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DESCRIPCION 

Metodo de realized& de un ensayo para neutralizer anticuerpos. 

5 Sector de la tecnica 

[0001] La presente invencion se ref ere a un ensayo de genes reporteros y un kit para determinar en una muestra 

presencia y/o la cantidad de una molecule que desencadena la actividad de transduccion de serial de una proteina 

de la superficie celular. La presente invencion se refiere edemas a una calula que puede usarse en dicho ensayo y a 

10 un metodo de prepared& de dicha colula. 

Estado de la tecnica 

[0002] Las proteinas de la superficie celular permiten la transduccion intracelular de senales extracelulares. Las 

15 proteinas de la superficie celular of recen a las calulas eucariotas y procariotas un medio para detectar sehales 

extracelulares y transducirlas a nivel intracelular de una manera que resulte en una respuesta celular o una 

respuesta de un conjunto de tejido u organo. Las proteinas de la superficie celular, al transmitir intracelularmente 

informed& acerca del medio extracelular a traves de vies intracelulares especificas, inducen una respuesta 

adecuada a un estimulo determinado. Esta respuesta puede ser inmediata y transitoria, lenta y continuada, o una 

20 combined& de ellas. Debido a un conjunto de variadas proteinas de la superficie de su membrana, las celulas 

eucariotas son enormemente sensibles a su entorno. 

[0003] Las molecules de sehal extracelular, tales como las citoquinas, los factores de crecimiento, cierfas hormonas, 

los vasodilatadores y los neurotransmisores, ejercen sus efectos (al menos parcialmente) por medio de la interaccion 

25 con las proteinas de la superficie celular. Por ejemplo, algunas molecules de senal extracelular causan cambios en 

la transcripcien de los genes diana por medio de cambios en los niveles de mensajeros secundarios, tales como 

cAMP. Otras senales, al activar la expresion de los genes, indirectamente alteran la expresion de los genes, tales 

como los genes inmediatos-tempranos que codifican proteinas reguladoras que, a su vez, activan la expresion de 

otros genes codificadores de proteinas de regulacion transcripcional. Otras molecules de sehal extracelular provocan 

30 la activacion de transductores de sehales citoplasmaticas latentes y de activadores de la proteina de transcripcion 

(STAT), que mejoran a transcripci6n de conjuntos especificos de genes. 

[0004] Entre las proteinas de la superficie celular que responden a las senates extracelulares e inician los procesos 

que conducen a esta variada respuesta y expresien de los genes, se encuentran los receptores de la superlicie 

35 celular y los canales ionicos. Los canales ionicos y los receptores localizados en la superficie celular son proteinas 

ubicuas y fisiologicamente importantes de la membrana de la superficie celular. Desempehan un papel fundamental 

en la regulacion de los niveles intracelulares de varios iones y sustancias quimicas, muchos de los cuales son 

importantes para la viabilidad y el funcionamiento celular. 

40 Receptores de la superficie celular 

[0005] Los receptores localizados en la superficie celular son proteinas transmembranales que se unen a molecules 

de serial extracelular o quo detectan cambios en el medio extracelular y transmiten la senal a traves de vies de 

transduccion de sehales para generar una respuesta celular. Los receptores de la superficie celular se unen a 

45 molecules de serial circulantes, tales como citoquinas, factores de crecimiento y hormonas, etc., como paso inicial en 

la activacion de numerosas vies intracelulares. Los receptores se clasifican segOn criterios estructurales o on fund& 

del tipo determinado de via que se induce. Entre estas clases de receptores existen clases de receptores de 

citoquinas quo incluyen aquellos quo se unen a factores de crecimiento y presentan una actividad intrinseca de 

tirosina quinasa, tales como los receptores del factor de crecimiento de union a heparina superfamilia de 

50 receptores de inmunoglobulinas, la superfamilia de receptores de citoquinas/hematopoyetinas, la superfamilia de 

receptores de factores de crecimiento nervioso, otros receptores de tirosina o serina quinese, y aquellos quo se 

acoplan a proteinas efectoras a traves de proteinas de regulacion de unien a nucleatidos de guanine, denominados 

respectivamente receptores acoplados a proteinas G y proteinas G. 

55 [0006] Las citoquinas son mensajeros intercelulares quo coordinan la comunicacion entre las celulas de un tejido 

concreto (por ejemplo, las interacciones entre anticuerpos y celulas T del sistema inmunitario) y sirven para modular 

o modificar la respuesta biolegica. Son pleiotropicas y tienen un amplio espectro de efectos en mas de un tipo de 

celula o tejido. Los receptores para citoquinas se agrupan genericamente on dos clases, donde los receptores de la 

Clase I incluyen receptores quo se unen a distintas interleuquinas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-

60 15), a la eritropoyetina (EPO), a la hormona del crecimiento (GH), al factor estimulante de colonies de granulocitos 

(G-CSF), al factor estimulante de colonies de granulocitos macrefagos (GM-CSF), al factor inhibitorio de leucemia 

(LIF), y el factor neurotrofico oilier (CNTF), el TNFa, el TGFp y el ligando Fas, y los receptores para citoquinas de la 

Clase II incluyen receptores que se unen al interferon (IFN) IFNy y a la IL-10. 

65 Receptores de interferon 
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[0007] Los interferones humanos (IFN) son una familia de citoquinas helicoidales hornologas que se dividen en tres 

clases (flea I, II y III) en tune& de la homologia de la secuencia de aminoacidos y nucleatidos. Los IFN humanos de 

Tipo I son el IFNa, el IFNO, el IFNE, el IFNic y el IFNco. Los IFNa humanos incluyen un grupo de proteinas 

estrechamente relacionadas codificadas como minima por 12 genes IFNa funcionales. Los IFNO, IFNE, IFNI( e IFft 

5 se codifican por genes individuales con menor rein& entre si. El IFN de Tipo II (o IFNy) se codifica por un gen no 

relacionado y se une a un receptor distinto de la superficie celular (De Maeyer et al., 1988; Pestka et al., 1987; y 

Diaz et al., 1993). Recienternente se ha definido un nuevo grupo de interferones denominados IFNA o IFN de Tipo III. 

Este grupo consiste de los tres IFNA1, IFNA2 e IFNA3, Iambi& denominado interleuquina-29 (IL-29) (Al) e IL-28A/B 

(A2/3) (Sheppard et al., 2003; y Ank et al., 2006). 

[0008] Los IFN de Tipo I se unen a un receptor comtin, como demuestra su capacidad para competir entre Si por 

unirse alreceptor (Pestka et al., 1987; Branca et al., 1981; y Merlin et al., 1985). El receptor de interferon de Tipo I es 

el que dispone de mas ligandos naturales, unos 14 en total, de todos los receptores de citoquinas conocidos. La 

union de los interferones a su correspondiente receptor de la superficie celular representa el primer paso y 

15 probablemente el riles especifico de la via de senalizacion de IEN. 

10 

[0009] El receptor de IFN de Tipo I se compone de dos glicoproteinas transmembranales, las IFNAR1 e IFNAR2 

(Uze et al., 1990; Novick et al., 1994; Lutfalla et al., 1995; y Domanski et al., 1995), en las que se produce a gran 

velocidad una fosforilaciOn de tirosinas tras la union con IFN (Platanias et al., 1994; Constantinescu et al., 1994; y 

20 Abramovich et al., 1994). Ambas subunidades pertenecen a la superfamilia de receptores de citoquinas de Clase II  

(Bazan et al., 1990; y Thoreau et al., 1990) y son necesarias para efectuar la union de ligandos de alta afinidad y 

establecer la actividad biologica (Langer et al., 1996; y Domanski et al., 1996). Los receptores de citoquinas de 

Clase II se diferencian de los de Clase I por el patron de pares de residuos de cisteina conservados que se 

considera que forman los enlaces disulfuro. 

25 

[0010] El receptor de IFN de Tipo II (IFN y) consta de dos glicoproteines transmembranales, las IFNGR1 e IFNGR2, 

que se encuentran pre-unidas en la superficie celular. Cuando el IFN se une con su receptor, se activan las tirosinas 

quinasas Jak1 y Jak2, se produce la fosforilaciOn de tirosinas y se forma el homodimero Stat1. Este homodimero 

activado se transloce al necleo y alli se une a la secuencia GAS (secuencia activada por interferon gamma), lo que 

30 produce la activacion transcripcional de los genes activados por IFN. 

[0011] Los interferones de Tipo III se unen a un unico receptor que comprende el IL-28Ra, especifico para 

encadenar los IFNA, y la cadena del IL-10RP, que tambien forma parte de los receptores para los IL-10, IL-22 e IL-26 

(Ank et al, 2006). 

35 

[0012] A diferencia de otros receptores de citoquinas, y comparando en especial con el receptor de IFNy, la union 

individual de los IFNAR1 e IFNAR2 al IFNa o IFNp no alcanza la afinidad de union del heterodimero.. A pesar de que 

el IFNAR2 desempena un papel fundamental en la union de los ligandos, el IFNAR1 contribuye a la union del IFN 

aumentando la afinidad del complejo receptor (entre 4 y 10 veces) en minion con la afinidad correspondiente a la 

40 union individual del IFNAR2. Asirnismo, el IFNAR1 module tambien la especificidad de la uni6n de los ligandos con 

respecto a la uniOn individual del IFNAR2 observada. (Cohen et al., 1995; Russell-Harde et al., 1995; Cutrone et al., 

1997; y Cook et al., 1996). El dominio extracelular del IFNAR1 es mayor que el de la mayoria de los receptores de 

citoquinas de Clase II. Consta de 4 subdominios semejantes a inmunoglobulina separados por motivos de di- o tri-

prolina, quo se pueden dividir en dos repeticiones en tandem (Novick et al., 1994; Lutfalla et al., 1992; y Uze et al., 

45 1995). 

[0013] El IFNAR1 humano, murino y bovino han sido clonados y expresados en °Mules humanas y murinas. Los 

estudios realizados con celulas transfectadas muestran quo el IFNAR1 desempena un papel fundamental en la 

union de los ligandos, en las respuestas celulares a los IFN y en la inducciOn de las actividades biolOgicas de los 

50 interferones de Tipo I (Novick et al., 1994; Abramovich et al., 1994; Uze et al., 1992; Mouchel-Vielh et al., 1992; Lim 

et al., 1993; Cleary et al., 1994; Constantinescu et al., 1995; Hwang et al., 1995; Vandenbroek et al., 1995; y 

Colamonici et al., 1994). El receptor de IEN tambien determina el alto grado de especificidad de las especies 

caracteristico de los IFN. Asi, la transfeccien de celulas de rat& con IFNAR1 e IFNAR2 hace dichas celulas 

sensibles a los IFN humanos de Tipo I, dado que ambas celulas (humanas y de ratan) comparten una via de 

55 serialized& y tienen elementos receptivos al IFN comunes en las regiones promotoras de los genes regulados por 

el IFN. Ademas, se ha demostrado que el dominio intracelular del IFNAR1 desemperia un papel cave en la 

transduccion de la seal quo se inicia en la superficie celular hacia el nacleo tras la union de interferones de Tipo I 

(Basu et al., 1998). La interrupciOn dirigida del gen IFNAR1 provoca la perdida de la respuesta antiviral a los IFN de 

Tipo I, lo quo demuestra quo este polipeptido del receptor es un componente esencial del complejo receptor y que 

60 ambas subunidades (IFNAR1 e IFNAR2) resultan necesarias para la senalizacion de IFNa e IFNp (Vandenbroek et 

al., 1995; Muller et al., 1994; Fiette et al., 1995; Steinhoff et al., 1995; y van den Broek et al., 1995). 

[0014] La union del interferon de Tipo I al complejo receptor active dos quinasas Janus (Tyk2 y JAK1) quo median en 

la tosforilacion de tirosinas y la activackin de los dos factores de transcripcien citoplasmaticos latentes STAT1 y 

65 STAT2 . Estos factores forman un complejo (ISGF3) con la proteina p48 de union a ADN, la proteina 9 estimulada 

por el interferOn (IRF 9), que se transloca al nCicleo para promover la transcripcion de genes especificos (Fu et al., 
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1992; Schindler et al., 1992; Darnell et al., 1994; !hie et al, 1995; y Taniguchi, 1995). Los Tyk2 y STAT2 estan 

asociados constitutivamente con la regi6n pr6xima a la membrana de la cadena del IFNAR1, mientras que los JAK1 

y STAT1 est& asociados fisicamente con el IFNAR2. Los cuatro factores se activan rapidamente durante la 

estimulacien de IFNcc (Luffalla et al., 1995; Bazan, 1990; Basu et al., 1998; Barbieri et al., 1994; Velazquez et al., 

5 1995; Uddin et al., 1995; Van et al., 1996(a) y 1996(b). 

10 

[0015] La union de los IEN de Tipo III con sus correspondientes receptores de la superficie celular active tambien el 

complejo ISGF3, lo que sugiere que los IFN de Tipo III activan tambien a una serie de genes comunes con los IFN 

de Tipo I (Ank et al., 2006). 

Receptores de reconocimiento de patrones 

[0016] Poblaciones clave de celulas, incluidas las calulas dendriticas (DC), que est& distribuidas par todos los 

tejidos perifericos, actian coma centinelas capaces de reconocer a agentes infecciosos a troves de receptores de 

15 reconocimiento de patrones (PRR). Estos incluyen la familia de receptores tipo Toll (TLR) de los receptores de la 

superficie celular y de la membrana endosomal (Uematsu y Akira, 2007), y las proteinas receptoras citosdicas del 

tipo de gen inducible par acid° retinoico 1 (RIG-1) RIG-1, MDA5 y LGP2 (Yoneyama y Fujita, 2007). Se han 

identificado trece miembros de la familia TLR en los mamiferos (Uematsu y Akira, 2007). Cada TLR media en una 

respuesta distinta cuando se asocia con combinaciones diferentes de las cuatro proteinas adaptadoras que 

20 contienen el dominio TIR (receptor Toll/IL-I): MyD88, TRIF, TIRAP/MAL y TRAM. Todos los TLR interactoan con la 

MyD88, a exceed& del TLR3. El TLR3, que reconoce el ARN viral mono o bicatenario, se localize en los 

endosomas de las DC mieloides y precise de la acidificacion de las vesiculas para activarse. El TLR3 emite senales 

a traves de la TRIF y active a TBKI/IKKe, quo fosforila el factor de regulacion del interferon 3 (IRF3) y el NFkB, 

resultando en la producciOn de IFN b (Hemmi et al, 2004; y Perry et al., 2004). Las proteinas receptoras tipo RIG-I 

25 son helicasas de ARN con cuadro DExD/H, dos de las cuales (RIG-I y MDA5) disponen de motivos tipo CARD 

(dominio de reclutamiento y activacion de caspasas) en el extremo N-terminal (Yoneyama y Fujita, 2007). El dominio 

CARD interactia con IPS-1 produciendo la activaciOn de IRF3 y NFkB, asi coma la produce& de IEN b. Asi, la 

activacion de los PAR promueve la producciOn de citoquinas proinflamatorias, incluidos los IFN de Tipo 1, y la 

activacion de la respuesta inmunitaria innate. 

30 

[0017] Las celulas dendriticas emiten sus senales principalmente a traves de los TLR, mientras que los receptores 

tipo RIG-I predominan en otros tipos de celulas. En los humanos se pueden distinguir dos subconjuntos principales 

de las celulas DC compuestos de las DC mieloides derivadas de monocitos CD11c(+), presentes en la mayoria de 

tejidos, y las DC plasmacitoides CD11c(-) (pDCs), presentes fundamentalmente en los ganglios linfaticos. Las DC 

35 plasmacitoides son las principales productoras de IFN de Tipo I en respuesta a virus (Steinmann y Hemmi, 2006). 

Estas colulas expresan altos niveles de TLR9 y TLR7/8, que reconocen el ARN monocatenario (ssRNA) y el ADN 

CpG respectivamente (Diebold et al., 2004; He li et al., 2004); y Hemmi et al., 2000). La activacien de TLR7/8 y TLR9 

conduce a la formed& de un complejo con MyD88 y la fosforilacion de IRF7, y a la producciOn de altos niveles de 

IFN de Tipo 1 (Uematsu y Akira, 2007). 

40 

Receptores de TNF 

[0018] El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina multifuncional que ejerce efectos pleiotropicos en 

distintos tipos de celulas. El TNF-a se sintetiza coma pro-TNF, una proteina 26 kDa unida a la membrana quo se 

45 libera cuando la enzima convertidora de TNF (TACE) fragmenta su prodominio para producir una proteina 17 kDa 

compuesta par 157 aminoacidos, que existe coma homotrimero disuelto. Los TNF-a se unen a dos receptores 

distintos, el TNFR-1 (p55) y el TNFR2 (p75). El TNFR-1 (p55) contiene un dominio de muerte (ausente en el TNFR2) 

que interviene en la inducci6n de la apoptosis. La union del homotrimero TNF-a al TNFR-1 produce la trimerizacion 

del TNFR-1y la liberacien del silenciador del dominio de muerte (SODD). El dominio de muerte asociado at TNFR 

50 (TRADD) se une al dominio de muerte del TNFR-1 y recluta las proteinas adaptadoras, la proteina de interaccion 

con el receptor (RIP), el factor 2 asociado al TNFR (TRAF-2), y el dominio de muerte asociado a Fas (FADD). El 

TNFR-1 senala la apoptosis con la uni6n del FADD a la pro-caspasa 8, la activacion de la cual induce una cascada 

de proteasas que provoca la apoptosis. El TNFR-1 senala la supervivencia, con el reclutamiento del TRAF-2, quo 

inhibe la apoptosis a [raves de la protefna citoplasmatica inhibidora de la apoptosis (cIAP). Una de las principales 

55 vies de senalizacion desencadenada por el reclutamiento del TRAF-2 y de la RIP al complejo receptor TNFR-1 es la 

via NE-KB, quo transduce una serial al nCicleo quo culmina con la activaciOn transcripcional de una serie de genes 

TNF diana (Schwamborn et al., 2003). El NE-KB es un factor de transcripciOn ubicuo inducido por varies citoquinas 

(incluyendo las IFNy, IL2, IL5 e IFNa2). El NE-KB interviene en la regulacion de numerosos genes relacionados con 

procesos como la respuesta inflamatoria, la apoptosis, el cancer, la supervivencia neuronal y la inmunidad innate. La 

60 activaciOn del NFKB se controla principalmente en el nivel postranscripcional, con la degraded& de la subunidad 

inhibitoria IKB del complejo p55/p65/IkB, presente en el citoplasma. Estimulos de activacian como el TNFa activan un 

complejo quinasa compuesto par dos quinasas IKB especificas (IKKa e !KW, y una subunidad moduladora (NEMO 

o IKKy). Este proceso conduce a la fosforilacion de la subunidad inhibitoria, a su ubiquitinackin y a su degraded& a 

traves del proteasoma. Asi se desencadena la translocacien del NE-KB al nude°, donde inicia la transcripciOn 

65 uniendose a las secuencias de regulacion (secuencias de reconocimiento/union del NFK13) presentes en la regi6n 

promotora de los genes NFkB diana.  

4 

ES 2 409 356 T3

 



Receptores acoplados a proteinas G 

[0019] Las vias de senalizaciOn transmembranales de la proteina G constan de 3 proteinas: receptores, proteinas G 

5 y efectores. Las proteinas G acthan de intermediaries en as vies de serialized& transmembranales y son 

heterodimeros compuestos par las subunidades a, y y. Entre los miembros de una familia de proteinas G difieren 

las subunidades a . Las funciones de estas proteinas se regulan por a asociaciOn ciclica del GTP con la subunidad 

a, seguida par la hidrOlisis del GTP al GDP y la disociaciOn del GDP. 

10 [0020] Los receptores acoplados a proteinas G son una clase diverse de receptores que media en la transduccien de 

senal uniendose a las proteinas G. La transducci6n de serial se inicia can la union de los ligandos al receptor de la 

membrana celular, que estimula la uni6n del receptor a la proteina G. La interaccion entre la proteina G y el reseptor 

libera GDP, quo se une de manera especifica a la proteina G y posibilita la union del GTP, lo cual active la proteina 

G. Una vez activada, la proteina G se disocia del receptor y active la protelna efectora que regula los niveles 

15 intracelulares de segundos rnensajeros especificos. Entre estas proteinas efectoras se encuentran la adenilato 

ciclasa, la guanilato ciclasa y la fosfolipasa C. 

Factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento 

20 [0021] Los factores de crecimiento de polipeptidos son moduladores de la proliferacion y diferenciacion celular. Sus 

funciones biologicas son mediadas par la interacci6n del factor de crecimiento con los receptores de la superficie 

celular y las subsiguientes alteraciones en la expresiOn de los genes. Los factores de crecimiento se unen a 

receptores especificos, y parece quo inducen la fosforilaciOn de tirosinas y la sintesis del mRNA de c-fos. Ademes, 

par lo menos algunos factores de crecimiento se translocan al n0cleo, coma el factor de crecimiento derivado de 

25 plaquetas (PDGF) (Yeh of al., 1987) y el factor 2 de crecimiento de union a heparina o factor basic° de de 

crecimiento de fibroblastos (Bouche et al., 1987). 

[0022] La activacien de receptores de factores de crecimiento por la interaccien con factores especificos de 

crecimiento o agentes coma el acetato de forbol miristato (PMA), active la proteina quinasa C, una familia de 

30 proteinas quinasas activadas par fosfolipidos y calcio Este activaciOn da lugar a la transcripci6n de una serie de 

genes de codificacion de factores de transcripcion, los protooncogenes (coma c-fos, c-myc y c-jun), proteasas, 

inhibidores de proteasa (coma la colagenasa de Tipo I y el inhibidor del activador del plasminegeno) y molecules de 

adhesion (coma la molecule de adhesiOn intercelular l). La activaciOn de la proteina quinasa C antagoniza la 

actividad de los factores de crecimiento debido a la rapida fosforilaciOn de los receptores de factores de crecimiento, 

35 lo cual a su vez reduce la actividad de la tirosina quinasa. Se considera quo los factores de crecimiento y otros 

mitogenos que inducen la proliferacien y el crecimiento celular desempenan un papel central en el crecimiento de 

tumores, los cuales can frecuencia Ilevan receptores de la superficie celular identificables que son especificos de 

factores de crecimiento y otras sefiales extracelulares. 

40 [0023] La interaccion del factor de crecimiento nervioso (NGF) con su receptor es tipica de la cantidad de respuestas 

que generan las senales extracelulares de este tipo. El NGF es una hormona de crecimiento polipeptidica necesaria 

para la diferenciaci6n y el crecimiento de las neuronas sensoriales derivadas de la cresta neural. El NGF se une a su 

correspondiente receptor de la superficie celular, y se transporta de forma retr6grada at cuerpo de la celula 

(Changelien et al., 1989). [so inicia una cascade de eventos intracelulares quo culminan con un fenotipo 

45 diferenciado. En el estudio de la diferenciacion mediada par NGF se usan coma modelo las celulas PC12, una linea 

celular de feocromocitoma de rata. Tras el tratamiento con NGF, las celulas PC12 cambian de celulas tipo 

cromafines suprarrenales que se replican a celulas tipo neurones simpaticas electricamente excitables que no se 

replican. 

50 [0024] Los cambios fenotipicos se acomparian par la induccion y la expresi6n de genes especificos. La uni6n de 

NGF a las celulas PC12 induce la expresien rapida e inmediata de genes especificos, incluidos los genes c-fos, 

NGF1-A y NGF1-B, tambien denominados genes tempranos. Se considera que dichos genes codifican los 

reguladores transcripcionales. El producto genic° de NGF1-A contiene dominios "dedo de zinc" quo se repiten on 

tandem, caracteristicos de las proteinas de uni6n a ADN, y la proteina NGF1-B es homologa a los miembros de la 

55 familia de receptores de glucoconicoides, par lo quo es probable quo funcione coma un modulador de transcripci6n 

dependiente de ligandos. El producto genic° de c-fos, FOS, parece funcionar coma una molecule de regulacien 

transcripcional. 

El non c-fos v genes relacionados 

60 

[0025] Tal como se ha indicado anteriormente, la induccien de la expresion del gen c-fos es un evento com& on 

varies vias de respuesta quo se inician par a la actividad de una variedad de proteinas de la superficie celular. 

[0026] El producto genic° de c-fos, FOS, se asocia can el activador de la transcripciOn JUN (producto del gen c-jun) 

65 para formar un complejo quo a su vez forma un complejo de activaciOn de la transcripcion, el AP-1. La transcripcion 

de c-fos y c-jun se induce 'tide y transitoriamente tras la esfimulacion. Los mRNA inducidos se acumulan durante 
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1-2 horas en el citoplasma, donde se trasladan las proteinas FOS y JUN, de vide cone, para translocarse luego al 
nucleo y formar un complejo proteico heterodimerico que se une al elemento de regulacien del ADN, el sitio de uniOn 
del AP-1. 

5 [0027] Los genes c-fos y c-jun son miembros de las families genicas quo codifican proteinas quo participan en la 
tarmac& de los complejos hetereodimericos que interact:Jan con los sitios de uni6n del AP-1. El factor de 
transcripcian AP-1 este compuesto par varios complejos proteicos cuyas concentraciones se alteran frente a la 
estimulacion celular. Estos complejos interactOan de manera especifica con un mofivo de secuencia nucleo de 
nucleOtidos con siete bases, que es conocido como un constituyente relativamente comun de elementos de 

10 regulacion transcripcional tanto positivos como negativos, y es necesario con respecto a los niveles basales e 
inducidos de la expresion de los genes. 

[0028] Los productos gOnicos FOS y JUN cooperan en la regulacien de los genes diana inherentes a muchas de las 
respuestas celulares y adaptativas al entorno. Forman parte de una serie deprocesos neurofisiolOgicos. 

[0029] De esta manera, la inducciOn de c-fos involucra varies vies de segundos mensajeros que actean a traves de 
distintos elementos de regulacion y que modifican diferencialmente el producto genic° resultante, FOS, que a su vez 
interact:la de distintos modos con la proteina JUN modificada diferencialmente. Par lo tanto, una multitud de eventos 
extracelulares induce la expresion de un pequerio miner° de proteinas inducibles, quo forman una serie de 

20 complejos proteicos capaces de unirse diferencialmente a los elementos de regulaciOn del ADN quo contienen los 
sitios de union del AP-1. En consecuencia, una gran cantidad de proteinas de la superficie celular pueden actuar a 
traves de vies de transduccion superpuestas ytransducir las senates extracelulares que finalmente inducen una 
variedad de respuestas. 

15 

25 [0030] Son muchos los ensayos basados en la actividad in vivo de una linea celular viva. Puede servir de ejemplo 
una linea celular con un elemento de respuesta al estimulo del interferon (ISRE) con conexi6n a un gen de la 
luciferasa, o a otro gen reportero. En este supuesto, Si la linea celular se expone a la presencia de interferon como 
una sehal extracelular, la actividad de transducci6n de serial de los receptores de la superficie celular de interfer6n 
enclogeno produce una serial quo active el ISRE, lo quo a su vez provoca la transcripcion del gen de la luciferasa. 

30 De este manera, es posible medir a actividad generadora de luz de la luciferasa y relacionarla con la cantidad de 
interferon presente on la muestra, la cual es proporcional a la cantidad de interferon en un rango determinado 
(Lallemand et al., 1996). 

[0031] Lleonart et al. (1990) describieron un ensayo con genes reporteros para el interferon de Tipo I basado on 
35 celulas Vero de mono transfectadas con un promotor Mx de ratan inducible por interferOn de Tipo I, vinculado al gen 

de la hormona del crecimiento humano (hGH) como gen reporter°. Para ampliar este ensayo, se transfectaron las 
celulas Vero de mono con un plasmido quo Ilevaba el gen reporter° de la luciferasa bajo el control del promotor Mx1 
de ratan inducible par interferon de Tipo I (Canosi et al., 1996). 

40 [0032] Hammerling et al. (1998) Ilevaron a cabo otro tipo de ensayo con genes reporteros para el interferon En este 
cocas& se recurri6 a una linea celular de glioblastoma humano transfectada con una construcciOn de genes 
reporteros compuesta par un promotor de la proteina glial fibrilar acida (GFAP) y un gen reportero p-galactosidasa 
de E. coli (lacZ) Este ensayo concreto mide a reduccientinhibicion de la expresiOn de p-galactosidasa por el 
interferon humano de Tipo I o II de manera selective y en funciOn de la dosis. 

[0033] Los resultados de muchos extensos estudios clinicos aleatorios muestran quo el interferon beta (IFNp) reduce 
la frecuencia y la severidad de las recaidas clinicas, ralentiza la progresiOn de la enfermedad y mejora la calidad de 
vide de los pacientes con esclerosis mOltiple remitente recurrente (ARMS) (Clerico et al., 2007; y McCormick et al., 
2004). No obstante, el tratamiento repetido con IFNp recombinante puede bajar la tolerancia inmunitaria a los 

50 autoantigenos on determinados pacientes, desencadenando la produccion de anticuerpos neutralizantes (NAB) 
contra el homologo de la proteina recombinante (Hartung et al., 2007; Noronha, 2007; y Namaka et al., 2006). La 
apariciOn de anticuerpos NAB se asocia a una reduce& tanto de la farmacodinamica (induccion de productos 
genicos receptivos a IFNP; Deisenhammer et al., 2004) como de la respuesta clinica, lo cual se determina por 
imagenes par resonancia magnetica (MRI) o la propia progresien de la enfermedad (Hartung et al., 2007; Noronha, 

55 2007; y Namaka et al., 2006). La frecuencia y los titulos de los anticuerpos anti-IFNp varian on fund& del tipo del 
preparado de IFNp con quo se trata at paciente, y de la frecuencia y via de administracion. Aunque es dificil realizar 
comparaciones directas entre muchos de los estudios realizados debido a la variedad de ensayos y estandares de 
neutralizacian quo utilizan, estudios comparativos muestran quo el IFNP-lb es mas inmunogenico quo el IFNp-1a 
(Bertolotto et al., 2002), debido posiblemente a la menor actividad especifica del IFNp-lb y, par tanto, a la mayor 

60 masa proteica quo se inyecta (Antonetti et al., 2002). Tambien pueden contribuir a la inmunogenicidad del IFNp-1b 
las diferencias on los aminoacidos, la falta de glicosilaciOn del IFNp-lb recombinante on compared& con la proterna 
nativa alas formes actualmente autorizadas del IFNO-la, alas caracteristicas de la formulacian (Giovannoni, 2004). 

[0034] Los metodos actuates para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra el IFNa o IFNp se 
65 basan on la inhibician de la actividad del IFN a traves de bioensayos antivirales o de la induccien de una proteina 

inducida par IFN (Deisenhammer et al., 2004). Los bioensayos basados on la capacidad del IFN para inhibir la 
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10 

replicacien viral son imprecisos, ya que se limitan a detectar diferencias del doble o mas, ofrecen resultados 

variables y precisan de varios dias para completarse. Para medir la induccian de una proteina antiviral inducida por 

IFN como MxA deben usarse lineas celulares o sangre periferica, y realizar una evaluacion posterior de los niveles 

de proteina con ELISA o medir los niveles de mRNA de MxA (Deisenhammer et at, 2004). 

[0035] El documento WO 2004/039990 A (TOVEY MICHAEL, 13-05-2004) divulge un ensayo con genes reporteros y 

un kit donde se usa una via de transducciOn de sefial de IFN. La vide Cita de la linea celular que se emplea en este 

ensayo (asi como en la invenciOn presente), PIL5, aumenta con el uso de agentes antimitoticos o proapopt6ticos y 

su posterior criopreservacien. 

Resumen de la invencion 

[0036] La presente invenciOn ofrece un meted° para Ilevar a cabo un ensayo de neutralizaciOn, con el objetivo de 

determiner el titulo de los anticuerpos en una muestra que se somete a la prueba. Los anticuerpos de esta muestra 

15 son especificos bien para una molecule diana predeterminada, que active a actividad de transducci6n de sefial de 

una proteina de la superficie celular, o un receptor de reconocimiento de patrones o para un antagonista de la 

molecule diana predeterminada. Este matodo presenta una mejora respecto a los ensayos de neutralized& 

existentes porque a sensibilidad del ensayo con genes reporteros para determinar la neutralized& aumenta por el 

uso de una linea celular transformada con una construed& de genes reporteros. Asimismo, sus propiedades 

20 garantizan que se mantendra la transduccien de serial en respuesta a una sefial extracelular que genera la molecule 

diana durante al menos una hora aproximadamente. No obstante, a actividad de transducci& de sefial se perdera y 

se incurrird en muerte celular en un period° no superior a 30 dias aproximadamente a temperaturas por encima del 

punto de congelaciOn. 

25 Breve descripcion de las figures 

30 

[0037] La figura 1 muestra una represented& esquernalica de una construed& de genes reporteros de la 

luciferasa, donde la expresian de la luciferasa se controla por un promotor quimerico que contiene un elemento de 

respuesta sensible al interferon (ISRE) del gen I8315 y un promotor SV40 minimo. 

[0038] La figura 2 muestra una represented& esquematica de una construcci6n de genes reporteros de la proteina 

verde fluorescente mejorada (EGFP-1), donde la expresion de EGFP-1 se controla por un promotor quimerico que 

contiene un ISHE del gen 18315 y un promotor SV40 minima 

35 [0039] La figura 3 es un grafico de curves dosis-respuesta para los subtipos de IFNa humano. Las celulas PIL5 vivas 

congeladas fueron incubadas durante la noche con diluciones seriadas al decimo (1:10) de uno de los subtipos de 

IFN alfa humano o IFNP. A continuacien, las celulas fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reactivo 

y se determine la actividad de la luciferasa con un luminometro, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES 

METODOS del ejemplo 2. La actividad de IFN se determin6 a partir de la curve dosis-respuesta de unidades 

40 relatives de luciferasa (RLU), expresadas como coefieciente de induccion, respecto a la concentracien de IFN 

expresada en IU/ml. 

[0040] Las figures 4A y 4B son graficos de curves dosis-respuesta para los interferones humanos de Tipo I. Las 

celulas PIL5 vivas fueron incubadas durante a noche con diluciones seriadas al decimo (1:10) de la preparaci6n de 

45 referencia internacional del IFNa human° (0-023-901-527), tal como se muestra en la figura 4A, o de la preparaciOn 

de referencia internacional del IFNp humane (Gb23-902-531), tal coma se muestra en la figura 4B. A continuacion, 

las celulas fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reactivo y se determine la actividad de la 

luciferasa con un luminOmetro, conforme a lo descrito en el epfgrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. La 

actividad de IFN se determin6 a par-fir de la curve dosis-respuesta de unidades relatives de luciferasa (RLU), 

50 expresada como razan de incremento de la induccion, respecto a la concentracian de IFN expresada en 

[0041] Las figures 5A y 5B son graficos de curves dosis-respuesta para las preparaciones clinicamente formuladas 

de IFNa e iFNp humano. En la figura 5A, las celulas PIL5 congeladas y preparadas para el ensayo (ensayo de alfa y 

beta de iLite, NeutekBio Ltd, Galway, Mande), se sometieron a descongelaci& rapida y fueron incubadas durante 

55 noche por duplicado con diluciones seriadas al decimo (1:10) de IFNa2a (ROFERON-AT"), IFNa2b (INTRON-AT"), 

IFNa2a pegilado (PEGASYST"), o IFNa2b pegilado (PEG-INTRONT") humano. En la figura 58, las celulas PIL5 

congeladas y preparadas para el ensayo (ensayo de alfa y beta de iLite, NeutekBio Ltd, Galway, Wanda), se 

sometieron a descongelaci& 'tide y fueron incubadas durante la noche por duplicado con diluciones seriadas al 

decimo (1:10) de IFNO-la (AVONEXT"), IFN13-la (REBIFT"), o IFN113-lb (BETAFERONT") humano. A continuaci6n, 

60 las celulas fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reactivo y se determine la actividad de la 

luciferasa con un luminometro, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. La 

actividad de IFN se determin6 a partir de la curve dosis-respuesta de unidades relatives de luciferasa (RLU), 

respecto a la concentracien de IFN expresada en IU/ml. 

65 [0042] Las figures 6A a 6D son graficos comparativos de curves dosis-respuesta para los interferones humanos de 

Tipo I obtenidos usando celulas tratadas con quimicos o celulas vivas. Las celulas PIL5 congeladas y preparadas 
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para el ensayo (circulo abierto) o las celulas PIL5 vivas (cuadrado selido) fueron incubadas durante a noche por 

duplicado con diluciones seriadas al decimo (1:10) de INTRONAT" (fig. 6A), BETAFERONT" (fig. 68), REBIFT" (fig. 

6C), o AVONEXTM (fig. 60). A continuaciOn, las celulas fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del 

reactive y se determin6 la actividad de la luciferasa con un luminOmetro, conforme a lo descrito en el epigrafe 

5 MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. La actividad de IFN se determin6 a partir de la curve dosis-respuesta de 

unidades relatives de luciferasa (RLU), expresadas como razOn de incremento de la inducci6n, respecto a la 

concentraci6n de IFN expresada en IU/ml. 

[0043] Las figures 7A a 70 son graficos de curves de neutralizacien para anticuerpos neutralizantes NAB delFNa 

10 antihumano usando celulas PIL5 tratadas con quimicos. Se incubaron por duplicado durante la noche diluciones 

seriadas al decimo (1:10) de sueros de pacientes con hepatitis C crOnica tratados con IFN-a2 recombinante, con 10 

LU/m1 de ROFERONTM (fig. 7A), IFNa1 (fig. 78), PEGASVSTM (fig. 7C), o PEG-INTRONT" (fig. 70) durante 1 hora a 

37° C y, a continuaciOn, durante 2 horas mas a 4° C antes de incubarse durante a noche con celulas PIL5 

congeladas y tratadas con vinblastina, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 

15 2. Seguidamente, las celulas fueron lisadas con el sustrato de luciferasa ponador del reactivo y se determine la 

actividad de la luciferasa con un luminometro conf orme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS. Los 

titulos de NAB de las muestras se determinaron conforme al epigrafe MATERIALES Y METODOS y expresados en 

unidades TRU/ml. 

20 [0044] Las figuras 8A a 8C son graficos de curves de neutralizacien para anticuerpos NAB de IFN6 antihumano 

usando calulas PIL5 tratadas con quimicos. Se incubaron por duplicado diluciones seriadas al decimo (1:10) de 

sueros de pacientes con RRMS tratados con IFNi3 recombinante, con 10 LU/ml de BETAFERONT" (fig. 8A), 

REBIFTM (fig. 88) o AVONEXTM (fig. 8C) durante 1 hora a 37°C y, a continuacien, durante 2 horas mas a 4°C antes 

de incubarse durante la noche con celulas PIL5 congeladas y tratadas con vinblastina, conforme a lo descrito en el 

25 epigrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. A continuacien, las celulas fueron lisadas con el sustrato de 

luciferasa portador del reactivo y se determine la actividad de la luciferese con un luminOmetro, conforme a lo 

descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. Los Mules de NAB de las muestras se 

determinaron conforme al epigrafe MATERIALES Y METODOS y expresados en unidades TRU/ml. 

30 Descripcion detallada de la invencion 

[0045] El objeto de la presente invencien es un metodo mejorado de realizacien de un ensayo para determiner el 

titulo de los anticuerpos neutralizantes en una muestra quo contiene anticuerpos especificos para una molecule 

diana predeterminada i e que pueden reconocer y unirse a ella, a cual active a actividad de transducci6n de serial 

35 de una proteina de la superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones, y bloquea a capacidad de 

la molecule diana predeterminada para activar la actividad de transducciOn de serial de una proteina de la superficie 

celular o de un receptor de reconocimiento de patrones. Asimismo, a presente invenciOn tiene como objeto un 

metodo mejorado para determinar el titulo de neutralizaciOn de los anticuerpos quo reconocen molecules o 

preparaciones, como vacunas bacterianas o virus atenuados o vivos, cuyos componentes interactean con receptores 

40 de reconocimiento de patrones, que incluyen, entre otros, los receptores tipo Toll (TLR) de la superficie celular o 

receptores de la membrane endosomal (Uematsu y Akira, 2007), o las proteinas receptoras citoselicas del tipo de 

gen inducible por acid° retinoico 1 (GIG-I) RIG-1, MDA5 y LGP2 (Yoneyama y Fujitia, 2007). Ademas, con el 

presente mdtodo se puede determinar el titulo de los anticuerpos neutralizantes para los antagonistas de la molecule 

diana predeterminada. 

45 

[0046] El metodo de la presente invencien conlleva la preparacien de una dilucien seriada de la muestra, 

preferentemente obtenida de la sangre (suero) de un sujeto mamifero, a la quo se agrega una cantidad fija de la 

molecule diana (y una cantidad fija de un antagonista de la molecule diana si han de determinarse los anticuerpos 

neutralizantes para dicho antagonista). Dicha cantidad corresponde a una unidad predeterminada de actividad de la 

50 molecule diana, aplicando a las distintas diluciones la misma concentraciOn de molecule diana. A continuacion, las 

distintas diluciones se someten a un ensayo con genes reporteros para medir el nivel del producto del gen reportero 

cuando la dilucien entra en contacto con una linea celular transformada con una construccien de genes reporteros. 

El objetivo es determinar, on primer lugar, la cantidad de actividad residual (capacidad de las molecules diana 

restantes que no han sido neutralizadas por anticuerpos ni antagonistas de activar la actividad de transducciOn de 

55 senal de una proteina de la superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones) de la molecule diana 

en la dilucion, y on segundo lugar, determinar la diluciOn on la quo la actividad de la molecule diana agregada se 

reduce on funciOn de un factor predeterminado x, donde el titulo de neutralizaciOn de los anticuerpos se expresa 

como una reducciOn multiplicada por x en unidades de activided/ml. Este factor predeterminado x es 

preferentemente 10, de modo que el titulo de los anticuerpos neutralizantes se expresa on unidades de reduccien a 

60 la decima parte (TRU)/ml. 

[0047] La mejora respecto a los ensayos de neutralizaciOn estandar convencionales consiste en quo aumenta la 

sensibilidad del meted° del ensayo de neutralizacien segiTin a presente invencien debido al uso de una linea celular 

on el ensayo con genes reporteros tratada previamente con un agente antimitetico o proapoptetico, para adquirir la 

65 propiedad de mantener la actividad de transduccien de serial durante al menos una hora, preferentemente al menos 

durante 8 horas aproximadamente y mas preferentemente durante al menos dieciocho horas aproximadamente. No 
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obstante, perdera la actividad de transducci& de senal e incurrira on muerte celular (apoptosis) en no mas de 30 

dies, preferentemente en no mas de 14 dias, mas preferentemente on no mas de 5 dias incluso en no mas de 24 

horas, si se supera la temperatura de congelaciOn. 

5 [0048] Los inventores de la presente invencien descubrieron inesperadamente quo las celulas PIL5 (celulas 

promonociticas humanas U937 transfectadas con una construed& de genes reporteros de la luciferasa bajo el 

control de un promotor quimerico receptivo al IFN; Lallemand et al., 1996) tratadas con un agente antimitOtico o 

proapoptetico (i.e. vinblastina), para adquirir la propiedad de mantener a actividad de transduccion de serial durante 

el tiempo suficiente para Ilevar a cabo el ensayo de neutralizacion, y perder la actividad de transduccien de senal e 

10 incurrir en muerte celular en no mes de 30 dias Si se supera la temperature de congelacion, se comportan mejor con 

una sensibilidad mejorada del ensayo de neutralized& en comparaci6n con las correspondientes celulas no 

tratadas. Dado quo las celulas "tratadas" no pueden replicarse, no se consideran celulas "vivas" coma las celulas 

PIL5 no tratadas. 

15 [0049] La linea celular usada en el metodo segon la presente invencion, cuya linea celular PIL5 es una realized& 

preferida, fue revelada con anterioridad en as documentos WO 2004/039990 y US 2004/0235157, ambos incluidos 

en el presente documento coma referencia. La linea celular revelada en WO 2004/039990 y US 2004/0235157 se 

transforma can una construed& de genes reporteros quo comprende una secuencia de nucleetidos que codifica un 

producto del gen reportero unido operativamente a uno o varios elementos de control transcripcional. Se regula a 

20 traves de la actividad de transducci6n de senal de una proteina de la superficie celular en respuesta a una sena, 

extracelular (i.e. se genera par la molecule diana usada en el metodo segiin la presente invencion). Esta celula se ha 

tratado de tal manera quo mantenga la actividad de transduccien de serial de la proteina de la superficie celular 

durante al menos una hora pero no mas de 30 dies, si se supera la temperature de congelacion, antes de perder 

dicha actividad. No se trata simplemente de inhibir la division celular y mantener la celula en estado de congelacion 

25 para proporcionarle la vide Util necesaria para el objetivo deseado par el usuario final (p. ej. realizar un ensayo), sino 

en aplicar a la celula el tratamiento necesario para congelarla y posibilitar periodos prolongados de almacenamiento 

y transporte en este estado. De este modo, se ofrece a los proveedores la ventaja comercial de disponer de celulas 

de un solo uso que el usuario no puede propagar para otras aplicaciones. En su lugar, debe adquirirse del proveedor 

una celula, preferentemente integrada en un kit, para cada uso. 

30 

[0050] Si se compara la actividad de los genes reporteros de las celulas "tratadas" y "vivas" con distintos titulos de 

interferon (tal coma se muestra en el ejemplo 2 siguiente), puede apreciarse quo el coeficiente de aumento de la 

actividad de los genes reporteros de los titulos bajos de interferon para las celulas tratadas resulta significativamente 

mas elevado quo para las celulas vivas. Par otra parte, las celulas vivas presentan mayor receptividad a titulos mas 

35 altos de interferon. Asi, las celulas tratadas presentan un limite inferior de detecciOn de interferOn y una sensibilidad 

mejor al interferon. La sensibilidad se define como el punto medio de la curve dosis-respuesta de interferon, 

determinado por la diferencia entre el valor obtenido para la muestra de control sin interferOn y el valor obtenido pare 

las dosis de saturaciOn de interferon. 

40 [0051] La importancia de este actividad mejorada con titulos de interferon inferiores radica en quo las celulas 

tratadas son muy superiores a las celulas vivas on la cuantificacion de anticuerpos neutralizantes contra al 

interferon. Este hecho puede apreciarse especialmente en el caso de antisueros potentes, donde de forma 

sistematica se obtienen titulos de neutralized& mas altos can celulas tratadas quo can celulas vivas. La 

metodologia estandar aprobada par la Organized& Mundial de la Salud (OMS) (Kawade et al., 1984; y Grossberg 

45 et al., 2001a, b) para determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes en suero (por ejemplo, on el suero de 

pacientes can esclerosis multiple remitente recurrente tratados can interferOn p), es la siguiente: el ensayo determina 

la capacidad de las diluciones seriadas del suero de un paciente para reducir diez unidades de actividad de 

laboratorio a una unidad de actividad de laboratorio, lo quo se considera el punto final. El titulo de los anticuerpos 

neutralizentes se expresa en unidades de reduccion a la decima parte par ml (TRU/ml). 

50 

[0052] La enorme importancia clinica de los ensayos con anticuerpos neutralizantes radica en quo los pacientes de 

enfermedades crOnicas que reciben tratamiento continuado, coma on el caso de la esclerosis multiple remitente 

recurrente tratada can interfer6n p, dejan de experimenter los efectos beneficiosos del tratamiento can el agente 

terapeutico si el paciente desarrolla una respuesta inmunitaria contra dicho agente. Par ello es importante poder 

55 detectar si un paciente desarrolla este tipo de respuesta y cuando esto ocurre, para detener el tratamiento en este 

momenta. De este modo pueden evitarse posibles reacciones adversas coma un shock anafilactico o reacciones a la 

port usion. 

[0053] La sensibilidad mejorada a titulos inferiores de interfer6n ofrece dos ventajas. En primer lugar, se puede 

60 hablar de mejora on el sentido de que se reduce el limit° inferior de detecciOn. Al reducir este !Unite, pueden 

detectarse en el ensayo cantidades menores de interferen, y esto puede resultar muy Otil para distintos propositos. 

[0054] La segunda ventaja inherente al metodo de ensayo de neutralized& segbn la presente invencion consiste en 

la obtenciOn de resultados mas precisos y sensibles, especialmente en el caso de pacientes can niveles elevados de 

65 anticuerpos anti-interferon circulantes. En el ensayo de neutralized& aprobado par la Organized& Mundial de la 

Salud (OMS) solo se determina una unidad de laboratorio coma punto media entre la respuesta maxima y minima de 
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los genes reporteros. En el caso de titulos altos de interferon, la respuesta se estabiliza. Como puede apreciarse en 

los resultados experimentales y las figuras del ejemplo 2 siguiente, Si se usan colulas vivas en lugar de colulas 

tratadas, se requiere una cantidad significativamente mayor de interferen, con una potencia aproximada superior a 

10, para obtener una unidad de actividad de laboratorio. La curve de las celulas tratadas se desplaza 

5 manifiestamente hacia a izquierda, lo que indica que se precisa una cantidad mucho menor de interferon para 

obtener una sole unidad de laboratorio. La conclusien siguiente es evidente: en las celulas tratadas (en comparacion 

con las celulas vivas), diez unidades de laboratorio tambien tendran Mules mas bajos de interferon on la potencia de 

10. Dado quo on el ensayo se neutralizan cantidades mucho menores de anticuerpos, lamb& se precisan menores 

cantidades de anticuerpos para realizar la neutralizacien, y puede determinarse con mayor precision la cantidad de 

10 anticuerpos necesaria para neutralizer el 90% del interferen. Asf se pueden determinar con mayor precis& los 

tftulos de los anticuerpos y, en particular, de los tftulos altos. 

[0055] La muestra sometida a ensayo con el meted° segOn la presente invencian es un fluid° biologic° de un sujeto 

mamifero, preferentemente de un sujeto humano, quo contiene anticuerpos, como la sangre. De manera preferente, 

15 la muestra es suero. 

[0056] La linea celular a usar en el presente metodo puede ser de un sujeto mamifero o aviar, 

preferentementesiendo preferentes las celulas humanas. Las lineas celulares preferidas incluyen, entre otras, las 

lineas celulares humanas promonociticas (o U937), mieloides (o U266R), de linfoma de celulas T (i.e. Jurkatt) y de 

20 adenocarcinoma de mama (o MCF7), y las limas celulares de eritroleucemia o linfoma de ratan (o L120). 

[0057] La molecule diana predeterminada (o su antagonista), para la que se determina el titulo de los anticuerpos 

neutralizantes correspondientes segtin el motodo de la presente invencion, este concebida para incluir cualquier 

agente terapeutico, tal como las proteinas terapeuticas, que active (o bloquee, en el caso de los antagonistas de la 

25 molecule diana) la actividad de transduccien de sehal de una proteina de la superf icie celular, y para el quo no se 

desea quo se generen anticuerpos neutralizantes en el sujeto mamifero tratado con dicho agente. La molecule diana 

predeterminada lamb& puede englobar componentes de molecules o preparaciones, como vacunas bacterianas o 

virus atenuados o vivos, cuyos componentes interactean con los receptores de reconocimiento de patrones. Algunos 

ejemplos preferidos pero no limitativos de molecule diana incluyen el interferon-a, el interferon-6, el interferer-1-y, la 

30 eritropoyetina (EPO), or TNFa, las interleucinas, la hormone del crecimiento, las gonadotropinas, la insulina y otras 

hormonas, y los factores estimulantes de colonies de granulocitos (G-CSF) y granulocitos macrofagos (GM-CSF). 

Algunos ejemplos no limitativos de antagonistas de la molecule diana predeterrninada, a los quo se unen los 

anticuerpos neutralizantes, incluyen los antagonistas de TNFa, como el Infliximab (un anticuerpo quimerico), el 

Adalimumab (un anticuerpo completamente humano) y el Etanercept (una proteina de fusion de IgGIFc del receptor 

35 TNFp75). 

[0058] La proteina de la superficie celular cuya actividad de transducci6n de sehal, on respuesta a una sehal 

extracelular de una protelna o un agente terapeutico, regula la expresion de un producto del gen reportero, puede 

ser cualquier proteina de la superficie celular conocida o identificable por expertos on la materia. Ejemplos no 

40 limitativos de estas proteinas de la superficie celular incluyen los receptores de la superficie celular y los canales 

ionicos. Algunos ejemplos no limitativos de los receptores de la superficie celular incluyen los receptores de 

citoquinas (p. ej. los receptores para el interferon de Tipo I y II, las interleucinas, la hormona del crecimiento, la 

eritropoyetina [EPO], los factores estimulantes de colonies de granulocitos [G-CSF] y granulocitos macrofagos [GM-

CSF], los factores TNFa y TGFP, el ligando de Fas, el factor inhibitorio de leucemia [LIF], el factor neurotrefico ciliar 

45 [CNTF], etc.), los receptores de factores de crecimiento, de hormonas, de colulas T, de antigenos y los receptores 

complementarios y los neurorreceptores. El texto de referencia de J. M. Cruse y Robert E. Lewis (Atlas of 

Immunology, CRC Press, Washington, DC, 1999), quo revela muchos de los receptores involucrados on las 

interacciones de la respuesta y el sistema inmunitario, se incorpora on su totalidad a este document° como 

referencia. Entre los receptores de la superficie celular se incluyen tambien los receptores muscarinicos (p. ej. el M2 

50 humano [n.° de accesi6n de GenBank M16404], el M3 de rata [n.° de accesion de GenBank M16407], el M4 humano 

[n.° de accesion de GenBank M16405], el M5 humano [Bonner et al., 19881 y similares), los receptores nicotinicos 

neuronales de acetilcolina (p. ej. los subtipos a2, a3 y 32), la subunidad a2 de rata [Wada et al., 1988], la subunidad 

a3 de rata [Boulter et al., 1986], la subunidad a4 de rata [Goldman et al., 1987], la subunidad a5 de rata[Boulter et 

al., 1990], la subunidad 62 de rata [Deneris et al., 1988], la subunidad de rata 133 [Deneris et al., 1989], la subunidad 

55 134 de rate[Duvoisin et al., 1989], combinaciones de las subunidades a, de las subunidades 6 y de las subunidades a 

y p de rata, los receptores de GABA (p. ej. las subunidades al y 131 bovines [Schofield of al., 1987], las subunidades 

a2 y a3 bovines [Levitan et al., 1988], la subunidad y [Pritchett of al., 1989], las subunidades 132 y 63 [Ymer et al., 

1989], la subunidad 5 [Shivers, B.D., 1989] y similares), los receptores de glutamato (p. ej. el receptor aislado on el 

cerebro de rata [Hollmann et al., 1989] y similares), los receptores adrenergicos (p. ej. el 61 human° [Frielle et al., 

60 1987], el a2 humano [Kobilka et al., 1987], el 32 de hamster [Dixon et al., 1986] y similares), los receptores de 

dopamina (p. ej. el D2 humano [Stormann et al., 1990], de rata [Bunzow et al., 1988] y similares), los receptores de 

NGF (p. ej. los receptores de NGF humanos [Johnson et al., 1986] y similares) y los receptores de serotonina (p. ej. 

el 5HTla human° [Kobilka et al., 1987], el 51-1T2 de rata [Julius et al., 1990], el 5HTIc de rata [Julius et al., 1988] y 

similares). 

65 

[0059] Entre los receptores de reconocimiento de patrones cuya actividad de transduccion de sena!, on respuesta a 
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una serial extracelular de uno o varies componentes de una molecule o una preparacian, como una vacuna 

bacteriana o un virus atenuado o vivo, regula la expresiOn de un producto del gen reportero, se incluyen los 

receptores de la superficie celular tipo Toll (TLR) o de la membrana endosomal (Uematsu y Akira, 2007) o las 

proteinas receptoras citosOlicas del tipo gen inducible por acido retinOico 1 (GIG-I) RIG-I, MDA5 y LGP2 (Yoneyama 

5 y Fujita, 2007), que reconocen o interactean con los componentes de vacunas bacterianas o virus atenuados o 

vivos. Para determinar el grade de protecci6n que of rece la vacunaciOn, es importante evaluar los anticuerpos 

neutralizantes generados en el sujeto mamifero que ha sido tratado con la vacuna. 

[0060] En mamiferes, se han identificado trece miembros de la familia TLR (Uematsu y Akira, 2007). Cada uno de 

10 ellos media en una respuesta distinta cuando se asocia con combinaciones diferentes de las cuatro proteinas 

adaptadoras que contienen el dominio TIR (receptor Toll/IL-I): MyD88, TRIF, TIRAP/MAL y TRAM. Todos los TLR 

interactean con la MyD88, a exceed& de TLR3. El TLR3, que reconoce el ARN viral mono o bicatenario, se localize 

en los endosomas de as DC mieloides y precisa de la acidificacion de las vesiculas para activarse. El TLR3 emite 

senales a traves de TRIF y active a TBKI/IKKe, que fosforila el factor de regulaciOn del interferon 3 (IRF3) y NFkB, 

15 resultando en la producci6n de IFN (Hemmi et al, 2004; y Perry et al., 2004). Las proteinas receptoras tipo RIG-I 

son helicasas de ARN con cuadro DExD/H, dos de las cuales (RIG-I y MDA5) proporcionan la activacion de 

caspasas. 

[0061] Entre los canales &ices se incluyen los canales ionices de ealcie (p. ej. la subunidad neuronal a2 humana 

[ver W089/09834], la subunidad a1 de mOsculo esquelefico de conejo [Tanabe et al. 1987], la subunidad a2 de 

20 mOsculo esqueletico de conejo [Ellis et al., 1988], la subunidad 13 de mOsculo esqueletico de conejo [Ruth et al., 

1989], la subunidad y de mtisculo esqueletico de conejo [Jay et al., 19901 y similares), los canales ionicos de potasio 

(p. ej. el cerebro de rata [BK2] [McKinnon, D., 1989], el cerebro de rat& [BK1] [Tempel et al., 1988] y similares), los 

canales i6nicos de sodio (p. ej. el cerebro de rata Tipo I y II [Noda et al., 1986], el cerebro de rata Tipo III [Kayano et 

al., 1988] y similares). 

25 

[0062] Los expertos en la materia apreciaran que el receptor de reconocimiento de patrones o la proteina de la 

superficie celular descritos anteriormente deban ser preferentemente endrigenos a la celula de la presente 

invenciOn. No obstante, apreciaran tambien que el receptor de reconocimiento de patrones o la proteina de la 

superficie celular puedan expresarse a partir de ADN clonado, come complemento a los distintos receptores de 

30 reconocimiento de patrones o proteinas de la superficie celular. Asimismo, tanto el receptor de reconocimiento de 

patrones como la proteina de la superficie celular pueden expresarse a partir de ADN clonado, aunque se trate de 

elementos heterologos a la celula huesped. 

[0063] En cuanto a la transduccion de serial, la serial intracelular que se va a transducir se inicia a traves de la 

35 interaccien especifica de una senal extracelular, p.ej. una molecule o un cambio en el entorno, con un receptor o un 

canal i6nico presentes en la superficie celular. Esta interaccion desencadena una cascada de eventos intracelulares, 

cuya Oltima consecuencia es un cambio rapido y detectable en la expresion de un producto genico, lo cual en la 

celula de la presente invencion es un producto del gen reportero. Las senales extracelulares o molecules efectoras 

son cualquier compuesto o sustancia que modifique de forma especifica la actividad de los receptores de 

40 reconocimiento de patrones o las proteinas de la superficie celular. Entre estas senales se incluyen molecules como 

las citoquinas (p. ej. los interferones), los factores de crecimiento, las hormonas, las endorfinas, los 

neurotransmisores, la acetilcolina y sustancias mitogenicas, como el acetato de forbol miristato (PMA) que se unen a 

los canales i6nicos y los receptores de la superficie celular y modulan su actividad. Otros ejemplos incluyen 

componentes de las vacunas bacterianas y los virus atenuados o vivos. 

45 

[0064] La construcci6n de genes reporteros que transporta la celula usada en el meted° sea& la presente 

invencion, consiste en una molecule de ADN que incluye una secuencia de nucle6fidos que codifica un producto del 

gen reportero unido operativamente a secuencias o elementos de control transcripcional Estas secuencias son las 

responsables de controlar la transcripei& del gen reportero. El receptor de reconocimiento de patrones o la proteina 

50 de la superficie celular regula, de forma directa o indirecta, la actividad de al menos una o de varies de estas 

secuencias de control. Entre las secuencias de control transcripcional se incluyen los promotores y otras regiones 

reguladoras, como las secuencias intensificadoras y los sitios de union de activador y represor que modulan la 

actividad del promoter, o las secuencias de control que modulan la actividad o la eficacia de la ARN polimerasa que 

reconoce al promoter, o las secuencias de control que son reconocidas por las molecules efectoras, incluidas 

55 aquellas inducidas especificamente por la interaccion de una serial extracelular con un receptor de reconocimiento 

de patrones o una proteina de la superficie celular. Por ejemplo, para modular la actividad del promotor, puede 

modificarse la uni6n de la ARN polimerese con la region del promoter, o alternativamente, puede interferirse en el 

inicio de la transcripci6n o en la elongacion del mRNA. A estas secuencias se les denomina genericamente en este 

documento como secuencias o elementos de control transcripcional. Ademas, la construed& puede contener 

60 secuencias de nucleotides que modifiquen la traduccien del mRNA resultante y, por lo tante, alteren la cantidad 

expresada de producto del gen reportero. 

[0065] Si la actividad de un receptor de reconocimiento de patrones o de una celula de la superficie celular regula un 

promotor o media en elle, la actividad de este promotor se modificara cuando una celula se exponga a una serial 

65 extracelular particular debido a la presencia de la proteina o el receptor mencionado, cuyas actividades resultaran 

tambien afectadas per la serial extracelular. Por ejemplo, el promotor de c-fos se active especificamente cuando se 
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produce la interaccien especifica de ciertas senales extracelulares, coma las hormonas de crecimiento, con una 
proteina de la superficie celular, como un receptor de estas hormonas. En particular, la regulacien de estos 

promotores a eaves de la proteina de la superficie celular se produce, aunque de forma indirecta, en el espacio de 

unos minutos a partir del momento en que tiene lugar a interaecien entre la senal extracelular y dicha proteina. Tal 

5 como describe el presente documento, la vinculaciOn operative hace referencia a la vinculacian de un elemento de 
control transcripcional, i.e. un promotor, con una secuencia de codificaciOn de nucleetidos, de modo que este 
elemento se posiciona de forma adecuada para desempear su actividad, consistente en unir la ARN polimerasa e 
iniciar la transcripcion de la secuencia de codificacien de nucleotides. Asi, una secuencia de codificacion de 

nucleotides en vinculacion operative con un promotor se sitea en sentido descendente respecto a la direccien de la 
10 transcripcion desde el promotor, este en el marco de lecture correcto respecto al sitio de inicio de la transcripciOn, y 

se inserta de modo que la clanged& de la transcripci6n proceda a eaves de la secuencia de codificaciOn de 

nucleotides. 

[0066] Los elementos de control transcripcional adecuados pueden obtenerse o derivarse de las regiones 
15 reguladoras transcripcionales de los genes cuya expresion se induce de forma tide, por lo general on tan solo 

unos minutes a partir del momento en quo se produce el contacto entre el receptor de reconocimiento de patrones o 

la proteina de la superficie celular, y la proteina efectora que module la actividad del receptor de reconocimiento de 
patrones o la protefna de la superficie celular. Entre estos genes se incluyen los genes inmediatos tempranos 
(Sheng et al., 1990), por ejemplo c-fos. Estos genes se inducen rapidamente cuando un ligando se une a una 

20 proteina de la superficie celular. Entre los elementos de control transcripcional preferidos para las construcciones de 
genes reporteros se encuentran los correspondientes a los genes inmediatos tempranos, los elementos derivados de 
otros genes quo presentan parcial o completamente las caracteristicas de los genes inmediatos tempranos, o 

elementos sinteticos quo se construyen de modo quo los genes que mantienen con ellos una vinculacien operative 

presentan estas caracteristicas. Los genes preferidos desde los quo se derivan los elementos de control 
25 transcripcional presentan, entre otras, las siguientes caracteristicas: expresien baja o indetectable en las celulas 

pasivas, induccien rapida a nivel transcripcional on cuestion de minutos a partir de la estimulacien extracelular, 
induce& transitoria e independiente de la sintesis de nuevas proteinas, la interrupciOn subsiguiente de la 
transcripcien precisa la sintesis de nuevas proteinas, y los mRNA transcritos desde estos genes tienen una vide 
media corta. No es necesario que estOn presentes todas estas propiedades. 

[0067] Entre los elementos de control transcripcional y promotores adecuados se encuentran los promotores del gen 
de peptide intestinal vasoactivo (VIP) (receptive a cAMP. Fink et al., 1988), del gen de la somatostatina (receptivo a 
cAMP. Montminy et al., 1986), de la proeneefalina (receptive a cAMP, los agonistas nicotinicos y los esteres de 
forbol. Comb et al. 1986), del gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (receptivo a cAMP. Short et al., 1986), del 

35 gen NGFI-A (receptive a NGF, cAMP y suero. Change lian et al., 1989), los elementos de control transcripcional 
obtenidos o derivados del gen c-fos, y cualquier otro elemento que los expertos en a materia conozcan o consideren 
adecuado preparar. 

30 

[0068] El protooncogen c-fos es el homelogo celular del gen transformador del virus del osteosarcoma FBJ. Codifica 
40 una proteina nuclear que con gran probabilidad forma parte de los procesos normales de diferenciaci6n y 

crecimiento celular. La transcripcion de c-fos se active rapida y transitoriamente a eaves de factores de crecimiento e 
inductores de otras proteinas de la superficie celular, incluyendo las hormonas, los agentes especificos de la 
diferenciacien, los inductores del este, los mitegenos y otros inductores conocidos de las proteinas de la superficie 
celular. La activacian depende de la sintesis de proteinas. Entre los elementos de regulacien de c-fos se incluye una 

45 caja TATA necesaria para iniciar la transcripci6n, dos elementos en sentido ascendente para la transcripcian basal, y 
un intensificador, quo incluyeun elemento con simetria de diada necesario para la inducci6n por TPA, suero, EGF y 
PMA. El elemento intensificador transcripcional de 20 pb (pares de bases) se encuentra ubicado entre las bp -317 y - 
298, en sentido ascendente desde el sitio del casquete de mRNA de c-fos, fundamental para la induccien del suero 
on las celulas NIH 3T3 privadas de suero. Uno de los dos elementos situados en sentido ascendente se ubica entre 

50 las bp -63 y -57, y es semejante a la secuencia de consenso de la regulacien de cAMP. 

[0069] Los elementos de control transcripcional, concretamente los relacionados con las realizaciones preferidas de 
la presente invencion, on la cual el interferon de Tipo I o II actea como serial extracelular, son preferentemente 
elementos de respuesta al estimulo del interfer6n (ISRE) o secuencias activadas por interferon gamma (GAS). 

55 Aunque existen ISRE diversos, caracterizados a partir de los distintos genes humanos receptivos al interferOn de 
Tipo I, se ha identificado una secuencia de consenso para el ISRE, la ggraaaqwGAAActg (NY Id. sec.: 6. Las 

mayesculas indican secuencias del nOcleo y el subrayado altos valores de conservacien), a la quo se une el 
complejo STAT1/STAT2/IRF9 (Levy et al., 1988). Un ISRE preferido es el gen ISG15 humano, que se presenta como 
NY Id. sec.: 5, donde los nucleotides 41 a 55 corresponden a la secuencia de consenso de ISRE. El ISRE es 

60 altamente conservado entre las especies. Por ejemplo, una secuencia presente en la region del promotor del gen Mx 
del polio inducible por interferOn (Schumacher et al., 1994) es similar a la detectada en primates y es conforme a la 
secuencia de consenso de ISRE para los genes de mamiferos receptivos al interfer6n, incluidos roedores y vacas 
(ver la figura 2 de Perry et al., 1999). 

65 [0070] En cuanto a la secuencia GAS, a la quo se une el homodimero STAT1 on los genes receptivos al interferon 
de Tipo II, se ha identificado una secuencia de consenso, la nnnsanttccaGGAAntgnsn (NY Id. sec.: 7. Las 
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maykculas indican secuencias del nkleo y el subrayado altos valores de conservation), desde numerosas 

secuencias de union seleccionadas (Horvath et al., 1995). 

[0071] En los casos en quo el interfer6n de Tipo I o II act0a como senal extracelular, se considera una combinaci6n 

5 prefenda de elementos de control transcriptional un promotor quimerico receptivo at interferon, en el quo un 

element° ISRE o una secuencia GAS controla un promotor SV40 minim°, vinculado operativamente a una 

secuencia de nucleatidos quo codifica un producto del gen reporter°. 

[0072] El producto del gen reporter°, cuyo nivel indica una medida de la presencia y/o el nivel de una molecule quo 

10 active la actividad de transducci6n de seal de un receptor de reconocimiento de patrones o una proteina de la 

superficie celular, puede ser ARN o una proteina, siempre quo resulte facilmente detectable. Por ejemplo, la 

luciferasa de luciOrnaga, la Gaussia luciferasa, la Metridia luciferasa, la proteina verde fluorescent° mejorada 

(EGFP) y el aequorin de medusa son las realizaciones mas preferidas de productos genicos reporteros usados on el 

metodo segOn la presente invention. En el caso de la enzima luciferasa de luciernaga (deWet et al., 1987) y el 

15 aequorin de medusa (Rider et al., 2003), el resultado de su actividad enzimatica, la luz, se detecta y se mide con un 

luminemetro, mientras quo on el caso de EGFP, puede usarse un analizador o clasificador de celulas activadas por 

fluorescencia (FAGS) en la longitud de onda adecuada para detectar y cuantificar la cantidad de EGFP expresada on 

una celula. La curve de distribution de la cantidad de luciferesa aequorin o EGFP expresada on una muestra de 

celulas se determinara on fund& de la cantidad de ligando (en un intervalo determinado) a la quo se exponga la 

20 celula. Otros ejemplos no limitativos de productos de genes reporteros adecuados son la dsRED, la cloranfenicol 

acetiltransferasa (CAT) (Alton et al., 1979), otros sistemas de detection de enzimas, como la 13-galactosidase, la 

luciferasa bacteriana (Engebrecht et al., 1984; y Baldwin et al., 1984), la fosfatasa alcalina (Toh et al., 1989; y Hall et 

al., 1983) y la p-lactamasa humanizada o bacteriana (Zlokarnik et al., 1998). 

25 [0073] Para obtener la linea celular quo se usa en el metodo segun la presente invenciOn, consistente on una celula 

de un solo uso quo no puede propagarse para otras aplicaciones, la celula transformada con una construcciOn de 

genes reporteros se trata con un agente antimitotico o proapopt6tico, para quo adquiera la propiedad de mantener la 

actividad de transduction de senal de la proteina de la superficie celular durante al menos 1 hora, pero no mas de 

30 dies a temperaturas por encima del punto de congelaciOn, antes de perder la actividad de transduction de seal 

30 e incurrir on muerte celular. 

[0074] Una realization preferida de la presente invenciOn es el uso de la radiaci6n y comb agente antimittatico o 

proapopt6tico, tratando la celula transformada con este radiaci6n a una intensidad y durante un tiempo suficientes 

para quo la celula irradiada mantenga la actividad de transducci6n de seal de la protelna de la superficie celular 

35 durante al menos 1 hora, de manera preferentepreferentemente durante 7 dias, pero no mas de 30 dies a 

temperaturas por encima del punto de congelacion tras la radiation. Tras este periodo, la celula irradiada incurrira on 

muerte celular de forma inmediata (i.e. apoptosis). 

[0075] Es conocido quo la radiaci6n y a una dosis elevada provoca quo la celula pierda su actividad de transducci6n 

40 de senal. A una dosis ligeramente inferior, esta radiaciOn provoca quo la cOlulas dojo de replicarse e incurra on 

muerte celular. Los inventores de la presente invencien descubrieron previamente quo es posible determinar una 

dosis quo inhiba la replication y aun asi permita a la celula mantener su actividad de transduction de sefial durante 

cierto period° de tiempo antes de incurrir on muerte celular. Por ejemplo, la radiaciOn y a 9 grays permite a las 

celulas U937 mantener esta actividad durante 14 dias, transcurridos los cuales incurren on muerte celular. No 

45 obstante, durante estos 14 dies, la actividad de transduction de serial on respuesta, por ejemplo, at interferon de 

Tipo I quo se usa on el ensayo, funciona de la misma manera quo lo haria on un control no irradiado. Asi, la celula 

quo se somete a radiaci6n y cuenta con una vide Otil de 14 dies y se inactive (incurre on muerte celular) una vez 

transcurrido este periodo, de modo quo el usuario final no puede mantenerla ni reproducirla. La dosis de radiation y 

necesaria variara en funciOn de la linea celular especifica quo se utilice. Sin embargo, dicha dosis se puede 

50 determiner simplemente con experimentaciones rutinarias conforme a lo descrito on WO 2004/039990 y US 

2004/0235157. 

[0076] La dosis (intensidad y duration) de radiation y con la quo se trate la celula transformada oscila 

preferentemente entre 6 y 12 grays (Gy). Como demuestran los experimentos de WO 2004/03 9990 y US 

55 2004/0235157, la temperature superior a la de congelaciOn, on la cual se mantiene o almacena la celula, afecta su 

vide Util. Es preferible quo dicha temperatura sea temperatura ambiente para mantener de manera ventajosa la 

sensibilidad maxima de interfer6n facilitando, asimismo, el almacenamiento y envio de las celulas comercializadas 

de un solo uso. 

60 [0077] Una segunda realization preferida de la presente invention es el tratamiento de la celula transformada con un 

agente quimico antimitOtico o proapopt6tico, como la vinblastina, el 5-fluorouracilo (5-Fu), el cisplatino o un agente 

intercalante antitumoral (como la mitomicina C), on una cantidad y durante un tiempo suficientes para quo la celula 

tratada mantenga la actividad de transduction de serial del receptor de reconocimiento de patrones o la proteina de 

la superficie celular durante al menos 1 hora, pero no mas de 30 dies, a temperatura superior a la de congelacion 

65 tras el tratamiento con el agente. Tras este period°, la celula tratada incurrira on muerte celular de forma inmediata. 

El agente antimitotico o proapoptOtico afectera a la celula tratada cuando esta comience a repkarse, por ejemplo, 
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impidiendo la formed& del huso, induciendo la apoptosis y matando a la celula. Asi, las cOlulas tratadas con un 

agente antimitatico o proapoptatico, como las celulas promonothicas humanas transformadas con una construed& 

de genes reporteros de la luciferasa, dispondran de una vide Util aproximada de 24 horas, durante las cuales puede 

realizarse el ensayo de transduccian de serial y a cuyo termino las celulas moriran. Ha de reconocerse que las 

5 celulas con una vide Citil de 24 horas carecen de interes desde un punto de vista comercial. Para emptier su vide Otil, 

as celulas tratadas pueden congelarse de forma inmediata. En funci6n de los procesos de canceled& y 

descongelacion que se apliquen, la vide Otil de las celulas puede ampliarse muy notablemente. No obstante, una vez 

descongeladas, deberan usarse en un periodo no superior a 24 horas, transcurridas las cuales incurriran en muerte 

celular (i.e. apoptosis). 

10 

[0078] Debe entenderse que segt:in la creencia convencional la criopreservacion de las celulas requiere el uso de 

procesos (y equipos) especiales de congelaciOn y descongelaciOn, en los cuales se congelan las celulas a una 

velocidad de 1°C por minuto hasta alcanzar los -80° C, o la temperatura aproximada del nitrogen° liquid° de -200° 

C. Llegados a este punto, las celulas podrian almacenarse indefinidamente y someterse posteriormente a 

15 descongelaciOn rapida. Tambien se suele usar sulfaxido de dimetilo (DMSO) u otros crioconservantes para facilitar la 

proteccion de las calulas. Puesto que muchos laboratorios no disponen de instalaciones de almacenamiento a -200° 

C (ni siquiera a -80° C), resultarla de gran utilidad poder canceler las celulas a -20°C. No obstante, se conoce que la 

viabilidad de las colulas es muy baja cuando se congelan a -20°C y posteriormente se descongelan. Los inventores 

de la presente invencien descubrieron previamente que el DMSO protege las celulas incluso si se congelan a -20°C, 

20 sin necesidad de recurrir a tOcnicas ni equipos especiales para la congelacion y descongelacion. Aunque el glicerol, 

un cornpuesto crioconservante reconocido, Protege las calulas a -20° C, si se aplica en el porcentaje elevado (50%) 

que suele utilizarse en la criopreservaciOn, puede impedir la interacci6n entre los ligandos de las protelnas y los 

receptores de la superficie. En cualquier caso, puede usarse un porcentaje reducido de este sustancia (muy inferior 

al 50% que se usa habitualmente). El DMSO no presenta este inconveniente. Ademas, puede proteger las celulas 

25 congeladas a -20° C sin necesidad de recurrir a tecnicas ni equipos especiales para a canceled& y 

descongelacion, y sin alterar la sensibilidad de las °elutes al IFN. Tras el tratamiento con el agente antimitOtico o 

proapoptotico, si edemas se trate con DMSO, la celula puede disfrutar de una large vida ütil incluso a la temperatura 

de congelaciOn estandar de -20° C, y una vez descongelada, la celula permanecera active (por ejemplo, para 

realizar ensayos de transduccion de serial) durante un periodo aproximado de 24 horas, hasta quo se produzca la 

30 apoptosis como consecuencia del tratamiento con el agente antimitatico o proapoptotico. Para alcanzar este objetivo 

puede usarse cualquier agente antimitOtico o proapoptOtico que induzca la apoptosis para provocar la muerte celular 

durante el proceso de replicaciOn, como la radiacion y y agentes quimicos como la vinblastina, el 5-FU, el cisplatino 

o un agente intercalante antitumoral (como la mitomicina C), ya que las celulas han de mantenerse biolOgicamente 

actives durante un periodo de inactividad y hasta que Ilegue ese momento, las cOlulas tratadas comenzaran a morir. 

35 

[0079] La celula transformada tratada se congela a una temperature y en unas condiciones que le permiten reanudar 

la transduccion de sena, tras su descongelaciOn. Aunque es preferente congelar la celula a temperatures 

comprendidas entre -20° C y -200°C, preferentemente a -80° C, las celulas pueden almacenarse posteriormente a - 

20° C, una temperature de canceled& de fad acceso en la mayorla de los laboratories, el objetivo es englobar 

40 otras temperatures adecuadas para la criopreservaciOn de las celulas, coma la temperature aproximada del 

nitrogen° liquid° de -200°C. Antes de canceler la cOlula transformada tratada, es edemas preferente resuspenderla 

en una solucien con un crioconservante. Aunque el crioconservante preferido es el sulfoxido de dimetilo (DMSO), 

siempre quo no interfieran con el uso de la celula tras la descongelaciOn, tambien pueden usarse otros 

crioconservantes adecuados quo presenten una afinidad elevada de union con el agua, como el etilenglicol, el 

45 polietilenglicol, el propilenglicol, el glicerol, el butanodiol, el propanodiol y la formamida. Si se usa DMSO de forma 

aislada como crioconservante, la solucion debe contener de manera preferente aproximadamente un 10% de 

DMSO. Mas preferente, se usa coma crioconservante un 2,5% de DM50 on combined& con un 10% de glicerol. 

[0080] El metodo de la presente invenciOn, quo usa un ensayo con genes reporteros para el interferon de Tipo I para 

50 determinar el titulo de los anticuerpos neutralizantes para esta sustancia, es una realized& mas preferida de la 

presente invencion. Para el producto del gen reporter° se usa preferentemente la luciferasa de luciOrnage, el 

aequorin de medusa o la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP), y de manera preferente se controla con un 

promotor quimerico sensible al interferon quo contenga el ISRE de ISG15 y un promotor SV40 minima Las figures 1 

y 2 presentan ejemplos de estas construcciones de genes reporteros. La figura 1 es una representaciOn 

55 esquematica de una construed& de genes reporteros de la luciferasa on un vector ISRE-luc (N.° Id. sec.: l), donde 

or ISIRE de ISG15 (N.° Id. sec.: 5) se posiciona en los nucleatidos 38 a 97 de N.° Id. sec.: 1, el promotor 5V40 

minima on los nucleotidos 103 a 288 de N.° Id. sec.: I, y la secuencia de codificaciOn del gen reporter° de la 

luciferasa quo contiene la secuencia de aminoacidos de N.° Id. sec.: 2 se posiciona en los nucleotidos 328 a 1980 de 

N.° Id. sec.: 1. Asimismo, la figura 2 es una represented& esquemetica de una construed& de genes reporteros de 

60 EGFP en un vector ISRE-EGFP (N.° Id. sec.: 3), donde el ISRE de ISG15 se posiciona en los nucleotidos 30 a 89 de 

N.° Id. sec.: 3, el promotor SV40 minimo en los nucleotidos 95 a 290 de N.° Id. sec.: 3, y la secuencia de codificacien 

del gen reportero de EGFP quo contiene la secuencia de aminoacidos de N.° Id. sec.: 4 se posiciona en los 

nucleotides 358 a 1077 de N.° Id. sec.: 3. 

65 [0081] Respecto a la celula quo se usa en la realized& preferida del ensayo con genes reporteros para el interferan 

de Tipo I de la presente invencien, se usa preferentemente una celula de sujeto manlier° o aviar, y mas preferente 
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una celula humana y, at:in mas preferente, una celula promonocitica humane. Una celula promonocitica humana 

preferente que transporta el vector ISRE-luc que contiene la construcci6n de genes reporteros de la luciferasa, es 

una celula PIL5. Entre las lineas celulares preferentes se incluyen las humanas mieloides (o U266R), de linfoma de 

celulas T (o Jurkatt) y de adenocarcinoma de mama (o MCF7), y las de eritroleucemia o linfoma de rat6n (o L1210). 

5 La celula se trate para obtener una linea celular apta para su comercializacion, con as propiedades necesarias para 

este fin: que cuente con una vide suficiente conforme al objetivo del ensayo y que sea de un solo uso, sin 

posibilidad de propagacien para otras aplicaciones. De manera preferente, la celula 1) se somete a niveles de 

radiacion y comprendidos entre 6 y 12 Gy, preferentemente a 9 Gy, y se almacena a temperature ambiente durante 

un maxim° de 14 Was tras recibir la radiaciOn, o bien 2) se expone a un agente antimitotico y proapoptetico, como la 

10 vinblastina, el cisplatino o el 5-fluorouracilo, preferentemente a vinblastina, durante 10 minutos a 37°C antes de 

resuspenderse en una soluciOn con un 40% de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de DMSO, mas un 10% de 

glicerol, y congelarse a -80°C. 

[0082] Para optimizar el metodo de obtencian de una celula con una vide ütil indefinida durante el almacenamiento 

15 en estado de congelacien, que morira aproximadamente a las 24 horas de descongelarse (aunque, una vez 

descongelado, el producto ofrece una sensibilidad, precisi6n y selectividad excelentes), pueden utilizarse variaciones 

de los siguientes parametros: 

1) Concentraci6n de FBS. Ademas de FBS, podria usarse practicamente cualquier suero que actOe como 

20 deposit° toxic° para proteger a las celulas de las toxinas, por ejemplo, durante los procesos de descongelacien o 

tratamiento con un agente antimitatico y proapoptotico. La concentracien de FBS puede varier los resultados. 

2) El tiempo es una variable. Debe considerarse la cantidad de tiempo de exposicion a un agente quimico 

antimit6tico o proapopt6tico, como la vinblastina, antes de que las celulas se centrifuguen y se laven para retirar 

25 dicho agente (i.e. vinblastina). 

3) Usando la vinblastina como ejemplo no limitativo , hay que observer que su formulacion es importante. 

Actualmente se prefiere la vinblastina soluble de la preparaci6n registrada y comercializada en Francia por Eli Lilly 

bajo el nombre Velbe. Para una formula diferente habria que varier ligeramente la combinaci6n de los parametros. 

30 

4) La concentraciOn de vinblastina. 

5) La concentrackin celular durante el tratamiento con vinblastina. 

35 6) La cantidad del crioconservante o la combinaciOn de varios crioconservantes. 

[0083] Resulta factible varier todos estos parametros empiricamente y comprobar los resultados de sensibilidad y 

precision tras a congelacion, siempre que las celulas se mantengan vivas durante aproximadamente 24 horas tras 

su descongelaciOn. Cualquier expert° en la materia puede determinar este hecho facilmente sin experimentacien 

40 indebida, en particular teniendo en cuenta la informaci6n especifica que contienen los experimentos de las figuras 11 

a 24 de los documentos WO 2004/039990 y US 2004/0235157 sobre las celulas PIL5, para obtener un producto que 

basicamente cuente con la misma sensibilidad que las celulas vivas no tratadas durante un period° de al menos una 

hora, preferentemente entre 8 y 24 horas, tras la descongelacion, y cuya viabilidad no supere los 30 dias, 

preferentemente los 14 dies, mas preferentemente los 5 dies, y aim mas preferentemente los 3 dies. 

45 

50 

[0084] A continuacien se describen ejemplos de protocolos de preparacion de las places de microtitulacion del 

ensayo y las ampollas o los viales de celulas PIL5 (comb celulas modelo) tratadas con 1 pg/ml de vinblastina como 

agente antimit6tico y proapoptOtico durante 10 minutos a 37°C, antes de proceder a su almacenamiento en estado 

de congelacion a -20°C y a su posterior descongelacien para la realizacien del ensayo. 

PREPARAcK5N DE LAS PLACAS DE MICROTITULACION DEL ENSAYO 

[0085] 

55 1. Las celulas PIL5, a una concentraci6n aproximada de 2x10 - a 7x10 celulas/ml, en un medio RMPI 1640 con 

10% de suero bovino fetal (FBS), se tratan con una solucian fresca de 1 pg/ml de vinblastina (formula preparada 

distribuida comercialmente por Eli Lilly bajo el nombre VELBE), diluida a partir de 1 mg/ml en H20 durante 10 

minutos a 37°C en una atmOsfera de 5% de CO2. Si se desea, puede usarse un incubador de CO2. 

2. Las celulas PIL5 se centrifugan a 800 x g durante 10 minutos a 4°C, y se lavan una vez con el mismo volumen de 

60 medio RPMI 1640 de 10% de FBS para retirar la vinblastina. 

3. Las celulas PIL5 se resuspenden a una concentraci6n de 2x10 celulas/ml en un medio RMPI 1640, con un 40% 

de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de dimetilsulfaxido, mas un 10% de glicerol. 

4. La suspension celular se dispense en los pocillos de una microplaca de base plena para depositar 300 000 celulas 

por pocillo (el equivalente a 25 pl de suspensiOn celular por pocillo). 

65 5. La microplaca se congela a -80°C en una bolsa de aluminio sellada al vacio con la tapa superior. 

6. A partir de este momento y hasta su uso, las microplacas pueden almacenarse durante periodos limitados 
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a -20°C. 

[0086] De manera alternative, se pueden congelar las celulas PIL5 a una concentracion de 2x10 celulas/ml, en un 
medio RMPI 1640 con un 40% de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de dimetilsulfoxido, mas un 10% de glicerol, en 

5 uno o varios viales de criopreservaciOn. Inmediatamente antes de su uso, el vial se somete a descongelacion rapida 
y las celulas se distribuyen en una o varies places de microtitulacion. Tambien pueden prepararse viales con celulas 
suficientes para media o un cuarto de la place de microtitulacion, segOn resulte necesario. 

PREPARACION DE AMPOLLAS 0 VIALES DE CRIOPRESERVACION 

10 

[0087] 

1. Las celulas PIL5, a una concentracion aproximada de 2x101 a 7x10 celulas/ml, en un medio RMPI 
1640 con 10% de suero bovino fetal (FBS), se tratan con una soluciOn fresca de 1 og/m1 de vinblastina (fOrmula 

15 preparada distribuida comercialmente por Eli Lilly bajo el nombre VELBE), diluida a padir de 1 mg/ml en H20 durante 
10 minutos a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2. Si se desea, puede usarse un incubador de CO2. 

2. Las celulas PIL5 se centrifugan a 80 x g durante 10 minutos a 4° C, y se lavan una vez con el mismo 
volumen de medio RPM] 1640 de 10% de FBS para retirar la vinblastina. 

3. Las celulas PIL5 se resuspenden a una concentraci6n de 2x10 celulas/m1 en un media RMPI 1640, con 
20 un 40% de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de dimetilsulfaxido, mas un 10% de glicerol. 

4. La suspensi6n celular (1 ml) se dispensa en un vial de criopreservacien y se congela a -80g C. 
5. A continuacion, el vial de criopreservacian puede almacenarse a -20°C hasta su uso. 

[0088] Los materiales y metodos necesarios para realizar los ensayos con genes reporteros de la luciferasa con 
25 interferon de Tipo I y de neutralizaciOn de anticuerpos para este tipo de interferon se presentan en el epigrafe 

MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2 siguiente. 

[0089] A efectos de la divulgacion en 'Daises distintos de EE. UU. y para la realizacion en la cual se determina el 
titulo de los anticuerpos especificos para un antagonista de la molecule diana predeterminada, el metodo de la 

30 presente invencion tambien que a linea celular usada en el ensayo con genes repoderos conforme al presente 
metodo no sea la linea celular que es tratada para mejorar su sensibilidad y selectividad segOn se describe e 
reivindica en el documento WO 2008/055153 y, de acuerdo con esto, no sea transformada con una construccien de 
genes reporteros que incluye una secuencia de nucleotidos que codifica un producto del gen reporter° vinculado 
operativamente a un elemento de control transcripcional que se active como parte de la via de transducciOn de serial 

35 iniciada por una primera molecule o complejo de la superficie celular en respuesta a una primera serial extracelular, 
donde la via de transduccion de serial incluye un factor de transcripcion que se une a un elemento de control 
transcripcional para activarlo y regular la transcripcien del gen reporter°, mejorando asi la sensibilidad o 
especificidad de la respuesta de la linea celular a la serial extracelular, donde: el elemento de control transcripcional, 
en el caso de esta linea celular distinta, es una modificaci6n de un elemento de control transcripcional que se 

40 produce de forma natural que se active corno parte de la via de transduction de senal iniciada por la primera 
molecule o complejo de la superficie celular en respuesta a una primera serial extracelular, o es un promotor 
sintetico que comprende un miner() 6ptimo de elementos de respuesta especificos para el factor transcripcional 
activado por la primera molecule o complejo de la superficie celular, y que carezca de elementos de respuesta para 
otros factores de transcripcien, de modo que la sensibilidad o especificidad del elemento de control transcripcional 

45 mejore respecto al elemento de control transcripcional producido de forma natural; y/o las celulas de esta linea 
celular carecen de una segunda molecule de la superficie celular que responda, o forme parte de un complejo que 
responda, a una segunda serial extracelular, donde, de encontrarse presente la segunda molecule de la superficie 
celular, esta segunda serial extracelular causerie el inicio de una via de transduccien de senal que modularia 
transcripcion del gen marcador. 

50 

[0090] Concluida la descripci6n general de la presente invenciOn, se aportan como referencia varios ejemplos no 
limitativos para facilitar la comprensien. 

EJEMPLO 1 

55 

[0091] Las desventajas de la cuantificaciOn de interferones han sido superadas gracias al desarrollo reciente de un 
matodo altamente sensible y facilmente reproducible para cuantificar la actividad de IFN. Para ello, se establece una 
linea celular humana transfectada con el gen reporter° de la luciferasa bajo el control de un promotor quimerico 
receptivo at IFN. Este metodo reciente permite determinar la actividad de IFN en cuestion de horas, en contraste con 

60 los 3 o 4 dies que resultan necesarios para realizar un bioensayo. De forma resumida, el elemento de respuesta al 
estimulo del interfer6n (ISRE) del gen ISG15, que controla un promotor SV40 minima, se clone en sentido 
ascendente respecto al gen reportero de la luciferasa en un vector ISRE-luc de 5849 pb (fig. 1, N.° Id. sec.: l). De 
maner alternative, tambien se puede clonar el ISRE del gen ISG15, que controla un promotor 5V40 minima, en 
sentido ascendente respecto al gen reportero de una proteina verde fluorescente mejorada (EGFP-1), en un vector 

65 ISRE-EGFP de 4412 pb (fig. 2, N.° Id. sec.: 3). Se transfectaron celulas U937 promonociticas humanas con la 
construcci6n de genes reporteros regulada par el IFN, y se aislaron y clonaron los transfectantes estables De este 
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manera, se establecio una linea celular humana PIL5, portadora del gen reporter° de la luciferasa, bajo el control de 

un promotor quimerico receptivo al IFN. Esta linea constituye la base de un ensayo que permite determinar 

actividad de IFN con mayor celeridad y precisi6n quo el bioensayo antiviral estandar (Lallemand et al., 1996). La 

table 1 presenta las ventajas del ensayo con genes reporteros de la luciferasa para el interferon usando las celulas 

5 PIL5, respecto al bioensayo antiviral estandar. La table 2 establece una comparacien entre estos dos ensayos en 

cuanto a la sensibilidad al interferon que se produce como resultado de la infecci6n por virus diversos. 

TABLA 1 

Pa rametro CPE MxA Gen reportero 

ELISA PCR Linea ce lu la r Kit IL/to 

Du rac io n 3 -4 d ias 2 -3 d ias 2 -3 d ies 1 -2 d ies 7-1 6 ho ras 

Conte nc iOn P3 ND ND N D ND 

N ive l de especia l izac iOn 

d e l ana l i sta 

A l tamente 

e spec i a l izado 

Cu l t ivo ce lu lar 

+ e nsayo 

Cu l tivo ce l u lar 

+ ensayo 

Cu l t ivo ce l u l a r 

+ e nsayo 

Ensayo 

solamente 

D i s pon i b i l idad del 

react ivo 

Restri ng ida L im itada por 

a nt ic ue rpo s 

I nst rumento 

Q-PCR 

L im itado po r 

l inea ce l u lar 

D ispon ible 

prontamente 

Sens ib i l idad I U/m 1 1 , 0 ND N D 1 0 1 ,0 

N ive l m in imo detectab le 

de I FN ( I U/m 1 ) 

5 ,0 ND ND 1 , 5 0 ,2 

Se lect iv idad Baja A l ta A l ta A l ta Alta 

Var iac i 6n de l ensayo con 

c u l t ivo cel u lar 

S i S i S i S i No 

A l to rend im i ento No Mode rado Mode rado S i Si 

Rest r icc io nes P I NA S i S i S i No 

Transfe r i b i l idad a CRO Restr i ng ida Restr i ng ida Rest r i ng ida Restr i ng ida Sin 

restriccion 

10 TABLA 2 

Interferon Sens ib i l idad ( I U/m 1) L im ite infer ior de detecc ion ( I U/m 1) 

Celu las v i vas Cel ulas tratadas 

q u im icamente 

Cel u las vivas Ulu las tratadas 

q u im icamente 

l n t ronATM 1 5 4 ,0 1 , 0 0 ,25 

AvonexTM 1 0 2 ,5 1 , 5 0 ,2 

Reb ifTM 1 0 1 ,0 1 ,5 0 ,2 

Betafe ronTM 1 0 3 ,0 2 , 0 0 ,5 

[0092] El ensayo con genes reporteros usando celulas PIL5 presenta una sensibilidad muy alta (permite detectar de 

forma rutinaria cantidades inferiores a 1,0 111/m1 de IFNa o IFN6), es facilmente reproducible (con un error estandar 

de +/- un 10%) y permite detectar la actividad de IFN en una gran variedad de concentraciones (de 0,1 a 100 IU/m1). 

15 Asimismo, el metodo de ensayo ofrece una gran especificidad y permite detectar, por ejemplo, niveles muy bajos de 

IFN de Tipo I (IFNa o IFN6) en presencia de niveles elevados de IFNy, lo que no resulta posible con los bioensayos 

antivirales convencionales. El ensayo resulta idoneo para determinar la actividad de IFN en fluidos biologicos, como 

el suero humano, el liquid° cetalorraquideo o la orina, ya quo el metodo esta menos sujeto a interferencias no 

especificas a bajas diluciones que el bioensayo antiviral convencional. A menudo, el suero humano y otros fluidos 

20 biolegicos contienen inhibidores no especificos de la replicacian de virus sin relacion con el IFN, lo que puede 

afectar la replicacion de virus en bajas diluciones y generar falsos positivos. 

[0093] El ensayo con genes reporteros de PIL5 para el IFN reconoce cualquier interfer6n de Tipo I que se une a un 

receptor de interferon de Tipo I. Tambien permite distinguir entre los distintos subtipos de IFNa, debido a su 

25 capacidad para detectar diferencias en las curves de dosis-respuesta (estandar) quo caracterizan a estos subtipos 

de IFNa individuales. Esta caracteristica tiene un gran valor a la hora de distinguir los interferones que se producen 

en circunstancias distintas. Los paramixovirus tipo Sendai inducen principalmente IFNa1, IFNa2 e IFN6, mientras 

que el interferon de Tipo I producido por ciertas celulas en ausencia aparente de infecci6n viral, se corresponde 
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fundamentalmente con el IFNa5 (Lallemand et al., 1996). La figura 3 muestra las curves estandar de actividad de la 

luciferasa on las celulas PIL5, on presencia de cantidades diferentes de cada uno de los distintos isotipos de 

interferOn. 

5 [0094] Asi, este metodo, desarrollado previamente por los inventores de la presente invencian para determinar los 

niveles de IFN en fluidos biolegicos, con el quo se ban analizado numerosas muestras clinicas de personas 

infectadas por virus, es rapid°, econ6mico, solid°, no requiere la implicackin de personal o equipo especializado y 

puede automatizarse con gran facilidad. No obstante, el ensayo con genes reporteros en celulas PIL5 se basa en el 

uso de celulas vivas, lo que limita su comercializacion en su estado actual, dada la muy limitada vide titil de las 

10 cOlulas y la posibilidad de que los usuarios conserven y cultiven a linea celular PIL5, evitando asi a camera de 

nuevos kits. Los experimentos presentados on el documento WO 2004/039990 y M publicaci& de solicitud de 

patente US 2004/0235157, ambos documentos incluidos en el presente documento como referencia, se Ilevaron a 

cabo para desarrollar una forma modificada del ensayo con genes reporteros en celulas PIL5, que tuviera 

posibilidades de comercializaciOn en formato de kit. Como parte de un ensayo comercial, las celulas PIL5 se tratan 

15 para prolongar suficientemente su vide OM, a cuyo termini) (o una vez concluido su uso en el ensayo con genes 

reporteros en celulas PIL5), estas celulas incurrenn en muerte celular (apoptosis). Tal como se describe en el 

documento WO 2004/039990 y la publicacion de solicitud de patente US 2004/0235157, el planteamiento 

experimental adoptado se basa en el uso de agentes antimitaticos o proapoptoticos para impedir a multiplicacion 

celular e inducir la muerte celular retardada (apoptosis), al tiempo quo se mantiene una via de transducci6n de senal 

20 de IFN funcional. Asimismo, estos documentos indican quo se puede impedir la multiplicacion celular e inducir la 

muerte celular retardada (apoptosis), al fiempo que se mantiene una via de transduccion de sena! de IFN funcional 

con dosis minimas de radiacian y. El contenido Integra de la publicacien de solicitud de patente US 2004/023517 se 

ha incluido en esta invencian como referencia. 

25 EJEMPLO 2 

[0095] Se ha desarrollado un metodo de alta sensibilidad y facilmente reproducible para cuantificar a actividad del 

IFN de Tipo I, basado on celulas U937 promonociticas humanas transfectadas con el gen reporter° de la luciferasa 

bajo el control de un promotor quimerico receptivo al IFN (Lallemand et al., 1996) Este metodo permite determinar 

30 de forma selective la actividad de IFN, con gran precision y en cuesti6n de horas. Al ser tratadas con la sustancia 

antimit6tica y proapoptOtica (vinblastina), las celulas (PIL5) pueden almacenarse en estado de congelaci& durante 

periodos prolongados sin perder a sensibilidad at IFN, sin necesidad de realizar cultivos celulares y obviando las 

posibles variaciones de ensayo asociadas a la proliferacion celular. El uso de este ensayo para determinar el titulo 

de neutralized& con el metodo de Kawade (Kawade et al., 1984), quo calcula la diluciOn de suero capaz de reducir 

35 la actividad de IFN de 10 a 1 unidades de laboratorio (LU)/m1 (Grossberg et al., 2001a, b), ha demostrado quo los 

anticuerpos neutralizantes (NAB) detectados on pacientes con hepatitis C cronica, quo han sido tratados con 
AOFERONTM o INTRONATm, muestran titulos de NAB comparables a los ensayos realizados para IFNa2a o IFNa2b. 

No obstante estos titulos resultan significativamente inferiores respecto a IFNa1 o IFNa2a pegilado (PEGASYSTm), 

cuyas actividades especificas son aproximadamente diez veces menores quo los correspondientes a IFNa2a o 

40 IFNa2b. Del mismo modo, aunque el suero de pacientes con RAMS tratados con IFNP-la (AVDNEXTM o R[BIFTM) 

neutralize on la misma medida ambos tipos de IFN, muestra unos titulos de neutralizaciOn significativamente 

inferiores quo los correspondientes a IFNP-1b (BETAFERONTm). Al realizar la prueba con los mismos sueros y una 

cantidad constante (50 o 250 pg) de proteina IEN, se obtuvieron titulos de neutralized& similares para todos los 

subtipos de IFNa o IFNp quo fueron sometidos a la prueba, lo quo sugiere quo el titulo de neutralized& depende de 

45 la actividad especifica del subtipo de IFN quo se use on el ensayo de neutralizacion. 

MATERIALES Y METODOS 

Suero del paciente 

50 

[0096] Para el presente estudio se seleccion6 de forma aleatoria suero de pacientes tratados con IFNa recombinante 

o IFNp recombinante, a quienes se realize tin seguimiento de la presencia de anticuerpos anti-IFN neutralizantes. 

Preparaciones de interfer6n 

55 

[0097] IFNa2a recombinante (ROFERON-ATM): adquirido on Hoffmann-La Roche, Neuilly-sur-Seine, Francia. La 

prepared& quo se ha usado on este estudio muestra un titulo de 9,0 x 106 IU/m1 en celulas WISH amni6ticas 

humanas infectadas con el virus de la estomatitis vesicular (VSV). Se siguieron los estandares de la prepared& 

internacional de referencia del IFNa humano (G-023-901-527). La actividad especifica de la prepared& de 

60 interferon fue de 2 x 108 IU/mg de proteina. 

[0098] IFNa2a pegilado (PEGASYST"): un conjugado de IFN-a2a con monometoxi PEG ramificado de 40 kDa 

adquirido on Hoffmann-La Roche, Neuilly-sur-Seine, Francia. 

65 [0099] IFNa2b recombinante (INTRON-ATM): adquirido on Schering-Plough, Levallois-Perret, Francia. La prepared& 

quo se ha usado on este estudio muestra un titulo de 10 x 106 IU/m1 on celulas WISH humanas infectadas con VSV. 
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Se siguieron los estandares de la prepared& internacional de referencia del IFNa humano (G-023-901-527). La 

actividad especifica de la preparaciOn de interferon fue de 2 x 108 IU/mg de proteina. 

[0100] IFNa2b pegilado (PEG-1NTRONTm): un conjugado de IFNa2b con monometoxi PEG lineal de 12 kDa 

5 adquirido en Schering-Plough, Levallois-Perret, Francia. 

[01011 IFNp-1a recombinante (AVONEXTm): adquirido en Biogen, Nanterre, Francia. La prepared& que se ha usado 

en este estudio muestra un titulo de 6 x 106 IU/m1 en celulas WISH humanas infectadas con VSV. Se siguieron los 

estandares de la prepared& internacional de referencia del 1FNP humano (Gb23-902-531). La actividad especifica 

10 de la preparaci6n de interferon fue de 2 x 108 IU/mg de proteina. 

[00102] recombinante (REBIFTm): adquirido en Serono, Boulogne, Francia. La preparaciOn que se ha usado 

en este estudio muestra un titulo de 6 x 106 IU/m1 en celulas WISH humanas infectadas con VSV. Se siguieron los 

estandares de la prepared& internacional de referencia del IFNr3 hurnano (Gb23-902-531). La actividad especifica 

15 de la prepared& de interfer6n fue de 2,7 x 108 111/mg de proteina. 

[00103] IFN13-1b recombinante (BETAFERONTm): adquirido en Schering AG, Berlin, Alemania. La preparaci6n que 

se ha usado en este estudio muestra un titulo de 8 x 106 IU/m1 en celulas WISH humanas infectadas con VSV. Se 

siguieron los estandares de la preparaci6n internacional de referenda del IFNp humano (Gxb02-901-535). La 

20 actividad especifica de la prepared& de interferon fue de 3,2 x 107 IU/mg de proteina. 

[00104] IFNy humano recombinantel adquirido en PBL, Pisctaway, Nueva Jersey. La prepared& que se ha usado 

en este estudio muestra un titulo de 1 x 107 IU/m1 en celulas WISH humanas infectadas con VSV. Se siguieron los 

estandares de la prepared& internacional de referencia del IFNy humano (Gxg-902-535). La actividad especifica de 

25 la preparaci6n de interfer6n fue de 1,6 x 107 Ill/mg de proteina. 

Ensayos con interferon 

[00105] Bioensayo de IFN: para someter a ensayo a actividad de IFN, se inhibieron los efectos citopaticos (CPE) del 

30 virus de la estomatitis vesicular (VSV) en la linea celular amnietica humana WISH, o en as celulas HuH7 humanas, 

conforme a lo descrito con anterioridad (Tovey et al., 1977). 0 bien, se inhibieron los CPE del virus de la 

encefalomiocarditis (EMCV) en calulas A549 humanas, conforme a lo descrito con anterioridad (Grossberg et al., 

2001a). 

35 [00106] Ensayo con genes reporteros en celulas PIL5: el oligonucleOtido bicatenario sintetico 

CTCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCC (N.° Id. sec.: 8), correspondiente al IRSE del gen ISG15, que controla 

un promotor SV40 minimo, se clon6 en sentido ascendente respecto al gen reporter° de la luciferasa mediante la 

inserci6n en el sitio Xho/BglIl del vector pGL2-promotor (Promega), para generar la construcci6n de genes reporteros 

regulada por IFN, conforme a lo descrito con anterioridad (Lallemand et al., 1996). Se transfectaron celulas U937 

40 promonociticas humanas con la construcci6n de genes reporteros regulada por IFN, y se aislaron y clonaron los 

transfectantes estables. De esta manera, se establecio una linea celular humana (PIL5) portadora del gen reporter° 

de la luciferasa bajo el control de un promotor quimerico receptivo al IFN. Las celulas PIL5 constituyen la base de un 

ensayo que permite determiner de forma selective, con gran precisi6n y celeridad la actividad de IFN de Tipo I. Las 

celulas PIL5 con replicacion inhibida, tratadas con vinblastina y preparadas para el ensayo (ensayo de Alfa y Beta de 

45 iLite) se adquirieron en NeutekBio, Galway, Wanda, y se almacenaron en estado de congelacion a -80°C hasta su 

uso, conforme a las instrucciones de los fabricantes. De forma resumida, las celulas congeladas se sometieron a 

descongelacien rapida y se incubaron durante la noche en una place de microtitulacien de 96 pocillos (50 000 

celulas/pocillo), por duplicado y con diluciones seriadas de IFN. A continuacian, las celulas fueron lisadas agregando 

el sustrato de luciferasa portador del reactivo y se determine la actividad de la luciferasa con un luminametro 

50 (LumiCountTM, Packard Instruments Inc, Downers Grove IL). Se determine la activided de interferon a nadir de la 

curve dosis-respuesta de unidades relatives de luciferase (RLU), respecto a la dilucien de la preparaci6n de 

referencia internacional del IFN, Y el resultado se expres6 en ILI/ml. 

Ensayo de neutralizacion 

55 

[00107] De forma resumida, las diluciones seriadas del suero humano se incubaron por duplicado durante 1 hora a 

37° C y, a continuacian, durante 2 horas mas a 4° C, con una cantidad constante (10 LU/ml, o de 50 a 250 pg/ml) de 

una prepared& especifica de IFN, en un medio RPM 1640 con un 2% de suero bovino fetal (FBS), en una place de 

microtitulaci& de 96 pocillos. A continuaciOn, se sometie a ensayo la actividad de IFN residual con el bioensayo del 

60 IFN o el ensayo con genes reporteros en celulas PIL5. De forma simultanea, se someti6 a ensayo la preparaci6n de 

IFN que se use en la prueba de neutralization para determinar su actividad de IFN precisa. Asimismo, se examine 

por separado la dilucian mas baja del suero analizada, para determinar la presencia de actividad o toxicidad de IFN. 

[00108] El titulo de neutralized& se determine con el metodo de calculo de Kawade (Kawade of al., 1984), que 

65 especifica el inverso de la dilucien de anticuerpos que reduce la activided de IFN de 10 a 1,0 LU/ml, segOn la fOrmula 

t = f (n4)/9, donde f es el inverso de la diluciOn de anticuerpos y n es la concentraciOn de IFN en LU/ml (Grossberg et 
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al., 2001a, b). Asi, si n = 10 LU/ml, t = f. Los titulos de neutralized& se expresan en unidades de reducciOn a la 

docima pane (TRU)/m1 (Grossberg et al., 2001a, b). Sus valores se corrigieron para adaptarlos al niimero real de 

LU/ml de IFN usado en el ensayo de neutralizacion, a partir de los valores obtenidos en la titulaciOn de IFN 

simultanea. Conforme a las recomendaciones de la Organized& Mundial de la Salud (OMS), este ensayo de 

5 neutralized& constituye el estandar aceptado convencionalmente para todos los ensayos de neutralizacion. 

RESULTADOS 

10 Determinacion de la actividad de IFN de Tipo I mediante el ensayo con genes reporleros de iLite 

[00109] Se transfectaron celulas U937 promonociticas humanas con el gen reportero de la luciferasa, pejo el control 

de un promotor quimerico receptivo al IFN, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS. Los 

transfectantes estables se aislaron, se clonaron y se sometieron a pruebas de sensibilidad al IFN. De esta manera, 

15 se estableci6 una linea celular (PIL5), que permite determinar la actividad de IFN human° de Tipo I de forma 

selective, con gran precisi6n y en cuestiOn de horas (figures 4A y 48). Para evitar las posibles variaciones en el 

ensayo asociadas al cultivo continuado de limas celulares, se establecieron bancos de celulas primarios y de 

trabajo, y se conservaron en nitr6geno liquid°. Para cada lote de celulas del ensayo se descongelo una ampolla de 

celulas PIL5, y se amplificaron las colulas para un Miner° constante de pases en condiciones estander. A 

20 continuaciOn, se trataron con la sustancia antimitotica vinblastina, que permite almacenar las celulas preparadas 

para el ensayo en estado de congelaciOn a -80°C durante periodos prolongados (>3 anos), sin perder la sensibilidad 

al IFN y sin necesidad de realizar cultivos celulares. Este procedimiento obvia las posibles variaciones asociadas a la 

proliferacion celular. 

25 [00110] Las celulas P1L5 congeladas, preparadas para el ensayo y tratadas con vinblastina (ensayo de Alfa y Beta 

de iLite, NeutekBio, Galway, Wanda) se usaron para determiner la actividad de varies preparaciones de IEN bien 

caracterizadas. De forma resumida, las celulas congeladas se sometieron a descongelacion rapida y se incubaron 

durante la noche con diluciones seriadas al decimo (1:10) de IFNa2a (ROFERON-AT"), IFNa2b (INTRON-ATM), 

IFNa2a pegilado (PEGASYSTm), IFNa2b pegilado (PEG-INTRONTm), IFN[3-1a (AVONEXT"), IFN61a (REBIFTM) e 

30 IFNI3-1b (BETAFERONTm). A continuaciOn, las celulas se lisaron con el sustrato de luciferasa portador del reactivo y 

se determin6 a actividad de la luciferasa con un luminemetro. A continuaciOn, se determine la actividad de interfer6n 

a partir de la curve dosis-respuesta de actividad de la luciferasa expresada en unidades relatives de luz (RLU), 

respecto a la concentraciOn de IFN expresada en unidades internacionales/ml (1U/m1), en comparaciOn con la 

preparaciOn internacional de referencia de la OMS para IFNa o IFN6 humano. El ensayo de iLite consiguie detectar 

35 cantidades de 1,0 Um] o inferiores de IFNa o IFN6, con un error estandar de +/- 15%, en una gran variedad de 

concentraciones de IFN (<1,0 a 100 ILI/m1) (figures 4A y 4B). Asimismo, el ensayo de iLite fue capaz de detectar 

todos los subtipos de IFNa humano sometidos a la prueba (figura 3). 

[00111] La actividad especifica del IFNa2a pegilado (PEGASYSTM) determinada con el ensayo de iLite, resulta 

40 aproximadamente diez veces menor que la actividad del IFNa2a no pegilado (ROFERON-ATM), tal como muestra la 

figura 5A. En esta figura tambien puede verse que, sin embargo, la actividad especifica del IFNa2b pegilado (PEG-

INTRONTm) resulto ser tan solo ligeramente inferior a la del IFNa2b nativo (INTRON-ATm). 

[00112] La actividad de IFN de las preparaciones formuladas clinicamente de IFN6-1a (AVONEXTm), IFN61 -a 

45 (REBIFTM) e IFN61-b (BETASERONTm), determinada mediante el ensayo con genes reporteros de iLite (figura 58), 

correspondia bien tanto con los valores obtenidos por un bioensayo antiviral (celulas I-IuH7/VSV) como con los datos 

facilitados por los fabricantes (datos no mostrados). 

[00113] El ensayo con genes reporteros en celulas PIL5 puede detectar IFN humano de Tipo I incluso con 

50 concentraciones reducidas de IFNy humano, ya quo el IFNy humano muestra en este ensayo un 10% o menos de 

reactividad cruzada (datos no mostrados). 

[00114] Las colulas PIL5 congeladas con division inhibida y tratadas con vinblastina mostraron un nivel de 

sensibilidad mayor, definido como el punto medio de la curve dosis-respuesta de IFN (1,0 LU/ml), un limite inferior de 

55 detecciOn de IEN y, en algunos casos, un rango de deteccion ligeramente menor quo las celulas PIL5 no tratadas 

(figures 6A a 60). Asi, para las tres preparaciones formuladas clinicamente de IFNp (AVONEXTm, REBIETTM y 

BETAFERONTm) 1,0 LU/ml result() equivalente a 2,5, 1,0 y 3,0 IU/m1 respectivamente para las celulas tratadas con 

vinblastina, on compared& con los valores de 10, 10 y 11 IU/mlobtenidos para las celulas no tratadas (figures 6A a 

60). Tambien se obtuvo un limite de deteccion inferior para AVONEXT", REBIETM y BETAFERONTm, de 0,2, 0,2 y 

60 0,5 IU/m1 respectivamente para las celulas tratadas con vinblastina, en compared& con los valores de 1,5, 1,5 y 2,0 

ItEml obtenidos para las celulas no tratadas (figures 6A-6D). 

65 

Determinacion de la actividad neutralizante de un antisuero anti-IFN a/I1 policlonal mediante el ensayo con 

genes reporteros de ILite 

[00115] Con el ensayo con genes reporteros de iLite se determin6 el titulo de neutralizaciOn de un antisuero anti-
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IFNa/p policlonal antihumano de oveja. De forma resumida, diluciones seriadas de un antisuero anti-IFNa/p 

policlonal humano, para cuya prepared& se inmunizo a una oveja con IFN linfoblastoide humano purificado, se 

incubaron con 10 unidades de laboratorio (LU)/m1 de IFNa (INTRONAT") o IFNP1-a (AVONEXTM) en una place de 

microtitulacion, durante 1 hora a 37°C y, a continuacion, durante 2 horas mas a 4° C. Seguidamente, se agregaron 

5 las celulas PIL5 congeladas y tratadas con vinblestine a la mezcla de anticuerpos anti-IFN y se incubaron durante la 

noche a 37°C. El titulo de neutralized& se determine a partir del inverso de la dilucien de anticuerpos que redujo la 

actividad de IFN de 10 a 1,0 unidades de laboratorio/ml (matodo de Kawade). Los titulos de neutralized& de anti-

IFNa y anti-IFNp obtenidos para el antisuero anti-IFNa/P policlonal de oveja mediante el ensayo con genes 

reporteros en celulas PIL5 concordaron con los que se obtuvieron mediante el bioensayo antiviral con VSV en 

10 celulas WISH, dado que esta Ultima prueba solo detecta diferencias por duplicacion o superiores (table 3). 

15 

Tabla 3. Comparacion del titulo de neutralizacion de un anticuerpo IFNa/g policlonal anti-humano obtenido 

mediante el ensayo iLite con aquellos obtenidos mediante un ensayo CPE 

I nterferon Ant isuero de IFNa/3 po l ic lona l Ant i-humano : Titu lo med io 

neutra l izan e (TRU/m 1) 

B ioensayo VSV/WISH Ensayo de gen reportero PI L5 

1 FNa-2b 204 . 800 240 . 000 

I FM3- 1 a 2 .5 59 2 . 500 

Determinacion de la actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IFN humano mediante el ensayo con 

genes reporteros de ILite 

[00116] La presencia de suero humano de voluntarios sanos a una concentraciOn correspondiente a una dilucien 

20 final de 1:4 en el ensayo con genes reporteros de iLite, indica valores en RLU identicos a los obtenidos para las 

muestras de control no tratadas (datos no mostrados). Del mismo rnodo, a presencia de suero humano de 

voluntarios sanos a una dilucion final de 1:4no tuvo ningOn efecto en el titulo de IFN de IFNa2-b (INTRON ATM) o 

IFNB1 -a (datos no mostrados). No se encontraron niveles detectables de IFNa circulante en ninguna de las muestras 

procedentes de personas no tratadas, que se sometieron a la prueba sin IFNa agregado (dates no mostrados). Por 

25 el contrario, si se encontraron niveles detectables de IFNa2 circulante en cienas muestras de suero de pacientes 

con hepatitis C cr6nica tratados Con IFNa2 recombinante, que se sometieron a la prueba sin IFNa agregado, en 

ausencia de anticuerpos anti-IFNa (datos no mostrados). 

[00117] Diluciones seriadas de muestras de suero de pacientes con hepatitis C crOnica tratados con IFNa2 

30 recombinante, se incubaron con 10 LU/ml de IFNa2a (ROFERONT") o IFNa2b (INTRON ATM) durante 1 hora a 37°C 

y, a continuaciOn, durante 2 horas mas a 4° C. Seguidamente, se comprob6 la presencia de anticuerpos 

neutralizantes anti-IFNa usando las celulas PIL5 congeladas y tratadas con vinblastina (figures 7A a 70). Con la 

metodologia de Kawade, pudieron apreciarse diferencias significativas en los titulos de neutralized& entre las 

muestras de pacientes en un intervalo de <20 a 3500 TRU/ml (table 4). En los ensayos ciegos, se detectaron 

35 grandes coincidencias entre los titulos de NAB de las muestras de autoanticuerpos para IFNa determinados con el 

ensayo de iLite, y los valores obtenidos con un bioensayo antiviral (celulas HuH7/VSV) (datos no mostrados). 

[00118] Los titulos de neutralizaciOn de sueros de pacientes tratados con IFNa2a (ROFERONTM) obtenidos 

resultaron identicos a los detectados para IFNa2a (ROFERONTM) o IFNa2b (INTRONAT") mediante un ensayo con 

40 genes reponeros de iLite (datos no mostrados). Asimismo, los titulos de neutralized& de sueros de pacientes 

tratados con IFNa2b (INTRON ATM) obtenidos resultaron identicos a los valores determinados para IFNa2a 
(ROFERONTM) o IFNa2b (INTRON ATM) mediante un ensayo con genes reporteros de iLite (datos no mostrados). No 

obstante, los titulos de neutralized& de sueros de pacientes tratados con IFNa2a o IFNa2b revelaron diferencias 

significativas respecto a los obtenidos para IFNa1 (table 4). 
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Tabla 4. Comparaci6n de los titulos de NAB Anti-IFNa obtenidos con dosis de antigeno bien como 

masa de proteina IFN o bien como 10 Unidades Funclonales de Laboratorio (LU) 

Terap ia N2 de 

s uero 

Interferon 

1 0 LU/m l 250 pg/ml 

lntron A I FNa1 PEG- 

lntron 

Pegasys lntron A !Mat PEG - 

Int ron 

Pegasys 

I nt ron A D 1 400 <20 1 50 20 500 8000 1 000 1 000 

I nt ron A D2 40 <20 <20 <20 50 60 1 00 200 

I n t ro n A D3 <20 <20 <20 <20 < 20 <20 <20 <20 

I n t ron A D4 400 <20 1 50 1 0 650 700 1 000 1 000 

I nt ron A D5 1 00 20 35 <20 1 50 200 1 80 N D 

I n t ro n A D6 30 <20 <20 <20 40 80 40 70 

l n t ro n A D8 30 <20 <20 <20 ND ND ND N D 

I nt ron A D 1 1 1 000 70 35 0 40 1 500 4000 3000 3000 

I n t ro n A D 1 2 700 <20 250 30 1 000 800 1 500 1 000 

I n t ron A D 1 3 20 <20 <20 <20 35 <20 20 40 

I nt ron A D 1 5 50 <20 25 <20 45 <20 80 50 

I n t ro n A D 1 6 3500 450 1 000 1 00 8000 5000 1 0000 1 0000 

ND : No determinado 

5 [00119] En cambio, cuando se utilize una cantidad constante (250 pg/ml) de proteina IFNa1 o IFNa2 (ROFEAONTM o 

INTRON ATM) on el ensayo de neutralizacion, se obtuvieron titulos de neutralized& similares para un suero 

determinado (table 4). Asimismo, los titulos de neutralized& de sueros de pacientes tratados con IFNa2a o IFNa2b 

mostraron diferencias significativas respecto a los ensayos realizados con 10 LU/ml de IFNa2a pegilado 

(PEGASYSTM) y, en menor medida, con IFNa2b (PEG-INTRONTm), donde pudieron apreciarse actividades 

10 especificas nes reducidas quo con las correspondientes molecules natives (Deisenhammer et al., 2004). 

[00120] Asi, los resultados de los titulos de neutralized& de sueros de pacientes tratados con IFNa2a o IFNa2b 

resultaron de forma sistema.tica inferiores a los resultados obtenidos en ensayos con PEG-INTRON', 
significativamente inferiores a los obtenidos con PEGASYSTM (table 4). Por el contrario, se obtuvieron titulos de 

15 neutralized& similares al realizar el ensayo con los mismos sueros y 250 pg de IFNa2a (ROFERONTm), PEG-

INTRONTm o PEGASYSTM (table 4). Ninguno de los sueros de pacientes tratados con IFNa2a (ROFERONTM) o 

IFNa2b (INTRON ATM) fue capaz de neutralizer el IFNf31-a (datos no mostrados) ni el IFN[31-b (table 4). 

Determinacion de la actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IFNI1 humano mediante el ensayo 

20 con genes reporteros de iLite 

[00121] La presencia de suero human° de voluntarios sanos a una dilucien final de 1:4 no tuvo ningun efecto en el 

titulo de IFN de dos preparaciones diferentes de IFNP1-a (AVONEXTM y REBIFTM) on el ensayo con genes 

repoderos de iLite (datos no mostrados). En ciertas muestras de suero de pacientes tratados con IFNp quo se 

25 sometieron a la prueba sin IFN agregado se encontraron niveles detectables de IFN circulante, en ausencia de 

anticuerpos anti-IFNP humano (datos no mostrados). 

[00122] Diluciones seriadas de muestras de suero de pacientes tratados con IFNP recombinante, se incubaron con 

10 LU/mIde IFNP-a (AVONEXTM o REBIFTm) o 10 LU/ml de IFNP1-b (BETAFERONTm), y se sometieron al ensayo de 

30 iLite para detectar, a presencia de anticuerpos neutralizantes anti-IFNp, conforme a lo descrito on el epigrafe 

MATERIALES Y METODOS (figuras 8A a 8C). En los ensayos ciegos, los titulos de NAB de las muestras sometidas 

al ensayo de iLite, con la misma prepared& de IFN con la quo se trat6 a los pacientes, mostraron resultados muy 

prOximos a los valores obtenidos con un bioensayo antiviral (datos no mostrados). Los titulos de NAB oscilaron on 

un intervalo entre <10 y 150 000 TRU/ml. Los titulos de neutralized& de sueros de pacientes tratados con IFN31-a 

35 (AVONEXTM o REBIFTM) mostraron resultados identicos o muy similares a las pruebas realizadas con 10 LU/m1 de 
AVONEXTM o REBIFTM, aunque significativamente diferentes a los obtenidos con 10 LU/ml de IFNP1 -b 

(BETAFERONT"), tal como se muestra on la table 5. En cambio, al realizar el ensayo de neutralized& con una 

cantidad constante (50 pg/ml) de protelna IFNp1-a (AVONEXTM o REBIFTM) o IFNB1-b (BETAFERONTm), se 

obtuvieron Mulos de neutralized& identicos o muy similares para un suero determinado al usar cualquiera de los 

40 tres subtipos de IFNp (table 5). Adernas, cuando se use una cantidad constante (50 pg/ml) de proteina IFNp on el 

ensayo de neutralizacion, los Mulos obtenidos para una muestra de suero determinada de un paciente tratado con 
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IFN61-a (AVONEXTM o REBIFTM) o IFNP1-b (BETAFERONTm) resultaron muy similares a los obtenidos al realizar el 

ensayo con el mismo IFN con el que se habia tratado al paciente, o con otra subespecie distinta de iFNp (table 5). 

[00123] Ninguna de las muestras de suero de pacientes tratados con IFN6 recombinante, tanto el IFN61-a 

5 (AVONEXTM o REBIFTm) como el IFNI31-b (BETAFERONTm), fue capaz de neutralizer el IFNa2a (ROFERONTM) o 

IFNa2b (INTRON ATM) (datos no mostrados). 

Table 5. Comparacion de los titulos de NAB Anti-IFNa obtenidos con dosis de antigen° bien como 

10 masa de proteina IFN o bien como 10 Unidades Funcionales de Laboratorio (LU) 

Terapia N2 suero I nterferon 

1 0 LU/m l 50 pg /m l 

Betafe ron Rebif Avonex Betafe ron Rebif Avonex 

Betaferon C l 25 1 00 1 00 25 40 2 5 

Betaferon C2 1 00 350 400 1 00 1 50 1 50 

Betafe ro n C3 1 50 700 900 1 50 2 00 25 0 

N D C4 200 900 1 . 000 200 300 200 

Betaferon C5 1 5 . 000 50 . 000 50 . 000 1 5 . 000 1 5 . 0 00 1 0 . 000 

Reb i f C6 <20 <20 <20 <20 <20 <20 

Betafe ro n C7 600 3 . 500 4 .000 600 700 500 

Betafe ro n C8 300 7 .000 2 . 500 300 400 350 

Reb if C9 <20 <20 < 20 <20 <20 <20 

Betaferon C 1 0 <20 <20 <20 <20 <20 <20 

Avonex C 1 1 7 .000 35 . 000 25 . 0 00 7 . 000 8 . 000 1 0 .0 00 

Betafero n C 1 2 1 50 2 .000 1 . 200 1 50 1 50 1 50 

ND C 1 3 4 . 000 40 . 000 24 . 000 4 . 000 6 . 000 6 . 000 

B etafe ron C 1 4 200 2 .500 2 .500 200 2 00 300 

Avonex 8 1 <20 <20 <20 <20 <20 <20 

Betafero n B2 <20 <20 <20 <20 <20 <20 

Avo ne x 83 <20 <20 < 20 <20 <20 <20 

Avonex B4 <20 <20 <20 <20 <20 <20 

R eb i f B5 <20 <2 0 <20 <20 <20 <20 

N D 86 1 50 700 700 1 50 1 50 1 50 

Reb i f 87 1 00 700 4 50 1 00 2 00 200 

Reb i f 88 400 4 . 000 4 .000 400 1 . 000 900 

Betafe ro n 89 <20 80 3 0 <20 <20 <20 

N D B 1 0 <20 25 20 <20 <20 <20 

ND B 1 1 30 300 400 30 35 35 

ND : No dete rm i nado 

ANALISIS 

15 [00124] La administraci6n repetida de hornologos recombinantes de proteinas humanas puede bajar la tolerancia 

inmunitaria a los autoantigenos y desencadenar la producciOn de autoanticuerpos, como ocurre en el caso de los 

interferones, IL-2, GM-CSF y EPO (Schellekens, 2003). Los autoanticuerpos para el IFNa quo se producen en 

pacientes con hepatitis C cr6nica, que han sido tratados con IFNa recombinante, son generalmente anticuerpos de 

uni6n, sin consecuencias adversas aparentes para or paciente. No obstante, los anticuerpos neutralizantes aparecen 

20 en una proporcion elevada de pacientes con RRMS quo ban sido tratados con IFN6, y se asocian a una reducci6n 

de los efectos terapeuticos y de la progresiOn de a enfermedad (Hartung et al., 2007; Noronha, 2007; y Namaka et 

al., 2006). Para detectar anticuerpos neutralizantes es necesario recurrir a ensayos basados en celulas, que en 

muchas ocasiones parten de objetivos imprecisos, como la inhibicien de la proliferacien celular o de los efectos 

citopaticos virales (Meager, 2006). En un intento de obtener un bioensayo mas preciso para el IFN humano de Tipo 
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I, se aisle un transfectante estable portador del gen reporter° de la luciferasa, bajo el control de un promotor 

quimerico receptivo al IFN. Este meted° permite determinar de forma selective la actividad de IFN, con gran 

precision y en cuestiOn de horas. No obstante, los bioensayos basados en el cultivo continuado de lineas celulares 

estan sujetos a variaciones notables derivadas tanto de la inestabilidad genetica que se produce at aumentar el 

5 nOmero de pases, coma de las variaciones en as condiciones de cultivo (Meager, 2006), independientemente de si 

el objetivo de medici6n hace referencia a la actividad de un gen reporter°, MxA o CPE. De este modo, para obviar 

las posibles variaciones en el ensayo asociadas al cultivo continuado de lineas celulares, se establecieron bancos 

de celulas primarios y de trabajo, y se conservaron en nitrogen° liquid°. A continuacion, las celulas se 

descongelaron, se amplificaron para un nUmero constante de pases en condiciones estandar y se trataron con una 

10 sustancia antimitetica (vinblastina). Este proceso permite almacenar las celulas preparadas para el ensayo en estado 

de congelacien a -80°C durante periodos prolongados (>3 alias), sin que estas pierdan la sensibilidad at IFN y sin 

necesidad de realizar cultivos celulares. La producciOn de colulas en condicionas estrictamente controladas y con un 

nOmero constante de pases, realizada por el fabricante y no par el usuario final, elimina las posibles variaciones 

asociadas con cambios geneticos y epigeneticos y cambios en las condiciones del cultivo celular, que suelen 

15 producirse al cultivar celulas de forma continuada en laboratorios diferentes. Las colulas PIL5 congeladas con 

division inhibida mostraron unos resultados equiparables, y en algunos aspectos superiores, a los correspondientes  

a las celulas PIL5 no tratadas. Por ejemplo, las °elutes tratadas con vinblastina mostraron un nivel superior de 

sensibilidad at IFN y un limite inferior de deteccion de actividad de IFN en compared& con las celulas no tratadas. 

El ensayo en celulas PIL5 puede automatizarse con gran facilidad y resulta ideneo para realizar rastreos de alto 

20 rendimiento de la actividad de IFN o de la presencia de anticuerpos anti-IFN neutralizantes. 

[00125] Los valores de actividad de IFN registrados en varies preparaciones bien caracterizadas de IFNa e IFNp 

humano, determinados mediante el ensayo con genes reporteros en celulas PIL5, resultaron muy preximos a los 

valores obtenidos con un bioensayo antiviral. Estas conclusiones se repitieron para los IFN nativos o sus variantes 

25 pegiladas. Resulta interesante la obtenciOn de resultados tan similares en un ensayo con genes reporteros, basado 

en el uso de la secuencia de reconocimiento especifica del IFN del gen ISG15, un gen regulado par el IFN que 

codifica una proteina modificadora similar a la ubiquitina de 17 Da que interviene en la inmunidad innata [Ritchie et 

al., 2004; y Dao et al., 2005], y en un ensayo basado en la inhibici6n de los efectos citopaticos virales, que con gran 

probabilidad refleja el efecto del IFN en numerosos genes individuales. 

30 

[00126] De nuevo, a la hora de detectar y cuantificar anticuerpos neutralizantes para IFNa o IFNP humano mediante 

el ensayo con genes reporteros en celulas PIL5, se obtuvieron resultados muy similares a los obtenidos con un 

bioensayo antiviral. No obstante, el ensayo con genes reporteros revele diferencias significativas en el titulo de 

neutralizaciOn cuando, para realizar la prueba in vitro, se usaron IFN distintos de los utilizados para [rater a los 

35 pacientes. Este hecho pudo observarse al usar IFNa1 o IFNa2a pegilado (PEGASYSTM) para realizar el ensayo con 

los anticuerpos NAB de pacientes tratados con IFNa2a (ROFERONTM) o IFNa2b (INTRON AT"), y tambien al usar 

IFN31-b (BETAFERONT") para realizar la misma prueba con pacientes tratados con IFN01-a (AVONEXTM o 

REBIFT"). La actividad especifica de IFNa2a (ROFERONTM) e IFNa2b (INTRON ATM) es de aproximadamente 2,0 x 

108 IU/mg, lo que supone diez veces o mas el valor de IFNa1 (1,0 x 107 IU/mg) o IFN-a2a pegilado. Seg0n as 

40 especificaciones del fabricante, la actividad especifica de las dos preparaciones formuladas clinicamente de IFNp1- 

a, AVONEXTM o REBIFT", es de 2,0 y 2,7 x 108 Ill/mg respectivamente, mientras que la actividad de IFNP1-b 

(BETASERONT") es de aproximadamente 3,2 x 107 IU/mg. Asi, dadas las diferencias detectadas en la actividad 

especifica de IFNa1 o IFNa2a pegilado, en comparacion con IFNa2, y en la actividad especifica de IFNa1-a e IFN01- 

b, Si se usa un nOrnero constante de unidades de actividad de cualquiera de las distintas preparaciones de IFNa o 

45 IFNP, el resultado mostrara cantidades notablemente diferentes de proteina IFN en la reacciOn de neutralizaciOn 

anticuerpo-antigeno. En cualquier caso, resulta interesante la obtenci6n de titulos de neutralizacion tan similares 

usando a misma concentracien de proteina IFNa (IFNa1 o IFNa2) o IFNp (IFNp1-a o IFNI31 -b) que se use en el 

ensayo de neutralizaciOn, en lugar de un nOmero constante de unidades de actividad por ml. Estos resultados 

sugieren que el titulo de neutralizacian depende mes de la concentracion relative de antigeno-anticuerpo en el 

50 ensayo de neutralizaciOn, que de la actividad de IFN o las diferencias especificas de los autoanticuerpos sometidos 

a la prueba. 

[00127] Los autoanticuerpos para IFNa, detectados en los sueros de pacientes tratados con IFNa2, efectuaron una 

neutralizacion cruzada de todas las preparaciones de IFNa sometidas a la prueba (IFNa1, IFNa2a, IFNa2b, 

55 PECASYSTM y PEG-INTRONT"). Sin embargo, no neutralizaron ninguna de las preparaciones de IFNp formuladas 

clinicamente que fueron sometidas a la prueba (AVONEXTM, REBIFTM o BETAFERONT"). Asimismo, los 

autoanticuerpos para IFNp, detectados en los sueros de pacientes tratados con IFNP1-a o IFNP1-b, no efectuaron 

una neutralizacion cruzada de ninguna de las preparaciones de IFNa sometidas a la prueba. Esta falta de 

neutralizacion cruzada puede explicar la ausencia de consecuencias adversas aparentes de los autoanticuerpos de 

60 IFN en los pacientes tratados con IFN recombinantes, en acusado contraste con las complicaciones potencialmente 

modeles que se asocian a la presencia de autoanticuerpos para la eritropoyetina o la trombopoyetina, que pueden 

resultar en aplasia pura de glebulos rojos y trombocitopenia respectivamente (Schellekens, 2003). No obstante, el 

desarrollo de anticuerpos NAB para IFNP se asocia a una reducciOn de la respuesta clinica y la progresi6n de la 

enfermedad en pacientes con esclerosis mOlfiple (Hartung et al., 2007; Noronha, 2007; y Namaka et al., 2006). 

65 Varios informes sugieren que debe realizarse un seguimiento semestral o anual de los NAB para IFNp en pacientes 

con RRMS (Hartung et al., 2007; y Sorensen et al., 2005). Los pacientes que ya no responden a la terapia con IFNp  
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tras desarrollar anticuerpos NAB anti-IFNp, pueden recurrir a terapias alternativas como el acetato de glatiramero y 

el natalizumab, un anticuerpo monoclonal que se une a la subunidad alpha4 de la integrina alpha4B1 (Rudick et al., 

2006). El uso de colulas PIL5 congeladas tratadas con vinblastina ofrece distintas ventajas respecto a los ensayos 

con IFN existentes con relacien a la caracterizacion de los anticuerpos NAB anti-IFN, y constituye la base de un 

5 ensayo que puede automatizarse con gran facilidad y que resulta idoneo para realizar rastreos de anticuerpos 

neutralizantes anti-IFN. 

[00128] Aunque a presente invencion se ha descrito en funcion de las realizaciones especificas descritas en este 

documento, debe entenderse que contempla futuras modificaciones. La presente solicitud pretende dar cabida a las 

10 posibles variaciones, usos o adaptaciones de la invencion que siguen, en general, los principios de la misma, 

incluido cualquier desarrollo de la presente divulgacion basado en esta, con relacion a las practicas conocidas o 

habituales en la materia a la que esta pertenece, y que pueda aplicarse a las caracteristicas esenciales establecidas 

anteriormente en el ambito de las reivindicaciones anexas. 
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<130> TOVEY9APCT 

<150> US60/983,813 
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<160> 8 

<170> PatentIn version 3.5 

<210> 1 

<211> 5849 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Synthetic 

<220> 

<221> CDS 

<222> (328).11980) 

<400> 1 

cccgggaggt accgagctct tacgcgtgct agctcgactc gggaaaggga aaccgaaact 60 

gaagcccctc gggaaaggga aaccgaaact gaagcccgat ctgcatctca attagtcagc 120 

aaccatagtc ccgcccctaa ctccgcccat cccgccccta actccgccca gttccgccca 180 

ttctccgccc catggctgac taattttttt tatttatgca gaggccgagg ccgcctcggc 240 

ctctgagcta ttccagaagt agtgaggagg cttttttgga ggcctaggct tttgcaaaaa 300 

gcttggcatt ccggtactgt tggtaaa atg gaa gac gcc aaa aac ata aag aaa 354 
met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys 

1 5 

ggc ccg gcg cca ttc tat cct cta gag gat gga acc gct gga gag caa 402 
Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro Leu Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gin 
10 15 20 25 

ctg cat aag gct atg aag aga tac gcc ctg gtt cct gga aca att gct 450 
Leu His Lys Ala Met Lys Arg Tyr Ala Leu Val Pro Gly Thr Ile Ala 

30 35 40 

ttt aca gat gca cat atc gag gtg aac atc acg tac gcg gaa tac ttc 498 
Phe Thr Asp Ala His Ile Glu Val Asn Ile Thr Tyr Ala Glu Tyr Phe 

45 50 55 

gaa atg tcc gtt cgg ttg gca gaa gct atg aaa cga tat ggg ctg aat 

Glu Met Set Val Arg Leu Ala Glu Ala Met Lys Arg Tyr Gly Leu Asn 

60 65 70 

546 

aca aat cac aga atc gtc gta tgc agt gaa aac tct ctt caa ttc ttt 594 
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Thr Asn His Arg Ile Val Val Cys Ser Glu Asn Set Len Gin Phe Phe 

75 80 85 

at; cc; gtg ttg ggc gcg tta ttt ate gga gtt gca gtt gcg ccc ;cg 642 

Met Pro Val Leu Gly Ala Leu Phe Ile Gly Val Ala Val Ala Pro Ala 

90 95 100 105 

aac gac att tat aat gaa cgt gaa ttg ctc aac agt atg aac att tcg 690 

Asn Asp Ile Tyr Asn Gin Arg Glu Leu Leu Asn Set Met Asn Ile Ser 

110 115 120 

cag cct ace gta gtg ttt gtt tcc aaa aag ggg ttg caa ass att ttg 738 

Gin Pro Thr Val Val Phe Val Ser Lys Lys Gly Len Gin Lys Ile Leu 

125 130 135 

aac gtg caa aaa aaa tta cca ata ate cag aaa att att ate atg gat 786 

Asn Val Gin Lys Lys Len Pro Ile Ile Gin Lys Ile Ile Ile Met Asp 

140 145 150 

tct aaa acg gat tac cag gga ttt cag tcg at; tac acg ttc gtc aca 834 

Set Lys Thr Asp Tyr Gin Gly Phe Gin Set Met Tyr Thr Phe Val Thr 

155 160 165 

tct cat eta cct ccc ggt ttt aat gaa tac gat ttt gta cca gag tee 882 

Set His Len Pro Pro Gly Phe Asn Glu Tyr Asp Phe Val Pro Gin Se t 

170 175 180 185 

ttt gat cgt gac aaa aca att gca ctg ata atg aat tcc tct gga tct 930 

Phe Asp Arg Asp Lys Thr Ile Ala Leu Ile Met Asn Set Set Gly Ser 

190 195 200 

act ggg tta cct aag ggt gtg gee ctt ccg cat aga act gcc tgc gtc 978 

Thr Gly Len Pro Lys Gly Val Ala Leu Pro His Arg Thr Ala Cys Val 

205 210 215 

aga ttc tcg cat gee aga gat cct att ttt ggc aat caa atc att ccg 1026 

Arg Phe Ser His Ala Arg Asp Pro Ile Phe Gly Asn Gin Ile Ile Pro 

220 225 230 

gat act gcg att tta agt gtt gtt cca ttc cat cac ggt ttt gga atg 1074 

Asp Thr Ala Ile Len Ser Val Val Pro Phe His His Gly Phe Gly Met 

235 240 245 

ttt act aca ctc gga tat ttg ata tgt gga ttt cga gtc gtc tta atg 1122 

Phe Thr Thr Leu Gly Tyr Len Ile Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met 

250 255 260 265 

tat aga ttt gaa gas gag ctg ttt tta cga tcc ctt cag gat tac aaa 1170 

Tyr Arg Phe Gin Gin Gin Len Phe Len Arg Set Len Gin Asp Tyr Lys 

270 275 280 

att caa agt gcg ttg eta gta cca acc eta ttt tca ttc ttc gee aaa 1218 

Ile Gin Set Ala Len Leu Val Pro Thr Len Phe Ser Phe Phe Ala Lys 

285 290 295 

age act ctg att gac aaa tac gat tta tct sat tta cac gaa att get 1266 

Ser Thr Len Ile Asp Lys Tyr Asp Len Ser Mn Len His Gin Ile Ala 

300 305 310 

tct ggg ggc gca cct ctt tcg aaa gaa gtc ggg gaa gcg gtt gca aaa 1314 

Ser Gly Gly Ala Pro Len Set Lys Gin Val Gly Gin Ala Val Ala Lys 
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315 320 325 

cgc ttc cat ctt cca ggg ata cga caa gga tat ggg etc act gag act 

Avg Phe His Leu Pro Gly Ile Arg Gin Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr 

330 335 340 345 

aca tea gct att ctg att aca ccc gag ggg gat gat aaa ccg ggc gcg 
Thy Set Ala Ile Leu Ile Thy Pro Glu Gly Asp Asp Lys Pro Gly Ala 

350 355 360 

1362 

1410 

gtc ggt aaa gtt gtt cca ttt ttt gaa gcg aag gtt gtg gat ctg gat 1458 
Val Gly Lys Val Val Pro Phe Phe Glu Ala Lys Val Val Asp Lou Asp 

365 370 375 

sec ggg aaa acg ctg ggc gtt sat cag aga ggc gaa tta tgt gtc aga 1506 
Thr Gly Lys Thr Lou Gly Val Asn Gin Avg Gly Glu Lou Cys Val Arg 

380 385 390 

gga cct atg att atg tee ggt tat gta aac aat ccg gaa gcg ace aac 

Gly Pro Met Ile Met Set Gly Tyr Val Asn Asn Pro Glu Ala Thr Asa 
395 400 405 

gcc ttg att gac aag gat gga tgg cta cat tct gga gac ata gct tac 
Ala Lou Ile Asp Lys Asp Gly Trp Leu His Set Gly Asp Ile Ala Tyr 
410 415 420 425 

tgg gac gaa gac gaa cac ttc ttc ata gtt gac cgc ttg aag tct tta 
Trp Asp Glu Asp Glu His Phe Phe Ile Val Asp Arg Lou Lys Set Leu 

430 435 440 

att aaa tac aaa gga tat cag gtg gcc ccc gct gaa ttg gaa tcg ata 
Ile Lys Tyr Lys Gly Tyr Girt Val Ala Pro Ala Glu Leu Glu Set Ile 

445 450 455 

ttg tta caa cat ccc aac ate ttc gac gcg ggc gtg gca ggt ctt ccc 
Lou Lou Gin His Pro Asn Ile Phe Asp Ala Gly Val Ala Gly Lou Pro 

460 465 470 

gac gat gac gcc ggt gaa ctt ccc gcc gcc gtt gtt gtt ttg gag cac 
Asp Asp Asp Ala Gly Glu Leu Pro Ala Ala Val Val Val Leu Glu His 

475 480 485 

gga aag acg atg acg gas aaa gag atc gtg gat tac gtg gcc agt caa 
Gly Lys Thr Met Thr Glu Lys Glu Ile Val Asp Tyr Val Ala Ser Gln 
490 495 500 505 

gta aca ace gcg aaa aag ttg cgc gga gga gtt gtg ttt gtg gac gas 
Val Thr Thr Ala Lys Lys Lou Arg Gly Gly Val Val Phe Val Asp Glu 

510 515 520 

gta ccg aaa ggt ctt acc gga aaa ctc gac gca aga aaa ate aga gag 
Val Pro Lys Gly Lou Thr Gly Lys Lou Asp Ala Avg Lys Ile Avg Glu 

525 530 535 

1554 

1602 

1650 

1698 

1746 

1794 

1892 

1890 

1938 

atc etc ata sag gee sag sag gqc gga aag tcc aaa ttg taa 1980 
Ile Leu He Lys Ala Lys Lys Gly Gly Lys Set Lys Lou 

540 545 550 

aatgtaactg tattcagcga tgacgaaatt cttagctatt gtaatactgc gatgagtggc 2040 

agggeggggc gtaatttttt taaggcagtt attggtgCcc ttaaacgcct ggtgctacgc 2100 
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ctgaataagt 

cttacttctg 

taaatataaa 

tttagattcc 

aaaacctgtt 

aacattctac 

aattgctaag 

tttacaccac 

taacctttat 

acaggcatag 

taatttgtaa 

atcagccata 

ctgaacctga 

aatggttaca 

cattctagtt 

ccgatgccct 

atcgtcgccg 

gcgctcttcc 

ggtatcagct 

aaagaacatg 

ggcgtttttc 

gaggtggcga 

cgtgcgctct 

gggaagcgtg 

tcgctccaag 

cggtaactat 

cactggtaac 

gtggcctaac 

agttaccttc 

cggtggtttt 

gataataagc 

tggtgtgaca 

atttttaagt 

aacctatgga 

ttgctcagaa 

tcctccaaaa 

ttttttgagt 

aaaggaaaaa 

aagtaggcat 

agtgtctgct 

aggggttaat 

ccacatttgt 

aacataaaat 

aataaagcaa 

gtggtttgtc 

tgagagcctt 

cacttatgac 

gcttcctcgc 

cactcaaagg 

tgagcaaaag 

cataggctcc 

aacccgacag 

cctgttccga 

gcgctttctc 

ctgggctgtg 

cgtcttgagt 

aggattagca 

tacggctaca 

ggaaaaagag 

tttgtttgca 

ggatgaatgg 

taattggaca 

gtataatgtg 

actgatgaat 

gaaatgccat 

aagaagagaa 

catgctgtgt 

gctgcactgc 

aacagttata 

attaataact 

aaggaatatt 

agaggtttta 

gaatgcaatt 

tagcatcaca 

caaactcatc 

caacccagtc 

tgtcttcttt 

tcactgactc 

cggtaatacg 

gccagcaaaa 

gcccccctga 

gactataaag 

ccctgccgct 

aatgctcacg 

tgcacgaacc 

ccaacccggt 

gagcgaggta 

ctagaaggac 

ttggtagctc 

agcagcagat 

cagaaattcg 

aactacctac 

ttaaactact 

gggagcagtg 

ctagtgatga 

aggtagaaga 

ttagtaatag 

tatacaagaa 

ccggatcttt 

agagatttaa 

gattctaatt 

gtggaatgcc 

tgaggctact 

ccccaaggac 

aactcttgct 

aattatggaa 

atcataacat actgtttttt 

atgctcaaaa attgtgtacc 

tgatgtatag tgccttgact 

cttgctttaa aaaacctccc 

gttgttgtta acttgtttat 

aatttcacaa ataaagcatt 

aatgtatctt atcatgtctg 

agctccttcc 

atcatgcaac 

gctgcgctcg 

gttatccaca 

ggccaggaac 

cgagcatcac 

ataccaggcg 

taccggatac 

ctgtaggtat 

ccccgttcag 

aagacacgac 

tgtaggcggt 

agtatttggt 

ttgatccggc 

tacgcgcaga 

35 

ggtgggcgcg 

tcgtaggaca 

gtcgttcggc 

gaatcagggg 

cgtaaaaagg 

aaaaatcgac 

tttccccctg 

ctgtccgcct 

ctcagttcgg 

cccgaccgct 

ttatcgccac 

gctacagagt 

atctgcgctc 

aaacaaacca 

aaaaaaggat 

gtgaaggaac 

agctctaagg 

gtttgtgtat 

tttaatgagg 

gctgactctc 

tttccttcag 

tgctttgcta 

aaatattctg 

cttactccac 

tttagctttt 

agagatcata 

acacctcccc 

tgcagcttat 

tttttcactg 

gatccgtcga 

gggcatgact 

ggtgccggca 

tgcggcgagc 

ataacgcagg 

ccgcgttgct 

gctcaagtca 

gaagctccct 

ttctcccttc 

tgtaggtcgt 

gcgccttatc 

tggcagcagc 

tcttgaagtg 

tgctgaagcc 

ccgctggtag 

ctcaagaaga 

2160 

2220 

2280 

2340 

2400 

2460 

2520 

2580 

2640 

2700 

2160 

2820 

2880 

2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 
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tectugatc 

tttggtcatg 

ttttaaatca 

cagtgaggca 

cgtcgtgtag 

accgcgagac 

ggccgagcgc 

ccgggaagct 

tacaggcatc 

acgatcaagg 

tcctccgatc 

actgcataat 

ctcaaccaag 

aatacgggat 

ttcttcgggg 

cactcgtgca 

aaaaacagga 

actcatactc 

cggatacata 

ccgaaaagtg 

tacgcgcagc 

cccuccttt 

tttagggttc 

tggttcacgt 

cacgttcttt 

ctattctttt 

gatttaacaa 

gccattcagg 

ccagcccaag 

taaaaaacct 

ttaacttgtt 

ttttctacgg 

agattatcaa 

atctaaagta 

cctatctcag 

ataactacga 

ccacgctcac 

agaagtggtc 

agagtaagta 

gtggtgtcac 

cgagttacat 

gttgtcagaa 

tctcttactg 

tcattctgag 

aataccgcgc 

cgaaaactct 

cccaactgat 

aggcaaaatg 

ttcctttttc 

tttgaatgta 

ccacctgacg 

gtgaccgcta 

ctcgccacgt 

cgatttagtg 

agtgggccat 

aatagtggac 

gatttataag 

aaatttaacg 

ctgcgcaact 

ctaccatgat 

cccacacctc 

tattgcagct 

ggtctgacgc 

aaaggatctt 

tatatgagta 

cgatctgtct 

tacgggaggg 

cggctccaga 

ctgcaacttt 

gttcgccagt 

gctcgtcgtt 

gatcccccat 

gtaagttggc 

tcatgccatc 

aatagtgtat 

cacatagcag 

caaggatctt 

cttcagcatc 

ccgcaaaaaa 

aatattattg 

tttagaaaaa 

cgccctgtag 

cacttgccag 

tcgccggctt 

ctttacggca 

cgccctgata 

tcttgttcca 

ggattttgcc 

cgaattttaa 

gttgggaagg 

aagtaagtaa 

cccctgaacc 

tataatggtt 

tcagtggaac 

cacctagatc 

aacttggtct 

atttcgttca 

cttaccatct 

tttatcagca 

atccgcctcc 

taatagtttg 

tggtatggct 

gttgtgcaaa 

cgcagtgtta 

cgtaagatgc 

gtggcgaccg 

aactttaaaa 

accgctgttg 

ttttactttc 

gggaataagg 

aagcatttat 

taaacaaata 

cggcgcatta 

cgccctagcg 

tccccgtcaa 

cctcgacccc 

gacggttttt 

aactggaaca 

gatttcggcc 

caaaatatta 

gcgatcggtg 

tattaaggta 

tgaaacataa 

acaaataaag 

36 

gaaaactcac 

cttttaaatt 

gacagttacc 

tccatagttg 

gttaagggat 

aaaaatgaag 

aatgcttaat 

cctgactccc 

ggccccagtg ctgcaatgat 

ataaaccagc cagccggaag 

atccagtcta ttaattgttg 

cgcaacgttg ttgccattgc 

tcattcagct ccggttccca 

aaagcggtta gctccttcgg 

tcactcatgg ttatggcagc 

ttttctgtga 

agttgctctt 

gtgctcatca 

agatccagtt 

accagcgttt 

gcgacacgga 

cagggttatt 

ggggttccgc 

agcgcggcgg 

cccgctcctt 

gctctaaatc 

aaaaaacttg 

cgccctttga 

acactcaacc 

tattggttaa 

acgtttacaa 

cgggcctctt 

cgtggaggtt 

aatgaatgca 

caatagcatc 

ctggtgagta 

gcccggcgtc 

ttggaaaacg 

cgatgtaacc 

ctgggtgagc 

aatgttgaat 

gtctcatgag 

gcacatttcc 

gtgtggtggt 

tcgctttctt 

gggggctccc 

attagggtga 

cgttggagtc 

ctatctcggt 

aaaatgagct 

tttcccattc 

cgctattacg 

ttacttgctt 

attgttgttg 

acaaatttca 

3960 

4020 

4080 

4140 

4200 

4260  

4320 

4380 

4440 

4500 

4560 

4620 

4680 

4740 

4800 

4860 

4920 

4980 

5040 

5100 

5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5460 

5520 

5580 

5640 

5700 

5760 
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caaataaagc atttttttca ctgcattcta gttgtggttt gtccaaactc atcaatgtat 5820 

cttatggtac tgtaactgag ctaacataa 5849 

<210> 2 

<211> 550 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Synthetic Construct 

<400> 2 

Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro 

1 5 10 15 

Lea Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Lea His Lys Ala Met Lys Arg 

20 25 30 

Tyr Ala Lea Val Pro Gly Thr Ile Ala Phe Thr Asp Ala His tie Glu 

35 40 45 

Val Asn Ile Thr Tyr Ala Glu Ty r Pits Glu Met Ser Val Arg Lea Ala 

50 55 60 

Glu Ala Met Lys Arg Tyr Gly Lea Asn Thr Asn His Arg Ile Val Val 

65 70 75 80 

Cys Ser Glu Asn Ser Lea Gin Phe Phe Met Pro Val Leu Gly Ala Lea 

85 90 95 

Phe Ile Gly Val Ala Val Ala Pro Ala Asn Asp Ile Tyr Asn Glu Arg 

100 105 110 

Glu Lea Leu Asn Set Met Asn Ile Set Gin Pro Thr Val Val Phe Val 

115 120 125 

Ser Lys Lys Gly Leu Gin Lys Ile Lea Asn Val Gin Lys Lys Leu Pro 

130 135 140 

Ile Ile Gin Lys Ile Ile Ile Met Asp Ser Lys Thr Asp Tyr Gin Gly 

145 150 155 160 

Phe Gln Set Met Tyr Thr Phe Val Thr Ser His Lea Pro Pro Gly Phe 

165 170 175 

Asn Glu Tyr Asp Phe Val Pro Glu Set Phe Asp Arg Asp Lys Thr Ile 
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180 185 190 

Ala Leu Ile Met Asn Ser Ser Gly Ser Thr Gly Lea Pro Lys Gly Val  
195 200 205 

Ala Leu Pro His Arg Thr Ala Cys Val Arg Phe Ser His Ala Arg Asp 

210 215 220 

Pro Ile Phe Gly Asp Gin Ile Ile Pro Asp Thr Ala Ile Leu Ser Val 

225 230 235 240 

Val Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Phe Thr Thr Leu Gly Tyr Leu 

245 250 255 

Ile Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met Ty r Arg Phe Glu Glu Glu Lea 

260 265 270 

Phe Lea Arg Ser Leu Gin Asp Tyr Lys Ile Gin Ser Ala Lea Leu Val 

275 280 285 

Pro Thr Lea Phe Ser Phe Phe Ala Lys Ser Thr Leu Ile Asp Lys Tyr 

290 295 300 

Asp Lea Ser Asn Lea His Glu Ile Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser 

305 310 315 320 

Lys Glu Val Gly Glu Ala Val Ala Lys Arg Phe His Lea Pro Gly Ile 

325 330 335 

Arg Gin Gly Tyr Gly Lea Thr Glu Thr Thr Ser Ala Ile Lea Ile Thr 

340 345 350 

Pro Glu Gly Asp Asp Lys Pro Gly Ala Val Gly Lys Val Val Pro Phe 

355 360 365 

Phe Glu Ala Lys Val Val Asp Lea Asp Thr Gly Lys Thr Lea Gly Val 

370 375 380 

Asn Gin Arg Gly Glu Leu Cys Val Arg Gly Pro Met Ile Met Ser Gly 

385 390 395 400 

Tyr Val Asn Asn Pro Glu Ala Thr Asn Ala Lea Ile Asp Lys Asp Gly 

405 410 415 

Trp Leu His Ser Gly Asp Ile Ala Tyr Trp Asp Glu Asp Glu His Phe 

420 425 430 

38 
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Phe Ile Val Asp Mg Leu Lys Ser Lou Ile Lys Tyr Lys Gly Tyr Gin 

435 440 445 

Val Ala Pro Ala Glu Leu Glu Ser Ile Lea Lea Gin His Pro Asn Ile 

450 455 460 

Phe Asp Ala Gly Val Ala Gly Lea Pro Asp Asp Asp Ala Gly Glu Lea 

465 470 475 480 

Pro Ala Ala Val Val Val Leu Glu His Gly Lys Thr Met Thr Glu Lys 

485 490 495 

Glu Tie Val Asp Tyr Val Ala Ser Gin Val Thr Thr Ala Lys Lys Lea 

500 505 510 

Arg Gly Gly Val Val Phe Val Asp Glu Val Pro Lys Gly Lea Thr Gly 

515 520 525 

Lys Lea Asp Ala Arg Lys Ile Arg Glu Ile Lou Ile Lys Ala Lys Lys 

530 535 540 

Gly Gly Lys Ser Lys Lea 

545 550 

<210> 

<211> 

<212> 

<213> 

3 

4412 

DNA 

Artificial 

<220> 

<223> Synthetic 

<220> 

<221> CDS 

<222> (358)..(1077) 

<400> 3 

tagttattac tagcgctacc ggactcagac 

tcgggaaagg gaaaccgaaa ctgaagcccg 

tcccgcccct aactccgccc 

cccatggctg actaattttt 

tattccagaa gtagtgagga 

aagcttcgaa ttctgcagtc 

atcccgccco 

tttatttatg 

ggcttttttg 

gacggtaccg 

tcgggaaagg 

atctgcatct 

taactccgcc 

cagaggccga 

gaggcctagg 

cgggcccggg 

gaaaccgaaa 

caattagtca 

cagttccgcc 

ggccgcctcg 

cttttgcaaa 

atccaccggt 

ctgaagcccc 

gcaaccatag 

cattctccgc 

gcctctgagc 

tctcgagctc 

cgccacc 

atg gtg agc aag ggc gag gag ctg ttc ace ggg gtg gtg ccc ate ctg 

39 

60 

120 

180 

240 

300 

357 

405 
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Met Val Set Lys Gly 'flu Glu Leu Rite Thy Gly Val Val Pro Ile Leu 

1 5 10 15 

gtC gag ctg gac ggc gac gta aac ggc cat aag ttc age gtg tee ggc 453 

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Mn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly 

20 25 30 

gag ggc gag ggc gat gcc ace tac ggc aag ctg ace ctg aag ttc ate 501 

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thy Leu Lys Rite Ile 

35 40 45 

tgc ace ace ggc aag ctg ccc gtg ccc tgg ccc ace etc gtg ace ace 549 

Cys Thy Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr 

50 55 60 

ctg ace tac ggc gtg cag tgc ttc age cgc tac ccc gac cac atg aag 597 

Leu Thy Tyr Gly Val Gin Cys Phe Set Arg Tyr Pro Asp His Met Lys 

65 70 75 80 

cag cac gac ttc ttc aag tcc gcc atg ccc gaa ggc tae gtc cag gag 645 

Gin His Asp Phe Phe Lys Set Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gin Glu 

85 90 95 

cgc ace ate ttc ttc aag gac gac ggc aac tac aag ace cgc gee gag 693 

Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu 

100 105 110 

gtg aag ttc gag ggc gac ace ctg gtg aac ego atc gag ctg aag ggc 741 

Val Lys Rite Glu Gly Asp Thr lieu Val Asa Avg Ile Glu Leu Lys Gly 

115 120 125 

ate gac ttc aag gag gee ggc aac ate ctg ggg cat aag ctg gag tac 789 

Ile Asp Rite Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Leu Glu Ty r 

130 135 140 

aac tac aac age cac aac gtc tat ate atg gee gac aag cag aag aac 837 

Asn Tyr Asn Se r His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys Gin Lys Asn 

145 150 155 160 

ggc atc aag gtg aac ttc aag ate cgc cac aac ate gag gac ggc age 885 

Gly Ile Lys Val Asn Rite Lys Ile Arg His Mn Ile Glu Asp Gly Ser 

165 170 175 

gtg tag etc gee gac cac tae cag cag aac ace ccc ate ggc gac ggc 933 

Val Gin Leu Ala Asp His Tyr Gin Gin Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly 

180 185 190 

°cc gtg ctg ctg ccc gac aac eat tac ctg age ace cag tee gee ctg 981 

Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gin Ser Ala Leu 

195 200 205 

age aaa gac ccc aac gag aag cgc gat cac atg gtc ctg ctg gag ttc 1029 

Set Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Rite 

210 215 220 

gtg ace gcc gee ggg ate act etc ggc atg gac gag ctg tac aag taa 1077 

Val Thr Ala Ala Gly Ile Thy Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys 

225 230 235 

agcggccgcg actctagatc ataatcagcc ataccacatt tgtagaggtt ttacttgctt 1137 

40 
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taaaaaacct 

ttaacttgtt 

caaataaagc 

cttaaggcgt 

atcagctcat 

tagaccgaga 

gtggactcca 

ccatcaccct 

aaagggagcc 

gggaagaaag 

gtaaccacca 

cggggaaatg 

ccgctcatga 

gaggcggaaa 

ccccagcagg 

agtccccagg 

ccatagtccc 

ctccgcccca 

ctgagctatt 

gatcaagaga 

tctccggccg 

tgctctgatg 

accgacctgt 

cccacacctc 

tattgcagct 

atttttttca 

aaattgtaag 

tttttaacca 

tagggttgag 

acgtcaaagg 

aatcaagttt 

cccgatttag 

cgaaaggagc 

cacccgccgc 

tgcgcggaac 

gacaataacc 

gaaccagctg 

cagaagtatg 

ctccccagca 

gcccctaact 

tggctgacta 

ccagaagtag 

caggatgagg 

cttgggtgga 

ccgccgtgtt 

ccggtgccct 

cccctgaacc 

tataatggtt 

ctgcattcta 

cgttaatatt 

ataggccgaa 

tgttgttcca 

gcgaaaaacc 

tttggggtcg 

agcttgacgg 

gggcgctagg 

gcttaatgcg 

ccctatttgt 

ctgataaatg 

tggaatgtgt 

caaagcatgc 

ggcagaagta 

ccgcccatcc 

atttttttta 

tgaggaggct 

atcgtttcgc 

gaggctattc 

ccggctgtca 

gaatgaactg 

tgaaacataa 

acaaataaag 

gttgtggttt 

ttgttaaaat 

atcggcaaaa 

gtttggaaca 

gtctatcagg 

aggtgccgta 

ggaaagccgg 

gcgctggcaa 

ccgctacagg 

ttatttttct 

cttcaataat 

gtcagttagg 

atctcaatta 

tgcaaagcat 

cgcccctaac 

tttatgcaga 

tttttggagg 

atgattgaac 

ggctatgact 

gcgcaggggc 

caagacgagg 

gccacgacgg gcgttccttg cgcagctgtg ctcgacgttg 

tggctgctat tgggcgaagt gccggggcag gatctcctgt 

gagaaagtat ccatcatggc tgatgcaatg cggcggctgc 

tgcccattcg accaccaagc gaaacatcgc atcgagcgag 

ggtcttgtcg atcaggatga tctggacgaa gagcatcagg 

ttcgccaggc tcaaggcgag catgcccgac ggcgaggatc 

gcctgcttgc cgaatatcat ggtggaaaat ggccgctttt 

cggctgggtg tggcggaccg ctatcaggac atagcgttgg 

41 

aatgaatgca 

caatagcatc 

gtccaaactc 

tcgcgttaaa 

tcccttataa 

agagtccact 

gcgatggccc 

aagcactaaa 

cgaacgtggc 

gtgtagcggt 

gcgcgtcagg 

aaatacattc 

attgaaaaag 

gtgtggaaag 

gtcagcaacc 

gcatctcaat 

tccgcccagt 

ggccgaggcc 

cctaggcttt 

aagatggatt 

gggcacaaca 

gcccggttct 

cagcgcggct 

attgttgttg 

acaaatttca 

atcaatgtat 

tttttgttaa 

atcaaaagaa 

attaaagaac 

actacgtgaa 

tcggaaccct 

gagaaaggaa 

cacgctgcgc 

tggcactttt 

aaatatgtat 

gaagagtcct 

tccccaggct 

aggtgtggaa 

tagtcagcaa 

tccgcccatt 

gcctcggcct 

tgcaaagatc 

gcacgcaggt 

gacaatcggc 

ttttgtcaag 

atcgtggctg 

tcactgaagc gggaagggac 

catctcacct tgctcctgcc 

atacgcttga tccggctacc 

cacgtactcg gatggaagcc 

ggctcgcgcc agccgaactg 

tcgtcgtgac ccatggcgat 

ctggattcat cgactgtggc 

ctacccgtga tattgctgaa 

1197 

1257 

1317 

1377 

1437 

1497 

1557 

1617 

1677 

1737 

1797 

1857 

1917 

1977 

2037 

2097 

2157 

2217 

2277 

2337 

2397 

2457 

2517 

2577 

2637 

2697 

275/ 

2817 

2877 

2937 

2997 
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gagcttggcg 

tcgcagcgca 

tcgaaatgac 

ccttctatga 

agcgcgggga 

ggaaggagac 

cgcacggtgt 

tcgatacccc 

cccacccccc 

ctgccatagc 

ttaaaaggat 

agttttcgtt 

ctttttttct 

tttgtttgcc 

cgcagatacc 

ctgtagcacc 

gcgataagtc 

ggtcgggctg 

aactgagata 

cggacaggta 

ggggaaacgc 

gatttttgtg 

ttttacggtt 

ctgattctgt 

gcgaatgggc 

tcgccttcta 

cgaccaagcg 

aaggttgggc 

tctcatgctg 

aataccggaa 

tgggtcgttt 

accgagaccc 

aagttcgggt 

ctcaggttac 

ctaggtgaag 

ccactgagcg 

gcgcgtaatc 

ggatcaagag 

aaatactgtc 

gcctacatac 

gtgtcttacc 

aacggggggt 

cctacagcgt 

tccggtaagc 

ctggtatctt 

atgctcgtca 

cctggccttt 

ggataaccgt 

<210> 4 

<211> 239 

<212> PRT 

<213> Artificial 

tgaccgcttc 

tcgccttctt 

acgcccaacc 

ttcggaatcg 

gagttcttcg 

ggaacccgcg 

gttcataaac 

cattggggcc 

gaaggcccag 

tcatatatac 

atcctttttg 

tcagaccccg 

tgctgcttgc 

ctaccaactc 

cttctagtgt 

ctcgctctgc 

gggttggact 

tcgtgcacac 

gagctatgag 

ggcagggtcg 

tatagtcctg 

ggggggcgga 

tgctggcctt 

attaccgcca 

<220> 

<223> Synthetic Construct 

<400> 4 

ctcgtgcttt 

gacgagttct 

tgccatcacg 

ttttccggga 

cccaccctag 

ctatgacggc 

gcggggttcg 

aatacgcccg 

ggctcgcagc 

tttagattga 

ataatctcat 

tagaaaagat 

aaacaaaaaa 

tttttccgaa 

agccgtagtt 

taatcctgtt 

caagacgata 

agcccagctt 

aaagcgccac 

gaacaggaga 

tcgggtttcg 

gcctatggaa 

ttgctcacat 

tgcat 

acggtatcgc 

tctgagcggg 

agatttcgat 

cgccggctgg 

ggggaggcta 

aataaaaaga 

gtcccagggc 

cgtttcttcc 

caacgtcggg 

tttaaaactt 

gaccaaaatc 

caaaggatct 

accaccgcta 

ggtaactggc 

aggccaccac 

accagtggct 

gttaccggat 

ggagcgaacg 

gcttcccgaa 

gcgcacgagg 

ccacctctga 

aaacgccagc 

gttctttcct 

cgctcccgat 

actctggggt 

tccaccgccg 

atgatcctcc 

actgaaacac 

cagaataaaa 

tggcactctg 

ttttccccac 

gcggcaggcc 

catttttaat 

ccttaacgtg 

tcttgagatc 

ccagcggtgg 

ttcagcagag 

ttcaagaact 

gctgccagtg 

aaggcgcagc 

acctacaccg 

gggagaaagg 

gagcttccag 

cttgagcgtc 

aacgcggcct 

gcgttatccc 

Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu 

42 

3057 

3117 

3177 

3237 

3297 

3357 

3417 

3477 

3537 

3597 

3657 

3717 

3777 

3837 

3897 

3957 

4017 

4077 

4137 

4197 

4257 

4317 

4377 

4412 
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1 5 10 15 

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly 

20 25 30 

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile 

35 40 45 

Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr 

50 55 60 

Leu Thr Tyr Gly Val Gin Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp His Met Lys 

65 70 75 80 

Gin His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gin Glu 

85 90 95 

Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu 

100 105 110 

Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly 

115 120 125 

Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Lea Glu Tyr 

130 135 140 

Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys Gin Lys Asn 

145 150 155 160 

Gly Ile Lys Val Asn Phe Lys Ile Arg His Ann Ile Glu Asp Gly Set 

165 170 175 

Val Gin LeU Ala Asp His Tyr Gin Gin Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly 

180 185 190 

Pro Val Leu Lea Pro Asp Ann His Tyr Lea Ser Thr Gin Ser Ala Leu 

195 200 205 

Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Lea Leu Glu Phe 

210 215 220 

Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Lea Gly Met Asp Glu Lea Tyr Lys 

225 230 235 

<210> 5 

<211> 60 
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<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Synthetic 

<400> 5 

ctcgggaaag ggaaaccgaa actgaagccc ctcgggaaag ggaaaccgaa actgaagccc 60 

<210> 6 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Synthetic 

<400> 6 

ggraaagwga aactg 1 5 

< 2 1 0 > 7 

< 2 1 1 > 2 1 

< 2 1 2> DNA 

< 2 1 3> Art i fi cia l 

< 2 2 0> 

< 2 2 3 > Synthet ic 

< 2 20 > 

< 2 2 1 > mi sc_feat ure 

< 2 22 > ( 1 ) . . ( 3 ) 

< 2 2 3 > n i s e it he r a, c , g , o r t . 

< 2 2 0> 

< 2 2 1 > mi sc_featu re 

< 2 2 2 > ( 6 ) — ( 6 ) 
< 2 23> n i s ei t he r a , c , g , or t . 

< 2 2 0> 

< 2 2 1 > mi sc_feature 

<2 2 2 > ( 1 6 ) . . ( 1 6 ) 

< 2 2 3 > n i s e i t her a , c , g , or t . 

< 2 2 0> 

< 2 2 1 > mi sc_feature 

< 2 2 2 > ( 1 9 ) — ( 1 5 ) 

< 2 2 3 > n i s e i ther a , c , g , or t . 

< 2 2 0> 

< 22 1 > m i sc_feature 

< 2 2 2 > ( 2 1 ) . . ( 2 1 ) 

< 22 3> n i s e ither a , c , 9 , or t . 

<4 0 0> 7 

nnnsanttcc gggaantgns n 21  

<210> 8 
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<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> synthetic 

<400> 8 
ctcgggaaag ggaaaccgaa actgaagcc 29  

45 
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REIVINDICACIONES 

1. Un matodo para realizar un ensayo de neutralized& para el titulo de los anticuerpos en una muestra, donde 
dichos anticuerpos son especificos para una molecule diana predeterminada que active la actividad de transduccian 

5 de serial de una proteina de una superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones, o son 
especificos para un antagonista de dicha molecule diana predeterminada donde dicho metodo comprende: 

preparaci6n de una diluciOn seriada de la muestra; 

la adician a cada dilucion de una cantidad fija de la molecule diana, donde dicha cantidad se corresponde 
10 con una unidad de actividad predeterminada de la molecule diana, y donde la concentraci6n de molecule 

diana es la misma en cada dilucien; 

la realized& de un ensayo con genes reporteros a cada una de las diluciones para determinar a cantidad 
de actividad residual de la molecule diana en cada dilucion, donde dicho ensayo con genes reporteros 
comprende la medicien del nivel de un producto de genes reporteros cuando dicha dilucion entra en 

15 contacto con una linea celular transformada mediante una construcciOn que comprende una secuencia de 

nucleotidos que codifican un producto del gen reportero, vinculado operativamente a uno o varios 

elementos de control transcripcional, que se regula por a actividad de transducciOn de serial de una 
proteina de la superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones en respuesta a una seal 
extracelular generada per dicha molecule diana; y 

20 la determined& de la diluci& en la que la actividad de la molecule diana agregada se reduce un factor 
predeterminado x, donde dicho titulo se expresa como una reduce& de x veces en unidades de 
actividad/ml, 

donde la sensibilidad del ensayo de neutralized& aumenta, donde la linea celular usada en dicho ensayo 

con genes reporteros se ha tratado con un agente antimitatico o proapopt6tico para que adquiera 
25 propiedad de mantener dicha actividad de transduccion de serial durante al menos alrededor de una hora, 

aunque perdera dicha actividad e incurrira en muerte celular en un plazo no superior a 30 dias a una 
temperature superior a la temperatura de congelacion. 

2. El metodo segun la reivindicacien 1, donde dicha linea celular tratada, sustancialmente de manera inmediata tras 
30 el tratamiento, se ha resuspendido en una soluciOn que contiene un crioconservante, se ha congelado 

aproximadamente a -80° C y posteriormente se ha descongelado antes de su uso en dicho ensayo con genes 

reporteros. 

3. El metodo segen la reivindicacien 2, donde dicho crioconservante es dimetilsulfaxido (DMSO) y dicha solucion 
35 contiene un 10% de DMSO. 

4. El metodo segen la reivindicacion 2, donde dicho crioconservante es una combinaci6n de un 2,5% de 
dimetilsulfoxido (DMSO) y un 10% de glicerol. 

40 5. El m6todo seg& a reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimitatico o proapoptotico es vinblastina. 

6. El metodo segOn las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimitotico o proapopt6tico es 5-fluorouracilo.  

7. El metodo segen las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimit6tico o proapopt6fico es mitomicina C, un 
45 agente intercalante antitumoral. 

8. El metodo segen as reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimitotico o proapoptOtico es una radiaci6n y, y 
donde dicha linea celular ha side irradiada con radiacian y a una intensidad y durante un tiempo suficientes para 

mantener dicha actividad de transduccion de senal durante al menos 1 hora, aunque pierde dicha actividad e incurre 
50 en muerte celular en un plazo no superior a 30 dies a una temperature superior a la temperatura de congelacian. 

9. El metodo segen las reivindicaciones 1 a 8, donde dicha proteina de la superficie celular es un receptor de 

superficie celular. 

55 10. El metodo segOn a reivindicaciOn 9, donde dicho receptor de la superficie celular se selecciona de un grupo 
compuesto per un receptor de citoquinas, un receptor de factores de crecimiento, un receptor de hormonas, un 
neurorreceptor, un receptor de celulas T, un receptor de antigenos, y un receptor complementario. 

11. El metodo segOn la reivindicacion 9, donde dicho receptor de la superticie celular es un receptor de interferon de 
60 Tipo I, y dicha serial extracelular es proporcionada por un interferon de Tipo I come la molecule diana 

predeterminada 

12. El m6todo segen la reivindicacion 11, donde la molecule diana predeterminada es un interferon a. 

65 13. El metodo segen la reivindicaciOn 11, donde la molecule diana predeterminada es un interferon P. 
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5 

14. El metodo segOn a reivindicacien 11, donde dicho elemento o elementos de control transcripcional comprenden 

un elemento de respuesta al estimulo del interferon (ISRE). 

15. El metodo segOn la reivindicacion 14, donde dicho ISRE comprende a secuencia de nucleatidos SEQ ID NO:5. 

16. El metodo segun la reivindicaciOn 9, donde dicho receptor de la superficie celular es un receptor de interferon de 

Tipo II, y dicha sefial extracelular este proporcionada por un interfer6n de Tipo II como a molecule diana 

predeterminada. 

10 17. El mOtodo segOn la reivindicacion 16, donde dicho elemento o elementos de control transcripcional comprenden 

una secuencia activada por interferon gamma (GAS). 

18. El metodo segOn las reivindicaciones 1 a 17, donde dicho producto del gen reportero se selecciona de un grupo 

compuesto por luciferasa de luciernaga, luciferasa bacteriana, aequorin de medusa, proteina verde fluorescente 
15 mejorada (EGFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), dsRED, p-galactosidasa, y fosfatasa alcalina. 

19. El metodo segOn las reivindicaciones 1 a 18, donde dicho factor predeterminado x es 10. 

20. El metodo segun las reivindicaciones 1 a 19, donde la linea celular es una linea celular de origen mamifero o 

20 aviar. 

21. El metodo segun as reivindicaciones 1 a 20, donde la linea celular es una linea celular humane. 

22. El metodo segen la reivindicaciOn 21, donde la linea celular humana es una linea celular promonocitica humane. 
25 

23. El metodo segen la reivindicacion 22, donde la Una celular promonocitica humane es una linea de celulas U937. 

24. El m6todo segen las reivindicaciones 1 a 23, donde dicha propiedad de la lima celular usada en dicho ensayo 

con genes reporteros es que mantendra a actividad de transduccien de serial durante al menos ocho horas, aunque 
30 perdera dicha actividad e incurrira en muerte celular en un plazo no superior a 24 horas, a una temperature superior 

a la temperatura de congelacion. 

25. El metodo segun las reivindicaciones 1 a 23, donde dicha propiedad de la linea celular usada en dicho ensayo 

con genes reporteros es tal que mantendra la actividad de transducciOn de serial durante al menos dieciocho horas, 
35 aunque perdera dicha actividad e incurrira en muerte celular en un plazo no superior a 14 dies. 
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