT GTC AGC-3’) (SEQ ID NO: 13); un cebador
antisentido 3 (5'-GG GGT ACC TTA GAG CCG CCG CAC GCG GAG AGC-3) (SEQ ID NO: 14); un cebador
antisentido 4 (5'-GG GGT ACC TTA TGC GGC TCC CAC TGT GAG CCG-3) (SEQ ID NO: 15); un cebador
antisentido 5 (5'-GG GGT ACC TTA CTG AGC AGG AAC CTG TGC GGC-3') (SEQ ID NO: 16); un cebador
antisentido 6 (5'-GG GGT ACC TTA GGC GCC TAC CAG TAG CTG AGC-3') (SEQ ID NO: 17); un cebador
antisentido 7 (5-GG GGT ACC TTA CGC TAG CAC ACG CAG GGC GCC-3’) (SEQ ID NO: 18); un cebador
antisentido 8 (5-GG GGT ACC TTA CTT GAG GCG GGA GTA CGC TAG-3) (SEQ ID NO: 19); un cebador
antisentido 9 (5’-GG GGT ACC TTA CTC GAG CGT CAG TTC CTT GAG-3) (SEQ ID NO: 20); y un cebador
antisentido 10 (5'-GG GGT ACC TTA GGT TAT CTT TAG GTC CTC GAG-3) (SEQ ID NO: 21). A continuacién, se
llevé a cabo PCR usando pCAG356 como molde y un conjunto de cebadores: un cebador sentido 1 y un cebador
antisentido 1; un cebador sentido 1 y un cebador antisentido 2; un cebador sentido 1 y un cebador antisentido 3; un
cebador sentido 1 y un cebador antisentido 4; un cebador sentido 1 y un cebador antisentido 5; un cebador sentido 1
y un cebador antisentido 6; un cebador sentido 1 y un cebador antisentido 7; un cebador sentido 1 y un cebador
antisentido 8; un cebador sentido 1 y un cebador antisentido 9; y un cebador sentido 1 y un cebador antisentido 10
respectivamente. Se fijé la condicién de reacciéon de PCR para calentar a 90°C durante 2 minutos, seguido por la
repeticién 30 veces de un ciclo de (i) calentamiento a 98°C durante 10 segundos, (ii) calentamiento a 50°C durante
30 segundos, v (jii) calentamiento a 72°C durante 1 minuto, para obtener de ese modo un producto. Se digirieron
doblemente los productos resultantes usando las enzimas de restriccién EcoRl y Kpnl para recoger cada fragmento
de 0,4 kb a 0,5 kb. Se ligaron esos fragmentos a un fragmento de aproximadamente 4,8 kb obtenido mediante
escisién de pCAG356 con las enzimas de restriccion EcoRl y Kpnl, seguido por transformacién de E. coli JM109
segun el método convencional para obtener cada uno de los pldsmidos de expresion. Se observa que pCAG356 es
un plasmido obtenido mediante la insercién de un gen CD14 derivado de un plasmido pUCH14 P-4 descrito en el
documento W098/39438 en pCGAAS (GENE, vol.15 pags. 269-277 (1989)).

13-(2) Construccion de plasmido de expresion de CD14 que tiene secuencia de escisién de proteasa insertada en el
mismo

La cantidad de rsCD14-ST producida mediante el método de produccién usando el plasmido descrito en el ejemplo
13-(1) era muy pequefia. Por tanto, se consideré que el fragmento expresado en el método de produccién de
rsCD14-ST usando el plasmido descrito en el ejemplo 1-(1) no podia usarse como material de referencia que ha de
purificarse para obtener un producto puro. Por tanto, se selecciond un método que implicaba las etapas de insertar
una secuencia de escisién de una proteasa que escinde especificamente en la posicion 64 de CD14 que tiene 356
residuos de aminoacido de longitud en el plasmido, escindir especificamente la secuencia mediante una proteasa
tras la expresién de la CD14 de longitud completa, aislar una parte en las posiciones 1-64 de SEQ ID NO: 3 de la
parte restante y purificar para preparar rsCD14-ST. Se usaron dos secuencias de escision que incluian una
secuencia de reconocimiento de la proteasa PreScission y una secuencia de reconocimiento de trombina para la
proteasa.

13-(2)-1 Construccién de plasmido de expresion de rsCD14-ST (PSP64/356)

Se construyé un plasmido para la expresién de rsCD14 (también denominado a continuacion en el presente
documento rsCD14-ST (PSP64/356)) que tiene una secuencia de reconocimiento de la proteasa PreScission (8
residuos amino: LEVLFQGP, cada uno representado por una lnica letra) insertada entre los aminoacidos de Ala en
la posicién 64 y Asp en la posicion 65 de CD14 humana descrita en SEQ ID NO: 3, mediante el método descrito a
continuacién. Se disefiaron y sintetizaron un cebador sentido 1 (5°-TTT CCT ACA GCT CCT GGG-3'), un cebador
sentido 2 (5'-GCT CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC GAC ACG GTC AAG GCT CTC CGC GTG CGG-3)
(SEQ ID NO: 22), un cebador antisentido 11 (5’-GTC GGG CCC CTG GAA CAG AAC TTC CAG AGC ATA CTG
CCG CGG GTC GGC GTC CGC-3) (SEQ ID NO: 23) y un cebador antisentido 12 (5’-TCT CCA TTC CTG TGT TGC
GC-3') (SEQ ID NO: 24), respectivamente. Se usé un plasmido pCAG356 en el que se inserté una secuencia génica
estructural de CD14 humana soluble descrita en SEQ ID NO: 3, como molde para llevar a cabo PCR usando A: el
cebador sentido 1 y el cebador antisentido 11 y B: el cebador sentido 2 y el cebador antisentido 12. Las condiciones
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de reaccién de PCR fueron: para A, calentamiento a 90°C durante 2 min., seguido por la repeticién 30 veces de un
ciclo de (i) 98°C durante 10 s, (ii) 50°C durante 30 s vy (iii) 72°C durante 1 min.; y para B, calentamiento a 90°C
durante 2 min., seguido por la repeticién 30 veces de un ciclo de (i) 98°C durante 10 s, (ii) 46°C durante 30 s vy (iii)
72°C durante 1 min. Se recogieron los productos amplificados por PCR resultantes A: aproximadamente 0,5 kb y B:
aproximadamente 0,5 kb. Posteriormente, se llevaron a cabo reacciones de PCR usando estas dos mezclas como
moldes y el cebador sentido 1 y el cebador antisentido 12, respectivamente. Se usaron las mismas condiciones de
reaccion de PCR que las de A anteriormente. Se recogié el producto amplificado por PCR resultante de
aproximadamente 0,9 kb y entonces se escindié mediante las enzimas de restriccion EcoRl y Xhol. Se ligé el
fragmento obtenido a un fragmento de aproximadamente 5,2 kb obtenido mediante la escisién de pCAG356 con las
enzimas de restricciéon EcoRl y Xhol, seguido por transformacién de E. coli JM109 mediante el método convencional.
El plasmido obtenido se denominé pCAG356 (PSP64/356). Ademas, se digiri6 pCAG356 con las enzimas de
restriccion EcoRIl y Kpnl y se recogié un fragmento de aproximadamente 1,3 kb. Este fragmento se ligé a un
fragmento de aproximadamente 4,4 kb obtenido mediante la digestién del vector de expresién en células de
mamifero pTK-2043 que tiene el promotor de EF-1 a humano con EcoRl y Kpnl, seguido por transformacién de E.
coli JIM109 mediante el método convencional. Por consiguiente, se obtuvo pTK356 (PSP64/356).

13-(2)-2 Construccion del plasmido de expresion de rsCD14-ST (25T64/356)

Se construyé un pldsmido para la expresion de rsCD14 (también denominado a continuacién en el presente
documento rsCD14-ST (2S5T64/356) que tiene una secuencia de reconocimiento de trombina (6 residuos amino:
LVPRGS) insertada entre los aminoacidos de Ala en la posicién 64 y Asp en la posicién 65 en CD14 humana
descrita en SEQ [ID NO: 3, mediante el método descrito a continuacién. Se disefiaron y sintetizaron un cebador
sentido 3 (5'CTG GTT CCG CGT GGT TCC GAC ACG GTC AAG-3’) (SEQ ID NO: 25), un cebador antisentido 13
(5'-GAA CCA CGC GGA ACC AGA GCA TAC TGC CGC-3’) (SEQ ID NO: 26) y un cebador antisentido 14 (5’-CGG
GAT CCT CAA TGA TGA TGA TGA TGA TGG-3') (SEQ ID NO: 27), respectivamente. Se usé un plasmido
pCAG356-His que tiene una secuencia génica estructural de una molécula en la que se afiadié una etiqueta de His
(His X 6) al extremo C-terminal de una CD14 humana soluble de un plasmido pCAG356, como molde para llevar a
cabo PCR usando A: el cebador sentido 1 y el cebador antisentido 13 y B: el cebador sentido 3 y el cebador
antisentido 14. Las condicién de reaccién de PCR fue calentamiento a 96°C durante 2 min., seguido por la repeticién
25 veces de un ciclo de (i) 96°C durante 30 s, (ii) 55°C durante 30 s y (iii) 72°C durante 1 min. Se recogieron los
productos amplificados por PCR resultantes A: aproximadamente 0,5 kb y B: aproximadamente 0,9 kb.
Posteriormente, se llevaron a cabo reacciones de PCR usando las dos mezclas como moide y el cebador sentido 1 y
el cebador antisentido 4, respectivamente. Se usaron las mismas condiciones de reaccién de PCR que las de A
anteriormente. Se recogié el producto amplificado por PCR resultante de aproximadamente 1,4 kb y entonces se
insertd en un vector pT7-Blue (T). Se confirmé la secuencia de nucledtidos, seguido por escision con las enzimas de
restriccion EcoRl y BamHI. Se ligé el fragmento obtenido de aproximadamente 1,3 kb a un fragmento de
aproximadamente 4,4 kb obtenido mediante digestion de pTK-2043 con EcoRl y BamHI, seguido por transformacién
de E. coli JM109 mediante el método convencional. Por consiguiente, se obtuvo pTK356H (TB64).

13-(3) Preparacion de rsCD14-ST
13-(3)-1 Preparacién de rsCD14-ST

Se transfecté cada plasmido descrito en (1) en células COS-1 (ATCC: CRL-1650) usando Fugene 6 (Roche). En
otras palabras, segtn el manual, se mezclaron 1,7 pl/ml de un reactivo de transfeccion con 4 pg/mi del plasmido y se
afhadié la mezcla a un medio de cultivo, seguido por la adicién de células COS-1. Entonces, se incubaron las células
a 37°C. Tras 72 horas, se recogié el sobrenadante de cultivo. Se centrifugé el sobrenadante de cultivo y entonces se
filtré a través de un filtro de 0,22 um.

13-(3)-2 Preparacién de rsCD14

Se llevé a cabo la transfeccién de los plasmidos (pTK356 (PSP64/356) y pTK356H (TB64)) que contienen cada uno
un gen que codifica para la secuencia de rsCD14-ST tal como se describe en (2)-1 y (2)-2, usando Fugene 6
(Roche) para células COS-1. En otras palabras, segtin el manual, se mezclaron 1,7 ul/ml de un reactivo de
transfeccion con 4 ug/mi del plasmido y se afiadié la mezcla a un medio de cultivo, seguido por la adicién de células
COS-1. Entonces, se incubaron las células a 37°C. Tras 72 horas, se recogi6 el sobrenadante de cultivo, mientras
que se suministré un medio nuevo. Se incubaron adicionalmente las células durante 96 horas y también se recogié
el sobrenadante de cultivo. Se centrifugé el sobrenadante de cultivo y entonces se filtr6 a través de un filtro de 0,22
um, seguido por purificacién.

13-(3)-3 Preparacién de rsCD14-ST (2)

A partir de cada sobrenadante de cuitivo producido en el punto (3)-2, se purificaron rsCD14-ST (PSP64/356) y
rsCD14-ST (28T64/356) y entonces se escindieron mediante una proteasa, seguido por purificaciéon de sCD14-ST.

<1> Purificacién de rsCD14-ST (2ST64)

Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos a 4°C a menos que se especifique de otro modo.
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Se vertié un volumen equivalente de una disolucién acuosa de sulfato de niquel 0,1 M en el portador Chelating-
Sepharose FF (Amersham Biosciences). Entonces, se vertieron tres volimenes de aguas destilada en la columna
para eliminar por lavado el niquel sin reaccionar. Por consiguiente, se preparé un portador niquel-Sepharose.

Se aplicaron 1000 ml de sobrenadante de cultivo de COS-1 obtenido en el punto (3)-2 a una columna con niquel-
Sepharose de 40 ml equilibrada con PBS a una velocidad de flujo de 8 ml/min para eliminar por lavado con PBS la
proteina no adsorbida. Posteriormente, se eluyé cualquier proteina no adsorbida especificamente mediante PBS que
contenia imidazol 20 mM y entonces se eluyé la proteina de interés mediante PBS que contenia imidazol 500 mM.
Se dializé el eluato frente a PBS durante la noche.

Se determind la concentracion de proteina en el dializado usando el procedimiento descrito en el ejemplo 15-(3) a
continuacién. Basé&ndose en este resultado, se afadié proteasa trombina (Amersham Biosciences) de modo que se
obtuviese la razén de enzima:sustrato = 1: 50 (U:ug) y entonces se dejé en reposo a 22°C durante la noche, seguido
por que se llevd a cabo la reaccién de escisién con trombina.

Se terminé la reaccion enzimatica mediante la adicién de 1/10 volumenes de una disolucién acuosa de benzamidina
100 mM.

Posteriormente, a la mezcla resultante se le afadieron dos volimenes de un tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) que
contenia urea 8 M. Se vertio la disolucién en una columna con Q-Sepharose HP de 3 ml (Amersham Biosciences)
equilibrada previamente con un tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) que contenia urea 8 M a una velocidad de flujo de
3 mi/min. Se eliminé por lavado la proteina no adsorbida con el mismo tampén y se eluyé entonces la proteina
adsorbida con un gradiente de concentracién lineal de NaCl 0-500 mM (50 minutos). Se recogieron alicuotas de 3 mi
del eluato en diferentes recipientes, secuencialmente. Se determiné el contenido de una fraccién, que correspondia
a rsCD14-ST (también denominado a continuacion en el presente documento rsCD14-ST (2ST64)) obtenido
mediante el corte de la posicion 65 de rCD14-ST (25T64/356) de cada fraccion, mediante el kit descrito en el
ejemplo 7-(3).

Se reunié la fraccién que contenia rsCD14-ST (2ST64) y entonces se dializé durante la noche para una disolucién
acuosa de hidrogenocarbonato de amonio 150 mM, seguido por liofilizacién. Se disolvié la preparacién liofilizada
resultante en PBS que contenia urea 8 M y entonces se suministré a una columna Superdex 75 10/300 GL
(Amersham Biosciences) equilibrada previamente con el mismo tampén a una velocidad de flujo de 0,4 ml/min. Se
llevaron alicuotas de 0,45 pl de la disolucién de columna a 40 recipientes, respectivamente. Se confirmé la pureza
de rsCD14-ST (28T64) en cada fraccion mediante SDS-PAGE y entonces se reunieron. Es decir, se afiadié un
volumen equivalente de Tris-SDS-Seprasol (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.) a cada fraccién y entonces se calenté
a 100°C durante cinco minutos, seguido por la aplicacién de la mezcla a un gel de e-PAGEL al 5-20% (ATTO
Corporation) para llevar a cabo electroforesis usando los procedimientos de Laemmli a 25 mA durante 90 minutos.
Tras la terminacién de la electroforesis, se tifid el gel con el kit de tincién con plata, 2D Silver Stain 1l “Daiichi”
{Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.). Se dializé la preparacién de 2ST64 frente a agua destilada durante la noche para
obtener una preparacién purificada final. Se determiné la concentracién de proteina en la preparacion purificada final
segln el procedimiento descrito en el ejemplo 15-(3) a continuacion. A partir de la operacién descrita anteriormente,
se obtuvieron 452 ug de rsCD14-ST (25T64) a partir del sobrenadante de 1.000 ml del medio de cultivo de células
COS-1. Se confirm§ la pureza de la preparacion purificada asi obtenida usando SDS-PAGE. Tal como se muestra
en la figura 9, se detecté como una Unica banda.

<2> Purificacién de rsCD14-ST (PSP64)
Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos a 4°C a menos que se especifique de otro modo.

Se aplicé el sobrenadante de cultivo de COS-1 obtenido en el punto (3)-2 a la columna con 3C10-Sepharose 4FF
equilibrada previamente con PBS a una velocidad de flujo de 9 mi/min., y entonces se eliminé por lavado la proteina
no adsorbida con PBS, seguido por la elucién de la proteina adsorbida mediante HCI 10 mM. A la fraccién eluida se
la afadieron 1/10 volimenes de bicarbonato de amonio 500 mM, de modo que el pH del eluato pudiera devolverse
inmediatamente a pH neutro. Después de eso, se liofilizé la fraccién eluida. Ademas, se preparé la columna con
3C10-Sepharose 4FF tal como sigue: se dializé el anticuerpo 3C10 a 4°C durante ia noche usando una membrana
de didlisis que tenia un punto de corte de peso molecular de 10 kDa y 2,5 pl de un dializado (es decir, NaHCO3 0,2
M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M). Se sustituyé el dializado por nuevo tres veces. Posteriormente, se afiadié la
columna con Sepharose 4 Fast Flow activada con NHS (Amersham Biosciences) equilibrada previamente con
NaHCO; 0,2 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M a la disolucién de anticuerpo 3C10 dializado para llevar a cabo una
reaccion de acoplamiento a 4°C durante la noche. A continuacion, se afiadié monometanolamina 0,5 M (pH 8,3) que
contenia NaCl 0,5 M al portador para llevar a cabo una reaccién de bloqueo a 4°C durante la noche. Tras la
terminacién de la reaccién de bloqueo, se lavé el portador con acetato de sodio 0,1 M (pH 4,0) que contenia NaCl
0,5 My posteriormente con NaHCO3 0,2 M (pH 8,3) que contenia NaCl 0,5 M.

Se disolvi6 la preparacién liofilizada resultante en un tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7) que contenia EDTA 1 mM y
NaCl 150 mM y entonces se determind la concentracion de proteina en la misma segun el procedimiento descrito en
el ejemplo 15-(3) a continuacién. Después de eso, se afiadié la proteasa PreScission (Amersham Biosciences) de
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modo que se obtuviese la razén de enzima:sustrato = 1:3 (U:ug) y entonces se dejé en reposo a 4°C durante la
noche para llevar a cabo a la reaccién de escisién. Tras la terminacién de la reaccién, a la mezcla resultante se le
anadieron dos volimenes de un tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) que contenia urea 8 M y entonces se aplicé la
mezcla a una columna con Q-Sepharose HP de 2 ml a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Se eliminé por lavado la
proteina no adsorbida con el mismo tampdn y entonces se eluyé mediante un gradiente de concentracion lineal de
NaCl 0-500 mM (100 minutos). Se recogieron alicuotas de 3 ml del eluato en diferentes recipientes,
secuencialmente. Se determiné el contenido de una fraccién, que correspondia a rsCD14-ST (también denominado
a continuacién en el presente documento rsCD14-ST (PSP64)) obtenido mediante corte de rCD14-ST (PSP64/356)
de cada fraccidn en la posicién 65, mediante el kit descrito en el ejempio 7-(3).

Se reuni6 la fraccion que contenia rsCD14-ST (PSP64) y entonces se dializé durante la noche para una disolucién
acuosa de hidrogenocarbonato de amonio 150 mM, seguido por liofilizacién. Se disolvié la preparacion liofilizada
resultante en PBS que contenia urea 8 M y entonces se suministré a una columna Superdex 75 10/300 GL
(Amersham Biosciences) equilibrada previamente con el mismo tampén a una velocidad de flujo de 0,4 ml/min. Se
llevaron alicuotas de 0,45 ml de la disolucién de columna a 40 recipientes, respectivamente. Se confirmé la pureza
de rsCD14-ST (PSP64) en cada fraccion mediante SDS-PAGE mostrada en el punto <1> y entonces se reunid. Se
dializé la preparacién de rsCD14-ST (PSP64) frente a agua destilada durante la noche para obtener una preparacion
purificada final. Se determiné la concentracién de la proteina en la preparacion purificada final segun el
procedimiento descrito en el ejemplo 15-(3) a continuacién. A partir de la operacion descrita anteriormente, se
obtuvieron 368 1ig de PSP64 a partir del sobrenadante de 13.000 mt del medio de cultivo de células COS-1. Se
confirmé la pureza de la preparacion purificada asf obtenida usando SDS-PAGE. Tal como se muestra en la figura 9,
se detecté como una Unica banda.

(Ejemplo 14) Evaluacién de rsCD14-ST
14-(1) Medicién de la concentracién usando el kit del ejemplo 7-(3)

Para confirmar si se producia rsC14-ST en el sobrenadante del medio de cultivo preparado en el ejemplo 13-(3)-1,
se determiné la concentracién de rsCD14-ST en cada sobrenadante de cultivo usando el kit del ejemplo 7-(3).

Se muestran los resultados en la tabla 9. Ademas, se sometié cada sobrenadante de cultivo a un analisis de western
blot mediante el método descrito en el ejemplo 9-(4). Como resultado, no se detecté ninguna banda en absoluto. A
partir de este hecho, se determind que el contenido real de proteina podia ser muy pequefio aunque pudiera
producirse rsCD14-ST y detectarse mediante un kit de deteccion de alta sensibilidad.

Tabla 9
Producto 165 | 170 | 175 | 180 | 18 | 190 | 1-05 | 1-100 | 1-105 | 1-110
delecionado .
Concen-
tracién 195 | 590 | 273 | 100 55 16 | 043 | 021 | o020 | o018
| (ug/mi)

Por ejemplo, el producto delecionado 1-65 representa un fragmento de las posiciones 1 a 65 de SEQ ID NO: 3
(rsCD14 (1-65)).

14-(2) Deteccién de rsCD14-ST mediante western blot

Se confirmaron las reactividades de sCD14-ST preparada en el ejemplo 10-(1) y rsCD14-ST (PSP64) preparada en
el esjemplo 13-(3)-3 frente al anticuerpo F1106-13-3, el anticuerpo F1031-8-3 y el anticuerpo contra S68,
respectivamente. En otras palabras, se llevd a cabo SDS-PAGE usando un gel de SDS-poliacrilamida al 12,5% en
condiciones no reductoras segun los procedimientos de Laemmli. Se afadié un volumen equivalente de Tris-SDS-
Seprasol (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.) a la muestra y entonces se llevé a cabo un tratamiento con SDS a 4°C
durante la noche, seguido por la aplicacién de la mezcla a un gel de e-PAGEL al 12,5% (ATTO Corporation) para
llevar a cabo electroforesis usando el sistema de tampén discontinuo de Laemmli a 40 mA durante 40 minutos.

Se empap¢ papel de filtro cortado previamente para ajustarse al tamafio del gel de SDS-PAGE con una disolucién
de metanol al 5%/Tris 25 mM/4acido e-aminocaproico 40 mM y entonces se puso sobre la placa del catodo del
sistema de transferencia semiseca con electrodo de platino BE320 (Biocraft Ltd.). Posteriormente, se empap¢ el gel
con la misma disolucién y entonces se dispuso sobre el papel de filtro sin producir burbujas de aire en el mismo.
Después de eso, se dispusieron membranas de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer-Medium, Bio-Rad Laboratories,
Inc.), equilibradas previamente en metanol al 5%/Tris 25 mM, sobre el gel sin producir burbujas de aire en el mismo.
Ademas, también se dispuso el papel de filtro empapado previamente con la misma disolucién sobre las mismas sin
producir burbujas de aire en las mismas y finalmente se dispuso papel de filtro empapado con metanol al 5%/Tris
300 mM sobre el mismo sin producir burbujas de aire. Ademas, se puso el electrodo anddico sobre el mismo para
llevar a cabo transferencia a 2 mA/cm® a temperatura ambiente durante dos horas. Tras la terminacién de la
transferencia, se empaparon las membranas de nitrocelulosa con Block-Ace (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.)
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para llevar a cabo una operacién de bloqueo a 37°C durante 80 minutos. Después de eso, se permitié que
reaccionasen las membranas de nitrocelulosa con 6,8 pug/ml de anticuerpo F1106-13-3, 6,8 ug/ml de anticuerpo
F1031-8-3 y 6,8 ug/ml de anticuerpo contra S68 de uno en uno, a 37°C durante 80 minutos y entonces se lavaron
con Tween 20 al 0,05%/PBS, seguido por la reaccién de las membranas de nitrocelulosa que se hicieron reaccionar
con anticuerpo F1106-13-3 y el anticuerpo F1031-8-3 con un conjugado de anticuerpo anti-lgs de raton - HRP
(DAKO) v la reaccion de la membrana de nitrocelulosa que se hizo reaccionar con anticuerpo contra S68 con un
conjugado de anticuerpo anti-lgG de conejo - HRP (DAKO) a 37°C durante una hora, respectivamente. Tras la
terminacién de la reaccion, se lavaron las membranas de nitrocelulosa con Tween 20 al 0,05%/PBS. Tras haberse
eliminado por lavado el conjugado sin reaccionar, se afadieron 4 ml de ECL (Plus) (Amersham Biosciences) y
entonces se hizo reaccionar el conjunto a temperatura ambiente durante cinco minutos, seguido por su colocacién
en Hyperfilm TM ECL (Amersham Biosciences) y su exposicion durante 90 segundos.

Por consiguiente, sCD14-ST y PSP64 mostraron reactividades casi similares frente a tres anticuemos diferentes,
respectivamente.

(Ejemplo 15) Andlisis de las propiedades fisicas de rsCD14-ST

Se analizaron las propiedades fisicas de rsCD14-ST (2ST64) y rsCD14-ST (PSP64) preparados en el ejemplo 13-
(3)-3, respectivamente. Para ambos fragmentos, no hay diferencia entre sus productos finales purificados excepto
por la proteasa usada para la escision y, por tanto, son sustancialmente el mismo material en cuanto a rsCD14-ST.

15-(1) Andlisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal

Se llevd a cabo el andlisis de la secuencia de aminodcidos N-terminal usando el secuenciador de proteinas, Procise
494 cLC (Applied Biosystems Japan Ltd.). Como resultado del andlisis con la preparacion de rsCD14-ST (2ST64)
purificada, se confirmé que la secuencia de aminodcidos (TTPEPCELDDG) (SEQ ID NO: 1) era un componente
principal del primer residuo de CD14. No se confirmé ninguna secuencia de amino4cidos distinta a la de CD14.

15-(2) Espectrometria de masas

Se incubé la preparacién de rsCD14-ST (2S5T64) purificada a 37°C durante cuatro horas en un tampén fosfato de
sodio 20 mM que contenia N-glicosidasa F (Roche Diagnostics K.K.) para eliminar las cadenas de azlicar. Se
desmineralizé el 28764 con las cadenas de azucar eliminadas resultante, con ZipTipC18 (Millipore) y se proporcioné
como muestra para espectrometria de masas. El espectrometro de masas usado fue el Autoflex Il TOF (Bruker
Daltonics Inc.). Se preparé una disoluciéon de matriz disolviendo acido sinapico de modo que estuviese saturado en
trifluoroacetato al 0,1%:acetonitrilo = 2: 1. Se mezclé la muestra para espectrometria de masas con la disolucién de
matriz a una razén de 1:4 y se us6 una alicuota de 1 ul de la misma en la espectrometria de masas. Como resuitado
de la espectrometria de masas, se detecté como pico principal el pico de peso molecular correspondiente al peso
molecular tedrico de 7663,5 de la parte del péptido de rsCD14-ST(2ST64). También teniendo en cuenta los
resultados del andlisis de la secuencia de amino4cidos N-terminal se confirmé que se obtuvo una molécula que tenia
una estructura primaria tal como se designé (molécula que consiste en una secuencia de aminoacidos en las
posiciones 1-64 en CD14).

15-(3) Determinacién de la concentracion de proteina

Se lievé a cabo la medicién de concentracién de proteina usando el kit de ensayo de BRP (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) con una preparacién patrén de BSA (Bio-Rad Laboratories, Inc.) segtin el manual adjunto. En otras palabras, se
afiadieron 1,5 ml de reactivo colorante diluido cinco veces con agua destilada a 30 ul de la muestra diluida hasta
diversas concentraciones con la disolucién patrén de BSA y PBS y entonces se dejo en reposo la mezcla a
temperatura ambiente durante 15 minutos, seguido por la medicién de la absorbancia de la muestra a 595 nm
usando un espectrofotémetro DU-7400 (Beckmann) para determinar la concentracion de proteina en la muestra a
partir de la curva de calibracién de BSA.

15-(4) Estimacién del peso molecular

Para confirmar que rsCD14-ST preparada en el ejemplo 13-(3)-3 y sCD14-ST purificada de pacientes que
presentaban septicemia o donantes normales eran proteinas similares, se compararon sus pesos moleculares
usando western blot.

Se usb la preparacién de sCD14-ST purificada a partir del suero humano normal de manera que se disolvié la
preparacién liofilizada obtenida en el ejemplo 10-(1) en 100 pl de agua destilada.

Mediante western blot usando el anticuerpo F1031-8-3 representado en el ejemplo 14-(2), se llevé a cabo la
comparacién entre pesos moleculares usando los patrones de doble color Precision Plus Protein™ (Bio-Rad
Laboratories, Inc.).

Por consiguiente, tal como se muestra en la figura 10, se detecté sCD14-ST derivada de suero humano a un peso
molecular de 12,9 kDa, se detecté rsCD14-ST (25T64) a 12,6 kDa y se detecté rsCD14-ST (PSP64) a 12,6 kDa.
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15-(5) Comparacién con la actividad especifica de la preparacién patrén de rsCD14(1-307) S286C

Se determind la concentracién de rsCD14-ST(2ST64) preparado en el ejemplo 13-(3)-3 usando el kit del ejemplo 7-
(1) y la preparacién patrén de rsCD14 (1-307) S286C y se calculé en cuanto a un valor de EIA por concentracién de
proteina. En otras palabras, se diluyé rsCD14-ST (2ST64) hasta 100 pg/ml mediante una disolucién de dilucién de
muestra del kit. Ademas, se prepararon 50 y 25 pg/mi de la muestra y entonces se sometieron a la medicién con el
kit. Como resultado, el valor de rsCD14 (1-307) $286C convertido por 1 pg de sCD14-ST (25T64) era de 352 pg, de
modo que se mostré que el presente kit tenia una reactividad extremadamente alta frente a rsCD14-ST (2ST64).

15-(6) Influencia sobre la capacidad de unién a LPS y la produccién de IL-6

Se investigo si rsCD14-ST tenia capacidad de unién a LPS como en la CD14 de longitud completa y el efecto de la
inhibicion de la produccién de |IL-6 descrita en el documento WO01/72993.

15-(6)-1 Actividad inhibidora de rsCD14-ST (PSP64) sobre la produccién de IL-6

Para investigar la actividad inhibidora de sCD14-ST (PSP64) sobre la produccidn de IL-6, se llevé a cabo el siguiente
experimento. Se inocularon células endoteliales vasculares umbilicales humanas HUVEC (Sanko Junyaku, Co., Ltd.)
en una placa de 96 pocillos a una concentracion de 2 x 10* células/pocillo con un medio RPMI1640 (Sigma
Corporation) que contenia el 2% de FBS inactivado y entonces se incubaron bajo el 5% de CO. a 37°C durante la
noche. Al dia siguiente, se preparé un medio RPMI1640 que contenia suero humano al 2% (denominado a
continuacién en el presente documento FBS inactivado al 2%/RPMI) y entonces se preparé una muestra mediante la
dilucién de 2 veces de la concentracién deseada de 3C10 que era rsCD14-ST (PSP64) o el anticuerpo anti-CD14,
con FBS inactivado al 2%/RPMI. Ademas, se diluy6 LPS (E. coli 055: BS, DIFCO) hasta 20 ng/ml con FBS inactivado
al 2%/RPMI. Se deseché el sobrenadante de cultivo de las células HUVEC incubadas durante la noche y entonces
se lavaron dos veces con un medio RPMI1640 que contenia HSA al 0,1% (Sigma). Se afadieron la muestra y el
diluyente de LPS a 50 ul/pocillo, respectivamente. Se incubé la mezcla bajo el 5% de CO: a 37°C durante
aproximadamente 18 horas adicionales. Después de eso, se determind cuantitativamente la cantidad de IL-6 en el
sobrenadante de cultivo usando el kit de deteccién de IL-6 humana (Eli-PAIR hIL-6: Invitrogen). Por consiguiente, se
inhibié casi el 50% de la produccion de IL-6 mediante aproximadamente 0,1 ug/ml de 3C10, mientras que rsCD14-
ST (PSP64) no pudo mostrar actividad inhibidora ni siquiera cuando se afiadié rSCD14-ST (PSP64) hasta 10 pg/ml.

15-(6)-2 Actividad de unién a LPS de rsCD14-ST (PSP64)

Se investigd la presencia de capacidad de unién a LPS en rsCD14-ST (PSP64) usando el kit Endospecy (Seikagaku
Corporation) con referencia a J.B.C., vol. 270, n.° 3 (1995), pags. 1382-1387, “CD14 soluble Truncated at Amino
Acid 152 Binds LPS and Enables Cellular Response to LPS “. Es decir, se diluy6é LPS (E. coli 055: B5, DIFCO) con
PBS(-) que contenia BSA al 0,01% (denominado a continuacién en el presente documento BSA al 0,01%/PBS) para
preparar 0,6 ng/ml de una disolucién de LPS. Ademas, se diluyd rhLBP (R&D Systems) con PBS(-) que contenia
HSA al 0,1% hasta 100 ug/ml y entonces se mezclé con la disolucion de LPS para preparar una disolucion de
LPS/LBP (la concentracion de LPS era de aproximadamente 0,6 ng/ml y la concentracion de LBP era de
aproximadamente 0,3 nM). Posteriormente, se diluyé rsCD14-ST (PSP64) o rsCD14 (1-356) con BSA al 0,01%/PBS
hasta una concentracion deseada y entonces se mezclé con la disolucién de LPS/LBP en cantidades equivalentes.
Tras una reaccién a 37°C durante una hora, se afnadié el lisado de Endospecy C (conjunto Endospecy-ES-24S;
Seikagaku Corporation) y entonces se dejo en reposo el conjunto a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Después de eso, se afiadié acido acético al 25% a la mezcla para terminar la reaccién. Entonces, se determiné la
absorbancia a 405 nm para calcular la concentracion de LPS en la disolucion de reacciéon (denominada a
continuacién en el presente documento una concentracion de LPS libre). Ademas, se formé una curva de calibracién
llevando a cabo la operacién similar a la de la muestra tras sé6lo someter el diluyente de LPS a una reaccién a 37°C
durante una hora. Como resultado, para rCD14 (1-356), una disminucién en la cantidad de LPS libre dependia de la
concentracién de rCD14 (1-356) afiadida y se confirmé entonces la unién entre rCD14 (1-356) y LPS.

Sin embargo, para rsCD14-ST (PSP64), aunque se afadiera hasta 100 nM, la cantidad de LPS libre no se alteraba.
Se encuentra que rsCD14-ST (PSP64) no tiene capacidad de unién a LPS.

(Ejemplo 16) Examen de la preparacién patrén de rsCD14-ST
16-(1) Creacién de la curva patrén basandose en la preparacién patrén de rsCD14-ST

Se cred una curva patrén usando rsCD14-ST(2ST64) preparado en el ejemplo 13-(3)-3. Es decir, se diluyé rsCD14-
ST (28T64) con un diluyente desciito en el ejemplo 7-(12) para preparar una serie de concentracion de 0,06, 0,5,
1,2, 2 y 3 ng/mi, y entonces se llevé a cabo la medicién usando el kit del ejemplo 7-(1). Se usé un diluyente como
blanco. Tal como se muestra en la figura 11, la absorbancia aumenta a medida que aumenta la concentracién. Por
tanto, se confirmé que rsCD14-ST (2ST64) puede usarse como preparacion patrén del kit.

16-(1) Creacién de la curva patrén basandose en la preparacién patrén de rsCD14-ST
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Se midieron sCD14-ST en el suero humano normal y sCD14-ST en el suero que contenia EDTA usando el kit
preparado en el ejemplo 7-(3). En el suero que contenia EDTA, la concentracion de sCD14-ST era
aproximadamente el doble de alta que en el suero. Esto es debido a que EDTA puede afectar al sistema de ensayo.
Por tanto, cuando se afiadié EDTA al diluyente de modo que tuviera una concentracién de 0,2 mg/mi, aumenté el
valor de medicién del suero, dando como resultado que no hubiera diferencia con respecto al suero que contenia
EDTA. Sin embargo, se observéd una disminucién en la reactividad para una curva patrén creada usando una
preparacion patrén de rsCD14 (1-307) S286C. Se encuentra que la presencia o ausencia de EDTA afecta al valor de
lectura. Por otra parte, cuando se usa rsCD14-ST como preparacién patrén, la adiciéon de EDTA no afecta a la curva
patrén. Por consiguiente, se determiné que rsCD14-ST es mas preferible para la preparacion patrén.

(Ejemplo 17) Preparacion de anticuerpo usando rsCD14-ST
17-(1) Preparacién de anticuerpo policlonal especifico contra rsCD14-ST

Para preparar el anticuerpo policlonal contra rsCD14-ST(PSP64) preparado en el ejemplo 13-(3)-3, se inmunizé un
conejo. Es decir, se diluyeron 20 ug de rsCD14-ST(PSP64) con 500 ul de solucidn salina fisiolégica y entonces
mezclé con 500 ul de adyuvante completo de Freund (DIFCO) en cantidades equivalentes, seguido por la
administracién subcutdnea de la mezcla en el dorso de conejo hembra blanco de Nueva Zelanda (Kitayama Labes)
que pesaba de 2,0 a 2,4 kg. Tras 2 semanas, se diluyeron 20 ug de rsCD14-ST (PSP64) con 500 ul de solucién
salina fisiolégica y se mezclé la disolucién con 500 ul de adyuvante incompleto de Freund (DIFCO) en cantidades
equivalentes, seguido por la administracion subcutanea de la mezcla en el dorso. Tras dos semanas adicionales, se
administraron 20 ug de rsCD14-ST (PSP64) de la misma manera. Tras una semana desde la administracion, se
recogié sangre de la vena de la oreja y entonces se aislé antisuero de la sangre mediante el método convencional,
seguido por la purificacién del anticuerpo. Al principio, se afadié sulfato de amonio al antisuero de manera que la
concentracion saturada final de sulfato de amonio alcanzase el 33% y entonces se agité a 4°C durante una hora,
seguido por centrifugacién de un sedimento precipitado. Posteriormente, se disolvi6 el precipitado en un PBS de
Dulbecco (denominado a continuacién en el presente documento PBS (pH 7,4)) y entonces se dializé durante la
noche. Se filtr6 el dializado y entonces se aplicé a una columna con proteina A (Procep-A, Millipore). Se eluyé la
fraccién de IgG acoplada en la misma con un tampén clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 3,0), dando como resuitado
anticuerpo purificado. Entonces, se dializ6 el anticuerpo frente a PBS (pH 7,4) y entonces se calculd la
concentracién de proteina a partir de la absorbancia a 280 nm (coeficiente de absorcién: 0,714 mg/ml). A
continuacién en el presente documento, el anticuerpo resultante se denominara anticuerpo policlonal anti-PSP64 o
anticuerpo anti-PSP64.

17-(2) Preparacion de anticuerpo monoclonal especifico contra sCD14-ST

Para potenciar la antigenicidad, se afiadié dinitrofluorobenceno (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a rsCD14-ST
(PSP64) preparado en el ejemplo 13-(3)-3 de modo que tuviera una concentracién final del 0,1% y entonces se
incubé el conjunto a temperatura ambiente durante una hora, seguido por didlisis con PBS (pH 7,4), dando como
resultado antigeno que va a administrarse (también denominado a continuacién en el presente documento antigeno
DNP-PSP64). Entonces, se disolvieron 30 ug del antigeno DNP-PSP64 en 100 pl de solucién salina fisiolégica y
entonces se mezclé la disolucién con una cantidad igual de adyuvante completo de Freund (DIFCO), seguido por la
administracién de 100 pl de antigeno a la planta de la almohadilla de cada pata trasera de una rata Wistar hembra
de 8 semanas. Tras dos semanas, se extirpé el ganglio linfatico iliaco y entonces se llevd a cabo fusién celular. Se
llevé a cabo la fusién celular segiin Tamie Ando y Takeshi Chiba: “Introduction to Monoclonal Antibody Experimental
Manipulation”, pagina 83, 1991 (Kodansha Ltd.). En otras palabras, se separaron los linfocitos del ganglio linfatico
usando un separador celular (Falcon) y se mezclaron con células de mieloma (Sp2/0-Ag14) a una razén de 5:1,
seguido por fusién celular usando polietilenglicol. Se suspendieron las células fusionadas en un medio HAT y se
seleccionaron los hibridomas, seguido por cribado de los hibridomas que producian el anticuerpo diana.

Se realiz6 el cribado mediante un método de ELISA en el que se inmovilizé rsCD14-ST(PSP64) directamente sobre
una placa. Es decir, se afiadieron 50 pl de rsCD14-ST(PSP64) diluido con tampoén fosfato 0,1 M (pH 7,4) a 2,5 ug/ml
a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC) y se dej6 en reposo a 4°C durante la noche. Después de eso,
se lavd la placa con agua sometida a intercambio i6nico cinco veces y entonces se afadieron a cada pocillo 100 pl
de PBS (pH 7,4) que contenia StabilGuard al 2% (SurModics, Inc.), seguido por dejar la placa en reposo durante 1
hora a temperatura ambiente para efectuar el bloqueo. Entonces, se afiadié a cada pocillo el sobrenadante de cultivo
tomado como muestra de los hibridomas seleccionados y se permitié que reaccionase a 37°C durante 1 hora.
Después de eso, se lavé la placa tres veces con solucién salina fisiolégica que contenia Tween 20 al 0,05%.
Posteriormente, se afiadieron a cada pocillo 50 ul de una disolucion obtenida mediante dilucién de anticuerpo anti-
inmunoglobulina de rata marcado con peroxidasa (DAKO) 1.000 veces con PBS (pH 7,4) que contenia suero de
conejo al 10%. Tras una reacciéon a 37°C durante 1 hora, se lavé la placa cinco veces de la misma manera que
anteriormente y se afiadié a cada pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se terminé la reaccién con una disolucién de acido sulftrico 0,5 My se
determind una absorbancia a 450 nm usando un espectrofotometro de placa (Muitiscan JX, Thermo Electron
Corporation). Como resultado, se seleccioné un pocillo que contenia hibridoma que puede producir un anticuerpo
que se une a proteina 25T64. A continuacién, a partir del pocillo seleccionado, se realizé clonacién mediante un
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método de dilucién limitante segiin Tamie Ando y Takeshi Chiba:"Introduction to Monoclonal Antibody Experimental
Manipulation”, pagina 97, 1991 (Kodansha Ltd.). Tras 10 dias, asimismo, se realizé un cribado usando como indice
la reactividad con proteina 2ST64 y se seleccionaron 6 clases de hibridomas. Se cultivaron los hibridomas
seleccionados en a FCS al 10%/medio RPMI-1640 (Sigma) y entonces se cultivaron en medio de hibridoma-SFM
(Invitrogen) para producir un anticuerpo. Se purificé el anticuerpo usando una columna con proteina G (columna
Prosep-G, Millipore). Se determinaron los subtipos del anticuerpo F1237-3-4 y el anticuerpo F1237-4-4 purificados
usando un kit de tipificacién de rata (ZYMED) y como resultado estos subtipos eran rata IgG2a-x y 19G2b-« de rata.

17-(3) Preparacién de anticuerpo policlonal anti-rsCD14-ST especifico contra rsCD14-ST sin unién a CD14 de alto
peso molecular

Para preparar anticuerpo policlonal que se une especificamente a sCD14-ST que se encuentra en pacientes que
presentan septicemia pero no a CD14 de alto peso molecular, se inmuniza un conejo con rCD14-ST (PSP64)
preparado en el ejemplo 13-(3)-3. Es decir, se diluyen 20 ug de rsCD14-ST(PSP64) con 500 pl de solucién salina
fisiolégica y entonces se mezcla con 500 pl de adyuvante completo de Freund (DIFCO) en cantidades equivalentes,
seguido por la administraciéon subcutanea de la mezcla en el dorso de conejo hembra blanco de Nueva Zelanda
(Kitayama Labes) que pesa de 2,0 a 2,4 kg. Tras 2 semanas, se diluyen 20 pg de rsCD14-ST (PSP64) con 500 ul de
solucién salina fisiolgica y se mezcla la disolucién con 500 pl de adyuvante incompleto de Freund (D!FCO) en
cantidades equivalentes, seguido por la administracién subcutanea de la mezcla en el dorso.

Tras dos semanas adicionales, se administran 20 ug de rsCD14-ST (PSP64) de la misma manera. Tras una semana
desde la administracién, se recoge sangre de la vena de la oreja y se aisla entonces antisuero de la sangre
mediante el método convencional, seguido por la purificacion del anticuerpo.

Al principio, se afiade sulfato de amonio al antisuero de manera que la concentracién saturada final de sulfato de
amonio alcanzase el 33% y entonces se agita a 4°C durante una hora, seguido por la centrifugacion de un sedimento
precipitado.

Posteriormente, se disuelve el precipitado en un PBS de Dulbecco (denominado a continuacién en el presente
documento PBS (pH 7,4)) y entonces se dializa durante la noche. Se filtra el dializado y entonces se aplica a una
columna con proteina A (Procep-A, Millipore). Se eluye la fraccién de IgG acoplada a la misma con un tampén
clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 3,0), dando como resultado anticuerpo purificado. Tras didlisis con PBS (pH 7,4), se
calcula la concentracion de proteina a partir de la absorbancia a 280 nm (coeficiente de absorcién: 0,714 mg/ml). El
anticuerpo policlonal anti-PSP64 purificado resultante se purifica especificamente usando una resina acoplada con
CD14 de alto peso molecular preparada en el ejemplo 22 o con rsCD14(1-356) preparado en el ejemplo 6 para
obtener anticuerpo que puede unirse sélo a rsCD14-ST. Es decir, segin el manual, se acoplan 5 mg de CD14 de
alto peso molecular o rsCD14 (1-356) con columna de HP activada con NHS HiTrap (Amersham Biosciences) para
preparar una columna de afinidad para purificacién especifica.

A continuacién, se aplica el anticuerpo purificado mediante la columna con proteina A a la columna de afinidad para
purificacién especifica, mientras que se recoge el anticuerpo que no puede unirse a CD14 de alto peso molecular o
rsCD14 (1-356). Se condensa el anticuerpo resultante. Tras didlisis con PBS (pH 7,4), se calcula la concentracién de
proteina a partir de la absorbancia a 280 nm (coeficiente de absorcién: 0,714 mg/mi).

17-(4) Preparacion de anticuerpo monoclonal anti-rsCD14-ST especifico contra rsCD14-ST, que no se une a CD14
de alto peso molecular

Para potenciar la antigenicidad, se afiade dinitrofluorobenceno (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a rsCD14-ST
(PSP64) preparado en el ejemplo 13-(3)-3 de modo que tenga una concentracién final del 0,1% y entonces se
incuba el conjunto a temperatura ambiente durante una hora, seguido por didlisis con PBS (pH 7,4), dando como
resultado antfgeno que va a administrarse (también denominado a continuacién en el presente documento antigeno
DNP-PSP64). Entonces, se disuelven 30 ug del antigeno DNP-PSP64 en 100 pl de solucién salina fisiolégica y
entonces se mezcla la disolucién con una cantidad igual de adyuvante completo de Freund (DIFCO), seguido por la
administracién de 100 ul de antigeno a la planta de la almohadilla de cada pata trasera de un ratén ddY o una rata
Wistar hembra de 8 semanas. Tras dos semanas, se extirpa el ganglio linfatico iliaco y entonces se lleva a cabo
fusion celular. Se lleva a cabo la fusién celular segiin Tamie Ando y Takeshi Chiba:"Introduction to Monoclonal
Antibody Experimental Manipulation”, pagina 83, 1991 (Kodansha Ltd.). En otras palabras, se separan los linfocitos
del ganglio linfatico usando un separador celular (Falcon) y se mezclan con células de mieloma (Sp2/0-Ag14) a una
razén de 5:1, seguido por fusion celular usando polietilenglicol. Se suspenden las células fusionadas en un medio
HAT y se seleccionan hibridomas, seguido por cribado de hibridomas que producen el anticuerpo diana.

Se realiza el cribado mediante un método de ELISA en el que se inmoviliza rsCD14-ST(PSP64), CD14 de alto peso
molecular o rsCD14(1-356) directamente sobre una placa. Es decir, se afiaden 50 pl de rsCD14-ST(PSP64), CD14
de alto peso molecular o rsCD14 (1-356) diluido con PBS (pH 7,4) hasta 2,5 pg/ml a:cada pocillo de una
inmunoplaca (Maxisorb, NUNC) y se deja en reposo a 4°C durante la noche. Después de eso, se lava la placa con
agua sometida a intercambio i6nico cinco veces y entonces se afiaden a cada pocillo 100 pl de PBS (pH 7,4) que
contiene StabilGuard al 2% (SurModics, Inc.), seguido por dejar la placa en reposo durante 1 hora a temperatura
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ambiente para efectuar el bloqueo. Entonces, se afiade a cada pocillo el sobrenadante de cultivo tomado como
muestra de los hibridomas seleccionados y se permite que reaccione a 37°C durante 1 hora. Después de eso, se
lava la placa tres veces con solucién salina fisiolégica que contiene Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, se afiaden
a cada pocillo 50 pl de una disoluciéon obtenida mediante dilucién de anticuerpo anti-inmunoglobulina de rata
marcado con peroxidasa (DAKO) o anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratén marcado con peroxidasa (DAKO) 1.000
veces con PBS (pH 7,4) que contiene suero de conejo al 10%. Tras una reaccién a 37°C durante 1 hora, se lava la
placa cinco veces de la misma manera que anteriormente y se afiade a cada pocillo una disolucién de
tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 10 minutos a temperatura ambiente, se termina la
reaccién con una disolucién de Aacido sulfurico 0,5 M y se determina una absorbancia a 450 nm usando un
espectrofotémetro de placa (Multiscan JX, Thermo Electron Corporation). Como resultado, se selecciona un pocilio
que contiene hibridoma que puede producir un anticuerpo que se une a rsCD14-ST pero no a CD14 de alto peso
molecular o rsCD14 (1-356). A continuacién, a partir del pocillo seleccionado, se realiza la clonacién mediante un
método de dilucién limitante segin Tamie Ando y Takeshi Chiba: “Introduction to Monoclonal Antibody Experimental
Manipulation”, pagina 97, 1991 (Kodansha Ltd.). Tras 10 dfas, se realiza el cribado asimismo usando como indice la
reactividad con la proteina 25T64 y se selecciona un hibridoma. Se cultiva el hibridoma seleccionado en FCS al
10%/medio RPMI-1640 (Sigma) y entonces se cultiva en medio de hibridoma-SFM (Invitrogen) para producir un
anticuerpo. Se purifica el anticuerpo usando una columna con proteina G (Prosep-G columna, Millipore) o una
columna con proteina A (Prosep-A, Millipore). Tras didlisis con PBS (pH 7,4), se calcula la concentracién de proteina
a partir de la absorbancia a 280 nm (coeficiente de absorcién: 0,714 mg/ml). Se determina el subtipo del anticuerpo
purificado usando un kit disponible comercialmente.

17-(5) Seleccidon de anticuerpo monoclonal anti-rsCD14-ST especifico contra sCD14-ST, que no depende del
método de almacenamiento de la muestra

Se obtiene el anticuerpo monoclonal para el kit en el que el estado de conservacion no afecta a los resultados de
medicion. Es decir, se determina sCD14-ST como anticuerpo en el lado del marcador en un sistema de tipo
sandwich descrito en el ejemplo 22 entre los anticuerpos monoclonales frente a rsCD14-ST preparados en el
ejemplo 17-(4). Tras seleccionarse el anticuerpo que tiene la propiedad de aumentar en un paciente que presenta
septicemia, se determina sCD14-ST en la muestra. Se lleva a cabo la medicion tanto en la muestra almacenada en
un estado congelado como en la muestra almacenada a temperatura ambiente durante 24 horas y entonces se
seleccioné una combinacion de anticuerpos con una pequeiia diferencia entre sus valores medidos.

(Ejemplo 18) Reactividad del anticuerpo policional anti-sCD14-ST(PSP64)

Se confirmé la reactividad del anticuerpo policlonal anti-PSP64 preparado en el ejemplo 17-(1). Igual que en el caso
del ejemplo 17-(2), se inmovilizé rsCD14-ST (PSP64). Se diluyeron el antisuero que contiene anticuerpo policlonal
anti-PSP64 preparado en el ejemplo 17-(1) y suero de conejo normal como control 500 veces con PBS (pH 7,4) y
entonces se diluyeron en serie hasta 32.000 veces para preparar sus diluciones en serie, respectivamente. Se
afadié cada diluyente a cada pocillo tras bloqueo y entonces se hizo reaccionar a 37°C durante una hora, seguido
por lavado tres veces con solucién salina fisiolégica que contenia Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, se afiadieron
a cada pocillo 50 pl de una disolucién en la que se diluy6 anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo marcado con
peroxidasa (DAKO) 1.000 veces con PBS (pH 7.,4) que contenia suero de cabra al 10%. Tras la reaccién a 37°C
durante una hora, se lavd el pocillo cinco veces de la misma manera que anteriormente y se afiadié a cada pocillo
una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccion durante 10 minutos a temperatura ambiente,
se termind la reaccién con una disolucién de acido sulfarico 0,5 M y se determiné una absorbancia a 450 nm usando
un espectrofotémetro de placa (MultiScan JX, Thermo Electron Corporation) para confirmar la unién a rsCD14-ST
(PSP64). Tal como se muestra en la figura 12, el conejo al que se le administré rsCD14-ST (PSP64) mostré una
aumento en la absorbancia que dependia del factor de dilucién, mientras que el suero de conejo normal no mostré
tal aumento y entonces se confirmé la produccién de anticuerpo especifico contra la proteina rsCD14-ST (PSP64).

(Ejemplo 19) Preparacion de sistema de ensayo de sCD-14-ST usando anticuerpo anti-rsCD14-ST

Se diluy6 anticuerpo policlonal contra el péptido S68 hasta 10 ug/mi con D-PBS (pH 7,4) y entonces se afiadieron 50
ul de la disolucién resultante a cada pocilio de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC). Tras una reaccién a 4°C durante
la noche, se lavé la placa cinco veces con agua sometida a intercambio i6nico y se bloqueé mediante la adicién de
100 ul de D-PBS que contenia StabilGuard al 0,1% (SurModics, Inc.) y Tween 20 al 0,1% a cada pocillo. A
continuacién, se usé PBS 76 mM (pH 7,4) que contenia suero que absorbe CD14 al 1% y BSA al 0,1% como
diluyente para preparar una serie de dilucién de 0, 0,031, 0,063, 0,125, 0,25, 0,5 y 1,2 ng/ml de preparacion patrén
de proteina rsCD14-ST (25T64). Se afadid la serie de dilucién de la preparacién patrén en una cantidad de 50 pl por
pocillo y se hizo reaccionar durante dos horas a 37°C. Tras la finalizacion de la reaccién, se lavo la placa tres veces
con solucién salina fisioldgica que contenia Tween 20 al 0,05%. Entonces, se afadieron a cada pocillo 50 pl de
suero bovino fetal al 1%/disolucién de hibridoma-SFM que contenia anticuerpo F1237-3-4.

Tras una reaccién a 37°C durante una hora, se lavé la placa tres veces de la misma manera que anteriormente y se
anadieron a cada pocillo 50 ul de un anticuerpo anti-inmunoglobulina de rata marcado con peroxidasa (DAKO) que
se diluyé hasta la concentracién de 1/1.000 con D-PBS (pH 7,4) que contenia suero de conejo al 10%. Tras una
reaccion a 37°C durante una hora, se lavé la placa cinco veces de la misma manera que anteriormente y se afiadié a
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cada pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una reaccién durante 10 minutos a
temperatura ambiente, se termind la reaccién mediante una disolucién de acido sulftirico 0,5 M y se determiné una
absorbancia a 450 nm usando un espectrofotémetro de placa (MaltiScan JX, Thermo Electron Corporation). Se
preparé una curva patrén mostrada en la figura 13.

(Ejemplo 20) Ensayo de suero con sistema de ensayo de sCD14-ST novedoso

Se usé el sistema de EIA de tipo sandwich preparado en el ejemplo 19 para determinar los sueros de cinco donantes
normales y cinco pacientes que presentaban septicemia. Como resuitado, tal como se muestra en la tabla 10, la
concentracién de sCD14-ST en el suero de donante normal era de 1 ng/ml mientras que la del paciente con
septicemia era de 6,47 ng/ml, que era casi seis veces mas alto que el primero. Por tanto, igual que en el caso del
ejemplo 11, pudieron diagnosticarse los pacientes que presentaban septicemia. Ademas, las concentraciones eran
diferentes de las del ejemplo 11 y la diferencia se debia a la diferencia en las preparaciones patrén tal como se
describe en el ejemplo 16.

Tabla 10
N.° de muestra Clasificacién Concentracién (ng/ml)
N1 Normal
N2 Normal 1,7
N3 Normal 0,76
N4 Normal 3,16
N5 Normal 0
S1 Septicemia 8,44
82 Septicemia 5,02
S3 Septicemia 9,02
S4 Septicemia 4,26
S5 Septicemia 5,6

(Ejemplo 21) Evaluacién de anticuerpo monocional especifico contra la proteina sCD14-ST

Para aclarar la especificidad del anticuerpo contra sCD14-ST, se determind la afinidad del anticuerpo frente a cada
una de diversas proteinas CD14. Ademds, se determind la afinidad del anticuerpo frente a cada uno de diversos
antigenos mediante un sistema de EIA con antigeno inmovilizado.

21-(1) Medicién de la constante de disociacién (KD) usando BIACORE

Se analizaron las constantes de velocidad de reaccién del anticuerpo F1237-3-4 preparado en el ejemplo 17-(2) y el
anticuerpo 3C10 (ATCC TIB-228) que es anticuerpo anti-CD14, usando Biacore 3000 (Biacore). En primer lugar, se
inmovilizaron por separado rsCD14-ST (2ST64) y rsCD14 (1-356) sobre un chip sensor CM5 (Biacore)} usando un kit
de acoplamiento de amina (Biacore). Se realizé un ensayo de manera que se usé HBS-EP (Biacore) como tampén
de corrida y se inyectd una serie de dilucién (de 1,25 nM a 640 nM, que podia cambiarse dependiendo del
anticuerpo) de cada anticuerpo en células de flujo. Se realizd el andlisis de datos usando el software de evaluacién
BIA version 4.1 (Biacore) restando los datos de la célula de referencia de los datos de medicién de la célula de flujo
de cada antigeno que estaba inmovilizado y también restando sélo los datos de medicién del tampén de corrida.
Como resultado de analizar una constante de disociacién (KD) usando el andlisis Bivalent, tal como se muestra en la
figura 11, el anticuerpo F1237-3-4 mostré alta afinidad por rsCD14-ST, pero no pudo calcularse la KD del mismo
debido a que no hubo unién sustancial a rsCD14 (1-356). 3C10 no pudo unirse sustanciaimente a rsCD14-ST y
mostré alta afinidad por rsCD14 (1-356).

Tabla 11
Nombre del Constante de disociacién KD (M)
anticuerpo rsCD14-ST rsCD14(1-356)
Anticuerpo F1237- 5,75X10° no disponible
34
Anticuerpo 3C10 no disponible 6,69X10°"°

21-(2) Andlisis de especificidad antigénica usando sistema de EIA con antigeno inmovilizado

Se analizan las reactividades del anticuerpo F1237-3-4 preparado en el ejemplo 17-(2) y el anticuerpo 3C10 (que es
anticuerpo anti-CD14) contra CD14 de alto peso molecular usando el sistema de EIA con antigeno inmovilizado. Es
decir, se diluye CD14 de alto peso molecular preparada por la misma via que la del ejemplo 13-(2) hasta 2,5 pg/mi
con D-PBS (pH 7,4). Entonces, se afladen 50 ul de la disolucién resultante a cada pocillo de una inmunoplaca
(Maxisorb, NUNC) y posteriormente se deja en reposo a 4°C durante la noche. A continuacion, se lava la placa cinco
veces con agua sometida a intercambio idnico y se bloquea mediante la adicion de 100 W de PBS (pH 7,4) que
contiene StabilGuard al 2% (SurModics, Inc.) a cada pocillo. Se diluyen cada uno el anticuerpo F1237-3-4 y el
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anticuerpo 3C10 hasta 1 pg/ml con PBS (pH 7,4).

Entonces, se afiade la disolucion resultante a cada pocillo y se permite que reaccione a 37°C durante una hora,
seguido por lavado tres veces con solucién salina fisiolégica que contiene Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, se
prepara una disolucion mediante dilucién de anticuerpo anti-inmunoglobulina marcado con peroxidasa (DAKO) para
cada uno de los anticuerpos 1.000 veces con PBS (pH 7,4) que contiene suero al 10%y entonces se afaden a cada
pocillo 50 pl de la disolucién resultante. Tras una reaccién a 37°C durante una hora, se lava la placa cinco veces de
la misma manera que anteriormente y se afiade a cada pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix).
Tras una reaccion durante 10 minutos a temperatura ambiente, se termina la reaccién mediante una disolucién de
acido sulfurico 0,5 M y se determina una absorbancia a 450 nm usando un espectrofotdmetro de placa (Multi-Scan
JX Thermo Electron Corporation). Como resultado, se confirmé que 3C10 se une fuertemente a CD14 de alto peso
molecular, mientras que el anticuerpo F1237-3-4 no puede unirse, sustancialmente.

(Ejemplo 22) Preparacién (2) de sistema de ensayo de sCD14-ST usando anticuerpo anti-rsCD14-ST
22-(1) Método de EIA de tipo sandwich

Se prepararon sistemas de EIA de tipo sandwich mediante diversas combinaciones de anticuerpos enumeradas en
la tabla 12 segun el método descrito en el ejemplo 3-(3). Tal como se muestra en la tabla 12, cualquiera de los
sistemas de ensayo de sCD14 usando los anticuerpos monoclonales preparados en el ejemplo 17 aumentd
especificamente en pacientes que presentaban septicemia pero no en donantes normales.

Tabla 12
Combinacién de anticuerpos Valores medidos
Lado de inmovilizacién Lado de marcaje Pacientes con Donantes
: septicemia normales
Anticuerpo policlonal Anticuerpo + -
contra el péptido S68 F1237-3-4
Anticuerpo policlonal Anticuerpo + -
contra el péptido S68 F1237-4-4

22-(2) Método de EIA competitivo

Se afiade a cada pocillo el anticuerpo F1237-3-4 diluido hasta 10 pg/ml con PBS y entonces se deja en reposo a 4°C
durante la noche para unirse de ese modo entre si. Posteriormente, se bloquea con StabilGuard al 2%/PBS (pH 7,4).
Después de eso, se afiaden 25 pl de cada uno de los sueros de paciente con septicemia y donante normal a la placa
y posteriormente se afade antigeno rsCD14-ST marcado con peroxidasa diluido hasta 0,5 ug/mi con PBS (pH 7,4)
que contiene BSA al 1% y Tween 20 al 0,1%. Tras la reaccion a 37°C durante una hora, se lava cada uno de los
pocillos a la placa tres veces con solucion salina fisiolégica que contenia Tween 20 al 0,05%. Se afade una
disolucién de TMB (BioFix) al pocillo para permitir el desarrollio de color, seguido por la terminacién de tal reaccién
con una disolucién acuosa 0,5 M de é4cido sulfirico. Ademas, se determina una absorbancia a 450 nm. Una
disminucién en la absorbancia depende de la concentracién de sCD14-ST en sangre. Por tanto, el valor medido
refleja la cantidad de sCD14-ST en sangre. Se confirmé que los donantes normales tienen menores concentraciones
de sCD14-ST, mientras que las concentraciones de pacientes que presentan septicemia son especificamente altas.
Ademas, los materiales de marcaje que van a usarse incluyen otras enzimas, compuestos radiactivos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes quimicos, oro coloidal, colorante y particulas de latex.

(Ejemplo 23) Cribado de anticuerpos para someter a ensayo proteina soluble en sangre

Con el fin de preparar un sistema de ensayo de proteina soluble en sangre, purificada e identificada en el ejemplo 9,
se construyeron dos métodos de cribado diferentes (tiles para el ensayo.

23-(1) Preparacion de anticuerpos para cribado

Pueden prepararse anticuerpos para cribado unidos a cualquier péptido que tiene de 6 a 20 residuos de aminoacido
consecutivos seleccionados de las secuencias de aminoacidos descritas en SEQ 1D NO: 3 segun la descripcion del
ejemplo 1. Alternativamente, pueden prepararse los anticuerpos tal como sigue: (i) se sintetiza un péptido mediante
el método convencional basandose en la secuencia completa de CD14 y entonces se prepara el antigeno de
inmunizacién para formar el antigeno; (i) se purifica antigeno CD14 soluble purificado en suero y entonces se usa
como inmundgeno para formar el anticuerpo; (iii) se prepara proteina CD14 recombinante usando células COS o de
E. coli y entonces se usa como inmunégeno para formar el anticuerpo; y (iv) se someten diversos antigenos CD14
preparados a desnaturalizacién térmica y tratamiento con DNP o similar y entonces se usan como inmundgenos
para formar los anticuerpos.

Por ejemplo, se preparan el anticuerpo P001 (anticuerpo preparado usando un péptido que consiste en residuos de
aminoacido descritos en SEQ ID NO: 4 como antigeno) y anticuerpo P002 (anticuerpo preparado usando un péptido
que consiste en residuos de aminoacido descritos en SEQ ID NO: 5 como antigeno) mediante el método descrito en
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el ejemplo 1 y entonces se unen a proteinas transportadoras, seguido por la administraciéon para preparar
anticuerpos, respectivamente. Ademas, también se prepararon el anticuerpo contra S68 preparado en el ejemplo 1-
(4), el anticuerpo F1146-17-2 preparado en el ejemplo 2, el anticuerpo F1031-8-3 preparado en el ejemplo 3-(2)[2], el
anticuerpo F1106-13-3 preparado en el ejemplo 3-(2)[1], el anticuerpo F1237-3-4 preparado en el ejemplo 17-(2) y el
anticuerpo anti-PSP64 preparado en el ejemplo 17-(1) como muestras para cribado, respectivamente. Tal como se
describié anteriormente, se usaron anticuerpos unidos a péptidos que consisten cada uno en de 6 a 20 residuos de
aminoécido consecutivos seleccionados de las secuencias de aminoacidos descritas en SEQ ID NO: 3 para cribar
un anticuerpo que pueda detectar especificamente proteina soluble en sangre segun los procedimientos descritos a
continuacion.

23-(2) Inmovilizacién de antigeno

Este es un método de seleccién para un anticuerpo para su uso para someter a ensayo proteina soluble en sangre,
que se caracteriza por el uso de la diferencia en reactividad del anticuerpo frente a la proteina CD14 de alto peso
molecular derivada de un donante normal. En el método de seleccién, se analiza la reactividad frente a la proteina
CD14 de alto peso molecular mediante inmovilizacién de antigeno, mediante lo cual se lleva a cabo cribado para
determinar un anticuerpo que no pueda unirse a la CD14 de alto peso molecular en suero del donante normal pero
que se una a la proteina soluble en sangre.

[1] Preparacién de CD14 de alto peso molecular

Al principio, se preparé la proteina CD14 de alto peso molecular tal como sigue. Se aplicé suero humano (Nippon
Biotest Laboratories inc.) a la columna con resina de unién al anticuerpo 3C10 (5 ml) y entonces se lavé con PBS,
seguido por elucién con una disolucién acuosa de urea 6 M. Se dializ6 el eluato frente a PBS y entonces se liofilizé,
seguido por fraccionamiento con cromatografia de filtracion en gel (Superdex 75 10/300GL, Amersham Biosciences).
Se analiz6 cada una de las fracciones resultantes usando el kit de ensayo de proteina CD14 soluble disponible
comercialmente (kit IBL) y entonces se reuni6 la fraccién de CD14 de alto peso molecular que puede reaccionar con
el kit IBL y se liofilizd. Se disolvié el producto liofilizado y se sometié de nuevo a la medicidn con el kit IBL para
calcular la concentracién del mismo.

[2] Método de EIA con antigeno inmovilizado

Se llevé a cabo un método de EIA con antigeno inmovilizado tal como sigue. En primer lugar, se pusieron 2,5 pg/ml
de CD14 de alto peso molecular en cada pocillo de la placa y se dejaron en reposo a 4°C durante la noche para su
unién. Entonces, se bloqueé mediante StabilGuard al 2%/PBS (pH 7,4) y se diluyé 1 ng/ml de cada anticuerpo con
PBS y entonces se afiadié a cada uno de los pocillos en los que se inmovilizaron los antigenos respectivos. Tras una
reaccién a 37°C durante una hora, se lavé el pocillo tres veces con solucién salina fisioldgica que contenia Tween 20
al 0,05%. Posteriormente, se diluyé anticuerpo anti-y-globulina marcado con peroxidasa (DAKKO) para cada
anticuerpo con PBS (pH 7,4) que contenia suero de conejo al 10% y Tween 20 al 0,05% y se permitié que
reaccionase a temperatura ambiente durante una hora. Asimismo, se lavé el pocillo cinco veces y entonces se
afadié una disolucion de TMB (BioFix) al pocillo para el desarrollo de color, seguido por la terminacién de la
reaccién con una disolucién acuosa de acido sulftirico 0,5 M. Posteriormente, se midié la absorbancia del anticuerpo
a 450 nm. Para la CD14 de alto peso molecular, se seleccioné un anticuerpo que no provocaba aumento en la
absorbancia. Se seleccioné el anticuerpo F1237-3-4 segun el método anterior.

En lugar de que el anticuerpo se una la placa, sCD14-ST puede unirse a la placa para permitir la seleccién de un
anticuerpo que no se une a sCD14-ST.

A continuacion, se lleva a cabo el ensayo dot-blot tal como sigue. En primer lugar, se aplica en puntos CD14 de alto
peso molecular sobre el medio de transferencia Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a 400 ng/punto y entonces se
seca. Posteriormente, se bloquea usando Block-Ace al 100% (Snow Brand Milk Products Co., Ltd.). Se permite que
reaccionen dos tipos de CD14 de inmovilizacién, y cada uno de diversos anticuerpos anti-CD14 diluidos con PBS
(pH 7,4) que contiene Block-Ace al 10%, Tween 20 al 0,05% a temperatura ambiente durante una hora. A
continuacién, se lava el medio cinco veces durante cinco minutos con PBS (pH 7,4) que contiene Tween 20 al
0,05%. Posteriormente, se diluye anticuempo anti-inmunoglobulina de conejo marcado con peroxidasa (DAKKO,
P448) con PBS (pH 7,4) que contiene Block-Ace al 10% y Tween 20 al 0,05%, seguido por la reaccién con cada
membrana a temperatura ambiente durante una hora. Asimismo, se lava cinco veces y se determina la presencia o
ausencia de la unién de anticuerpo como luminiscencia en un detector de luminiscencia (CoolSaver AE-6955, ATTO
Corporation) por medio de ECL-PLUS (Amersham Biosciences). Para la CD14 de alto peso molecular usada para el
cribado, se selecciona el anticuerpo del que no pudo detectarse ningan punto.

23-(3) Inmunoensayo de tipo sandwich

Este es un método de seleccion para un anticuerpo para su uso para someter a ensayo proteina soluble en sangre,
que se caracteriza por el uso de diferencia entre las cantidades detectadas de los sueros de donantes normales y
pacientes que presentan septicemia. Se prepara un sistema de ELISA de tipo sandwich combinando dos anticuerpos
anti-CD14 diferentes y entonces se usan para someter a ensayo donantes normales y pacientes que presentan
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septicemia.
[1] Preparacién de anticuerpo marcado con peroxidasa

Se preparé un anticuempo marcado con peroxidasa segln la descripcién del ejemplo 3-(3) usando el anticuerpo
preparado en 12-(1).

[2] Preparacién de sistema de EIA de tipo sandwich

Se diluyé cada anticuerpo para cribado hasta 10 ug/mi con D-PBS (pH 7,4) y entonces se afiadieron 50 pl de la
disolucion resultante a cada pocillo de una inmunoplaca (Maxisorb, NUNC). Tras una reaccién a 4°C durante la
noche, se lavé el pocillo con agua sometida a intercambio iénico cinco veces y se afiadieron 100 ul de D-PBS que
contenia StabilGuard al 2% (SurModics, Inc) a cada pocillo para efectuar el bloqueo. Usando como diluyente PBS
(pH 7,4) que contenia BSA al 0,1%, se prepararon una serie de dilucién de preparacién patrén de proteina S286C de
0, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 y 200 ng/ml y una muestra diluida 10 veces. Entonces, se afadieron a cada pocillo
50 ul de cada una de la serie de dilucién y la muestra diluida y entonces se hicieron reaccionar a 37°C durante una
hora. Tras la terminacién de la reaccién, se lavé el pocillo tres veces con solucién salina fisioldgica que contenia
Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, se diluyd anticuerpo marcado con peroxidasa hasta 1 pg/ml con PBS que
contenia suero de rata al 2%, suero de ratén al 1% y Tween 20 al 0,1% y entonces se afiadieron a cada pocillo 50 pl
de la disolucién resuitante. Tras una reaccién a 37°C durante una hora, se lavé el pocillo cinco veces de la misma
manera que anteriormente y se afadié a cada pocillo una disolucién de tetrametilbencidina (TMB, BioFix). Tras una
reaccion durante 20 minutos a temperatura ambiente, se terminé la reaccién mediante una disolucién de acido
sulfarico 0,5 M y se midié una absorbancia a 450 nm usando un espectrofotémetro de placa (NJ-2100, Japan
Intermed).

[3] Cribado de anticuerpo usando el sistema de EIA de tipo sandwich

Con respecto a una combinacién que permite que el sistema forme una curva patrén, se llevé a cabo cribado para
determinar si podia detectarse especificamente la proteina soluble en sangre. Se sometieron los sueros obtenidos
de dos pacientes con septicemia y dos donantes normales a la medicién en el sistema de ensayo preparado en [1}].
Se llevé a cabo cribado para una combinacién de anticuerpos que puede detectar especificamente pacientes con
septicemia mediante la seleccién de una combinacién de anticuerpos en el sistema de ensayo que muestran
mayores niveles en los pacientes con septicemia pero menores niveles en los donantes normales. Como resultado,
se seleccionaron las combinaciones de anticuerpos descritas en los ejemplos 7-(1) a (8) y el ejemplo 22. Ademas,
puede obtenerse un valor de medicién de CD14 de alto peso molecular en cada suero mediante el kit IBL de
antemano y entonces puede seleccionarse una combinacién de anticuerpos del sistema de ensayo que no
determina la CD14 de alto peso molecular.

(Ejemplo 24) Método de cribado de anticuerpos usando rsCD24-ST
Se investigaron dos métodos diferentes para el cribado de anticuerpos usando rsCD14-ST.
24-(1) Método de EIA con antigeno inmovilizado

Como método de cribado para un anticuerpo que puede detectar especificamente sCD14-ST, se llevé a cabo el
método de cribado de anticuerpos descrito en el ejemplo 17-(2) (es decir, un método que utiliza ELISA en el que se
inmoviliza rsCD14-ST (PSP64) directamente sobre una placa).

Se muestran los resultados de cribado de diversos anticuerpos en la tabla 13. En este caso, MY4 (Colter), MEM18
(Monosan), 61D3 (Southern Biotechnology Associates, Inc.), y diversas clases de y-globulina usados en el presente
documento estaban disponibles comerciaimente.

Tabla 13
Anticuerpo Unién a rsCD14-
ST(PSP64)
F1237-3-4 ++
S68 ++
F1106-13-3 ++
F1031-8-3 ++
P0O1 +
P002 ++
MY4 -
3C10 -
MEM18 -
61D3 -
y-Globulina de ratén -
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y-Globulina de rata -
v-Globulina de conegjo -

24-(2) Método de EIA de tipo sandwich

Se preparé el sistema de EIA de tipo sdndwich descrito en el ejemplo 23-(2) para el método de cribado para un
anticuerpo que puede detectar especificamente sCD14-ST. Es decir, se inmovilizaron sobre una placa diversos
anticuerpos que van a proporcionarse como muestras diana de cribado y entonces se llevé a cabo el cribado
mediante el método de ELISA de tipo sandwich usando el anticuerpo F1106-13-3 marcado con peroxidasa o el
anticuerpo F1031-8-3 marcado con peroxidasa y usando rsCD14-ST (PSP64) para el antigeno.

Se muestran los resultados de cribado de diversos anticuerpos en la tabla 14. En este caso, el anticuerpo anti-HCG
usado estaba disponible comercialmente.

Tabla 14

Anticuerpo Unién a rsCD14-ST(PSP64)
F1237-3-4 ++
S68 ++
F1106-13-3 -
F1031-8-3 -
POO1 +
+

P002

3C10
61D3 -
Anticuerpo anti-HCG -
v-Globulina de rata -
v-Globulina de conejo -

(Ejemplo 25) Sintesis quimica de sCD14-ST

Se sintetizé quimicamente un polipéptido soluble que tiene aminoacidos en las posiciones 1 a 70 en el extremo N-
terminal de CD14 humana (denominado a continuacién en el presente documento sCD14(1-70)).

Se usd un sintetizador de péptidos ABI433A (Applied) y entonces se alinearon columnas de aminoacidos segun las
secuencias de aminoacidos para llevar a cabo sintesis automatica. Se retiré el péptido sintetizado de una resina
mediante el método convencional y entonces se recuperé mediante precipitacion con éter. Se redisolvié el péptido
resultante en agua destilada y entonces se liofilizé. Tras la disolucién, se eluy6 el péptido en bruto asi obtenido a
través de un gradiente lineal del 5-70% de acetonitrilo mediante el uso de HPLC de fase inversa C18 (CAPCELL-
PAK, Shiseido Co., Ltd.). Por consiguiente, se recogié una fraccion que contenia un péptido de interés. Se liofilizé la
fraccion recogida y se proporcioné como péptido purificado. Se disolvié el péptido purificado en el diluyente descrito
en el ejemplo 7-(12) y entonces se sometié la disolucién a la medicién con el kit descrito en el ejemplo 7-(3). Como
resultado, el péptido purificado reaccioné fuertemente con el kit descrito en el ejemplo 7-(3), de modo que también
pudo proporcionarse sCD14-ST preparado quimicamente como preparacién patrén.

(Ejemplo 26) Medicién con sCD14-ST expresado a partir de células THP-1 tratadas con elastasa

Se suspendieron células THP-1 (1 x 10° células) estimuladas con vitamina D3 en medio RPMI1640 de cultivo que
contenia BSA al 0,1% y entonces se afiadi6 elastasa de leucocito humano (Elastin Products Company, Inc.) al medio
de modo que tuviera una concentracion final de 1 puM. Por consiguiente, se preparé una mezcla de reaccién que
tenia un volumen final de 200 pl.

Posteriormente, se incubé la mezcla de reaccién a 37°C durante 1, 3, 10, 30 6 60 minutos. Entonces, se terminé la
reaccién enzimatica mediante la adicién de fluoruro de fenilmetilsulfonilo. Se recogié el sobrenadante de cada
mezcla de reaccién y entonces se detecté la concentracion de sCD14-ST en el sobrenadante mediante el kit del
ejemplo 7-(1).

Como resultado, la concentracién de sCD14-ST aumenté tres minutos tras la adicién de elastasa y entonces
disminuyé gradualmente.

Aplicabilidad industrial

Segln la presente invencién, se proporciona un antigeno novedoso que tiene la secuencia de CD14 en sangre
humana. También se proporciona un método para diagnosticar o detectar septicemia que se logra sometiendo a
ensayo el antigeno.

La presente invencién proporciona ademas un fragmento soluble recombinante que tiene naturaleza inmunolégica
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similar al antigeno, y un método para producir el fragmento soluble recombinante.
Lista de secuencias
<110> Mochida Pharmaceutical Co., Ltd.

<120> Antigeno CD14 soluble novedoso
<130> EP6173FZ163pau

<140> Documento EP 05 739 312.6
<141> 11-05-2005

<150> Documento PCT/JP2005/008635
<151> 11-05-2005

<150> Documento JP 2004-141600
<151> 11-05-2004

<160> 27
<170> Patentln versién 3.1

<210> 1
<211> 11
<212> PRT
<213> humana

<400>1
'{hr Thr Pro Glu Ero Cys Glu Leu Asp égp Glu

<210> 2
<211> 16
<212> PRT
<213> humana

<400> 2
Il\r'g val Asp Ala ?sp Ala Asp Pro Arg g&n Tyr Ala Asp Thr \{g] Lys

<210>3
<211> 356
<212> PRT
<213> humana

<400> 3

'{hr’ Thr Pro Glu Pro Cys Glu Leu Asp lﬁs)p Glu Asp Phe Arg C)S/s val
5 1

Cys Asn Phe Ser Glu Pro GIn Pro Asp Trp Ser Glu Ala Phe GlIn Cys

val Ser A;a val Glu val Glu 3‘1)e His Ala Gly Gly ‘ligu Asn Leu Glu
3

Pro ls’ge Leu Lys Arg val e;p Ala Asp Ala Asp 250 Arg GIn Tyr Ala

Asp Thr val Lys Ala Leu Arg val Arg Arg Leu Thr val Gly Ala Ala

65 70 75 80

GIn val Pro Ala GIn Leu Leu Val Gly Ala Leu Arg val Leu Ala Tyr

Ser Arg Leu Lys Glu Leu Thr Leu Glu Asp Leu Lys Ile Thr Gly Thr

100 105 110

Met Pro Pro Leu Pro Leu Glu Ala Thr Gly Leu Ala Leu Ser Ser Leu
115 120 125

Arg Leu Arg Asn val Ser Trp Ala Thr Gly Arg Ser Trp Leu Ala Glu

130 13 140

Leu GIn GIn Trp Leu Lys Pro Gly Leu Lys val Leu Ser Ile Ala Gln

145 150 155 160

Ala His ser Pro Ala Phe Ser Cys Glu GIn val Arg Ala Phe Pro Ala

165 170 175
Leu Thr Ser Leu Asp Leu Ser Asp Asn Pro Gly Leu Gly Glu Arg Gly
180 185 190
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Leu Met Ala Ala Leu Cys Pro His Lys Phe Pro Ala Ile Gln Asn Leu
195 200 205

Ala Leu Arg Asn Thr Gly Ile Glu Thr Pro Thr Gly val Cys Ala Ala

210 215 . 220 .

Leu Ala Ala Ala Gly val Gln Pro His Ser Leu Asp Leu Ser His Asn

225 230 235 240

Ser Leu Arg Ala Thr val Asn Pro Ser Ala Pro Arg Cys Met Trp Ser

245 250 255
ser Ala Leu Asn Ser teu Asn Leu Ser Phe Ala Gly Leu Glu Gln val
260 265 270

Pro Lys Gly Leu Pro Ala Lys Leu Arg Val Leu Asp Leu Ser Cys Asn
275 280 285

Arg Leu Asn Arg Ala Pro GIn Pro Asp Glu Leu Pro Glu val Asp Asn

290 295 300

Leu Thr Leu Asp Gly Asn Pro Phe Leu val Pro Gly Thr Ala Leu Pro

305 310 315 320

His Glu Gly Ser Met Asn Ser Gly val val Pro Ala Cys Ala Arg Ser

325 330 33
Thr Leu Ser val Gly val ser Gly Thr Leu val Leu teu Gin Gly Ala
340 345 350

Arg Gly Phe Ala

355

<210>4
<211> 17
<212> PRT
<213> humana

<400> 4
Ihr Thr Pro Glu gro Cys Glu Leu Asp égp Glu Asp Phe Arg ggs val

cys

<210>5
<211> 19
<212> PRT
<213> humana

<400> 5
Qrg Cys val Cys gsn Phe Ser Glu Pro ggn Pro Asp Trp Ser Glu Ala
15

Phe Gln Cys

<210> 6
<211> 68
<212> PRT
<213> humana

<400>6
Ihr Thr Pro Glu Ero Cys Glu Leu Asp qu Glu Asp Phe Arg ggs val
Cys Asn Phe ggr Glu Pro Gln Pro Qsp Trp Ser Glu Ala ghe Gln Cys

val Ser éga val Glu val Glu £1e His Ala Gly Gly Lgu Asn teu Glu
Pro gge Leu Lys Arg val /S\§p Ala Asp Ala Asp 250 Arg Gln Tyr Ala

Asp Thr val Lys
65

<210>7

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (oligémero: 8linkS)

<400> 7
agcttaggaa ttt _ . 13
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<210> 8

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (oligémero: 8linkA)

<400> 8
ctagaaattc cta

<210>9

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador sentido A)

<400>9
acatctagat gaccacgcca gaacct

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido A)

<400> 10
tttggatcct tactagagat cgagcaatct

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador sentido 1)

<400> 11
tttcctacag ctcctggg

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 1)
<400> 12

ggggtacctt agtcagcata ctgccgcggg tc

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 2)

<400> 13
ggggtacctt agagagcctt gaccgtgtca gc

<210> 14

66
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<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 3)

<400> 14
ggggtacctt agagccgccg cacgcggaga gc

<210> 15

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 4)

<400> 15
ggggtacctt atgcggctcc cactgtgagc cg

<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 5)

<400> 16
ggggtacctt actgagcagg aacctgtgcg gc

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 6)

<400> 17
ggggtacctt aggcgcctac cagtagctga gc

<210> 18

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 7)

<400> 18
ggggtacctt acgctagcac acgcagggcg cc

<210> 19

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 8)

<400> 19
ggggtacctt acttgaggcg ggagtacgct ag

67
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<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 9)

<400> 20
ggggtacctt actcgagcgt cagttccttg ag

<210> 21

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 10)

<400> 21
ggggtacctt aggttatctt taggtcctcg ag

<210> 22

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador sentido 2)

<400> 22
gctctggaag ttctgttcca ggggcccgac acggtcaagg ctctccgcgt gegg

<210> 23

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 11)

<400> 23
gtcgggccec tggaacagaa cttccagagc atactgccge gggtcggegt ccge

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia arlificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 12)

<400> 24
tctccattcc tgtgttgege

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador sentido 3)

68
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<400> 25
ctggttccgc gtggttccga cacggtcaag

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 13)

<400> 26

gaaccacgcg gaaccagagc atactgccgce

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintetizado (cebador antisentido 14)

<400> 27
cgggatcctc aatgatgatg atgatgatgg

69
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REIVINDICACIONES
Antigeno CD14 soluble, que tiene los siguientes rasgos caracteristicos 1) a 3):
1) un peso molecular de 13 +/- 2 kDa cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;

2) una secuencia de aminodcidos en la que esta presente la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 en
su extremo N-terminal; y

3) capacidad para unirse especificamente a un anticuerpo, que se une a un péptido que consiste en la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:2, preparandose el anticuerpo usando dicho péptido como
antigeno.

Fragmento de CD14 soluble recombinante, que consiste en una secuencia de aminoacidos desde una
cualquiera de las posiciones 1 a 17 hasta una cualquiera de las posiciones 59 a 90 de la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 3, teniendo dicho fragmento de CD14 soluble recombinante los siguientes
rasgos caracteristicos 1) a 3):

1) un peso molecular de 13 +/- 2 kDa cuando se mide mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras;
2) sin capacidad para unirse especificamente al anticuerpo 3C10 y el anticuerpo MEM-18; y

3) capacidad para unirse especificamente a un anticuerpo, que se une a un péptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, preparandose el anticuerpo usando dicho péptido como
antigeno.

Método in vitro para diagnosticar o detectar septicemia, en el que se somete a ensayo el antigeno CD14
soluble segun la reivindicacion 1.

Método para diagnosticar o detectar septicemia segun la reivindicacion 3, que comprende las siguientes
etapas de:

1) someter a ensayo el antigeno CD14 soluble segun la reivindicacion 1 en la sangre recogida de un
paciente;

2) comparar el valor sometido a ensayo con el valor habitual para un donante normal; y
3) evaluar si el sujeto tiene septicemia.

Método para producir el fragmento de CD14 soluble recombinante seglin la reivindicacion 2, que
comprende las etapas de:

(i) producir un fragmento de CD14 soluble recombinante que tiene una secuencia de aminoacidos en la que
el extremo N-terminal es una cualquiera de las posiciones 1 a 17 de SEQ ID NO: 3 y el extremo C-terminal
es una cualquiera de las posiciones 134 a 356 de SEQ ID NO: 3; en el que se ha incorporado la secuencia
de un sitio de escisién para una proteasa en el sentido de 3' de una cualquiera de las posiciones 59 a 70 de
SEQ ID NO: 3 mediante sustitucién o insercién:

(ii) escindir el fragmento de CD14 soluble recombinante preparado en (i) con la proteasa predeterminada; y

(iiii) recuperar el fragmento del lado N-terminal escindido en ii).

70
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FIG.2
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FIG.4
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FIG.9
12
1 : MUESTRA PURIFICADA DE PSP64
- 2 : MUESTRA PURIFICADA DE 25764

sCD14-ST  25T64 PSP64
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FIG.11
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FIG.13
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