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DESCRIPCION
Método de realizacién de un ensayo para neutralizar anticuerpos.
Sector de la técnica

[0001] La presente invencién se refiere a un ensayo de genes reporteros y un kit para determinar en una muestra la
presencia y/o la cantidad de una molécula que desencadena la actividad de transduccion de sefal de una proteina
de |a superficie celular. La presente invencién se refiere ademéas a una célula que puede usarse en dicho ensayo y a
un método de preparacidn de dicha célula.

Estado de la técnica

[0002] Las proteinas de la superficie celular permiten la transduccion intracelular de senales extracelulares. Las
proteinas de la superficie celutar ofrecen a las células eucariotas y procariotas un medic para detectar sefales
extracelulares y transducirlas a nivel intracelular de una manera que resulte en una respuesta celular o una
respuesta de un conjunto de tejido u érgane. Las proteinas de la superficie celular, al transmitir intracelularmente
informacién acerca del medio extracelular a través de vias intracelulares especificas, inducen una respuesta
adecuada a un estimulo determinado. Esta respuesta puede ser inmediata y transitoria, lenta y continuada, o una
combinacion de ellas. Debido a un conjunto de variadas proteinas de fa superficie de su membrana, las células
eucariotas son enormemente sensibles a su entorno.

[0003] Las moléculas de senal extracelular, tales como las citoquinas, los factores de crecimiento, ciertas hormonas,
los vasodilatadores ¥y los neurotransmisores, ejercen sus efectos (af menos parcialmente) por medic de la interaccion
con las proteinas de la superficie celular. Por ejemplo, algunas moléculas de senal extracelular causan cambios en
la transcripcién 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 regulacién transcripcional. Otras meléculas de sefal extracelular provocan
la activacién de transductores de senales citoplasmaticas latentes y de activadores de la proteina de transcripcién
(STAT), que mejoran la transcripcion de conjuntos especificos de genes.

[0004] Entre las proteinas de la superficie celular que responden a las sefiales extracelulares e inician Ios procesos
que conducen a esta variada respuesta y expresion de los genes, se encuentran los receptores de la superficie
celular y los canales idnicos. Los canales idnicos y los receptores localizados en la superficie celular son proteinas
ubicuas y fisiclégicamente importantes de la membrana de la superficie celular. Desempefian un papel fundamental
en la regulacion de tos niveles intracelulares de varios iones y sustancias guimicas, muchos de los cuales son
importantes para la viabilidad y el funcionamiento celular.

Receptores de |a superficie celular

[0005] Los receptores localizados en la superficie celular son proteinas transmembranales que se unen a moleculas
de sefal extracelular 0 que detectan cambics en el medio extracelular y transmiten la senal a través de vias de
transduccién de sefales para generar una respuesta celular. Los receptores de la superficie celular se unen a
moléculas de sefial circulantes, tales como citoquinas, factores de crecimiento y hormonas, etc., como paso inicial en
la activacion de numercsas vias intracelulares. Los receptores se clasifican segun criterios estructurales o en funcion
del tipo determinado de via que se induce. Entre estas clases de receptores existen clases de receptores de
citoquinas que incluyen aquellos que se unen a factores de crecimiento y presentan una actividad intrinseca de
tirosina quinasa, tales como los receptores del factor de crecimiento de unién a heparina (HBGF), la superfamilia de
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 quinasa, y aquellos gue se
acoplan a proteinas efectoras a través de proteinas de regulacion de unidn a nucledtidos de guanina, denominados
respectivamente receptores acoplados a proteinas G y proteinas G.

[0006] Las citoquinas son mensajeros intercelulares que coordinan la comunicacion entre las células de un tejido
concreto (por ejemplo, las interacciones entre anticuerpos y células T del sistema inmunitario} y sirven para modular
o modificar la respuesta bioldgica. Son pleiotropicas y tienen un amplio espectro de efectos en més de un tipo de
célula o tejido. Los receptores para citoquinas se agrupan genéricamente en dos clases, donde los receptores de la
Clase | incluyen receptores que se unen a distintas interleuquinas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-
15), a la eritropoyetina (EPQ), a la hormona del crecimiento (GH), al factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF), al factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF), al factor inhibitorio de leucemia
(LIF), y el factor neurotrdfico ciliar (CNTF), el TNFa, el TGFf y el ligando Fas, y los receptores para citoquinas de la
Ciase Il incluyen receptores que se unen al interferon (IFN) o/B, IFNy y a la IL-10.

Receptores de interferén




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2409 356 T3

[0007] Los interferones humanos (IFN) son una familia de citoquinas helicoidales homologas que se dividen en tres
clases (tipo I, I y HI) en funcién de la homologia de la secuencia de aminoacidos y nucledtidos. Los IFN humanos de
Tipo | son el IFNa, el IFNB, el IFNg, el IFNk y el IFNw. Los IFNa humanos incluyen un grupe de proteinas
estrechamente relacionadas codificadas como minimo por 12 genes [FNa funcionales. Los IFNB, IFNe, IFNk e [FNw
se codifican por genes individuales con menor relacién entre si. Ef IFN de Tipo I (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). Recientemente se ha definido un nuevo grupo de interderones denominados IFNA o F-N de Tipo lIL
Este grupo consiste de los tres IFNA1, IFNA2 e IFNA3, también denominado interleuquina-29 (IL-29) (A1) e IL-28A/B
(A2/3) (Sheppard et al., 2003; y Ank et al., 2008).

[0008] Los IFN de Tipo | se unen a un receptor comin, 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 interferdn de Tipo | es
él que dispone de mas ligandos naturales, unos 14 en total, de todos los receptores de citoquinas conocidos. La
unién de fos interferones a su correspondiente receptor de la superficie celular representa ef primer pasc y
probablemente el mas especifico de la via de sefializacion de IFN.

[0009] El receptor de IFN de Tipo | 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 fosforilacién de tirosinas tras la unién con IFN (Platanias et al., 1994; Constantinescu et al., 1994; y
Abramovich et al., 1994). Ambas subunidades pertenecen a la superfamilia de receptores de citoguinas de Clase If
(Bazan et al., 1990; y Thoreau et al., 1990) y son necesarias para efectuar la unién de ligandos de afta afinidad y
establecer la actividad bioldgica (Langer et al., 1996; y Domanski et al,, 1996). Los receptores de citoguinas de
Clase |l se diferencian de los de Clase 1 por el patrén de pares de residuos de cisteina conservados que se
considera que forman los enlaces disulfuro.

[0010] El receptor de IFN de Tipo Il (IFN y) consta de dos glicoproteinas transmembranales, las IFNGR1 e IFNGR2,
que se encuentran pre-unidas en fa superficie celular. Cuando el {FN se ung con su receptor, se activan las tirosinas
quinasas Jak1 y Jak2, se produce la fosforilacién de tirosinas y se forma el homodimero Stati. Este homodimero
activado se transloca al nitcleo y alli se une a la secuencia GAS (secuencia activada por interferbn gamma), lo que
produce la activacion transcripcional de los genes activados por IFN.

[0011] Los intederones de Tipo Il se unen a un Onico receptor que comprende el IL-28Ra, especifico para
encadenar los IFNA, y la cadena del IL-10RB, que también forma parte de los receptores para fos IL-10, IL-22 e IL-26
(Ank et al, 2006).

[0012] A diferencia de otros receptores de citoquinas, y comparando en especial con el receptor de IFNy, la unién
individual de los IFNAR1 e IFNARZ al IFNa o [FNB no alcanza la afinidad de unién del heterodimero.. A pesar de que
el IFNAR2 desempena un papel fundamental en la union de los ligandos, el iIFNAR1 contribuye a fa unidn del IFN
aumentando la afinidad del complejo receptor (entre 4 y 10 veces) en relacion con la afinidad correspondiente a la
unién individual del IFNAR2. Asimismo, el IFNAR1 modula también la especificidad de la unién de los ligandos con
respecto a la union individual def IFNAR2 observada. (Cohen et al., 1995; Russell-Harde et al., 1995; Cutrone et al.,
1997: y Cook et al.,, 1996). El dominio extracefular del IFNAR1 es mayor que el de la mayoria de los receptores de
citoquinas de Clase li. Consta de 4 subdominios semejantes a inmunoglobulina separados por motivos de di- o tri-
prolina, que se pueden dividir en dos repeticiones en tandem (Novick et al., 1994; Lutfalla et al., 1992; y Uze et al.,
1995).

[0013] EI IFNAR1 humano, murino y bovino han sido clonados y expresados en células humanas y murinas. Los
estudios realizados con células transfectadas muestran que el IFNAR1 desempefa un papel fundamental en la
unién de los ligandos, en las respuestas celulares a los {FN y en la induccién de las actividades biolégicas de los
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 af., 1995; Vandenbroek et al, 1995; y
Colamonici et al.,, 1994). El receptor de IFN también determina el alto grado de especificidad de las especies
caracteristico de los IFN. Asi, la transfeccién de células de raton con IFNAR1 e IFNAR2 hace dichas células
sensibles a los IFN humanos de Tipo |, dado que ambas céluias (humanas y de raton) comparten una via de
sefalizacion y tienen elementos receptivos al IFN comunes en las regiones prometoras de los genes regulados por
el IFN. Ademas, se ha demostrade que el dominio intraceluiar del IFNAR1 desempefia un papel clave en la
transduccién de la sefial que se inicia en la superficie celular hacia el nuclec tras la unién de interferones de Tipo |
(Basu et al., 1998). La interrupcion dirigida del gen IFNART provoca la pérdida de la respuesta antiviral a los IFN de
Tipo |, lo que demuestra que este polipéptido del receptor es un componente esencial del complejo receptor y que
ambas subunidades (IFNAR1 e IFNAR2) resultan necesarias para la sefializacién de IFNa e IFNB (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 interferdn de Tipo | al complejo receptor activa dos quinasas Janus (Tyk2 y JAK1) que median en
la fosforilacién de tirosinas y la activacion de los dos factores de transcripcion citoplasmaticos latentes STAT1 y
STAT2 . Estos factores forman un complejo (ISGF3) con la proteina p48 de unidn a ADN, la proteina 9 estimulada
por el interferén (IRF 9), que se transloca al nucleo para promover la transcripcién de genes especificos (Fu et al.,
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1992; Schindler et al., 1992; Darnell et al., 1994; ihle et al, 1995; y Taniguchi, 1995). Los Tyk2 y STAT2 estan
asociados constitutivamente con la regién proxima a la membrana de la cadena del IFNAR1, mientras que los JAK1
y STAT1 estan asociados fisicamente con el IFNAR2. Los cuatro factores se activan rapidamente durante la
estimulacion de IFNcc (Lutfalla et al., 1995; Bazan, 1990; Basu et al., 1998; Barbieri et al., 1994; Velazquez et al,,
1995; Uddin et al., 1995; Yan et al., 1996(a) y 1996(b).

[0015] La union de los IFN de Tipo Ill con sus correspondientes receptores de la superficie celular activa también el
complejo ISGF3, lo que sugiere que ios IFN de Tipo Il activan también a una serie de genes comunes con los IFN
de Tipo | (Ank et al., 2006).

Receptores de reconocimiento de patrones

[0016] Poblaciones clave de células, incluidas las células dendriticas (DC), que estan distribuidas por todos los
tejidos periféricos, actiian como centinelas capaces de reconocer a agentes infecciosos a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Estos incluyen la familia de receptores tipo Toll (TLR) de los receptores de fa
superficie celular y de la membrana endosomal (Uematsu y Akira, 2007), y las proteinas receptoras citosdlicas del
tipo de gen inducible por &cido retincico | (RIG-1) RIG-1, MDAS 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
contienen el dominio TIR (receptor Toll/IL-1): MyD88, TRIF, TIRAP/MAL y TRAM. Todos los TLR interactdan con la
MyD88, a excepcion del TLR3. EI TLR3, que reconoce el ARN viral mono o bicatenario, se localiza en los
endosomas de las DC mieloides y precisa de la acidificacion de las vesiculas para activarse. El TLR3 emite senales
a través de la TRIF y activa a TBKI/IKKe, que fosforila el factor de regulacion del interferon 3 (IRF3) y el NFkB,
resultando en la produccidn de IFN b {(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 MDAS) disponen de maotivos tipo CARD
{dominio de reclutamiento y activacién de caspasas) en el extremo N-terminal (Yoneyama y Fujita, 2007). E! dominio
CARD interactia con IPS-1 produciendo la activacién de IRF3 y NFkB, asi como la produccién de IFN b. Asi, la
activacién de los PRR promueve la produccion de citoquinas proinflamatorias, incluidos los IFN de Tipo |, y la
activacion de la respuesta inmunitaria innata.

[0017] Las células dendriticas emiten sus sefales principalmente a través de los TLR, mientras que los receptores
tipo RIG-I predominan en otros tipos de células. En los humanas se pueden distinguir dos subconjuntos principales
de las células DC compuestos de las DC mieloides derivadas de monocitos CDle(+), presentes en la mayoria de
tejidos, y las DC plasmagitoides CDllc(-) (pDCs), presentes fundamentaimente en los ganglios linfaticos. Las DC
plasmacitoides son las principales productoras de IFN de Tipo | en respuesta a virus (Steinmann y Hemmi, 2006).
Estas células expresan altos niveles de TLR9 y TLR7/8, que reconocen el ARN monocatenario (ssRNA) y el ADN
CpG respectivamente (Diebold et al., 2004; Heli et al., 2004); y Hemmi et al., 2000). La activacion de TLR7/8 y TLR9
conduce a la formacion de un complejo con MyD88 y la fosforilacién de IRF7, y a la produccidén de altos niveles de
IFN de Tipo | (Uematsu y Akira, 2007).

Receptores de TNF

[0018] El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina multifuncional que ejerce efectos pleiotrépicos en
distintos tipos de células. El TNF-a se sintetiza como pro-TNF, una proteina 26 kDa unida a la membrana , que se
libera cuando la enzima convertidora de TNF (TACE) fragmenta su prodominio para producir una proteina 17 kDa
compuesta por 157 aminoacidos, que existe como homotrimero disuelto. Los TNF-a se unen a dos receptores
distintos, el TNFR-1 (p55) y el TNFR2 (p75). EI TNFR-1 (p55) contiene un dominio de muerte {ausente en el TNFR2)
que interviene en la induccion de la apoptosis. La union del homotrimero TNF-a al TNFR-1 produce la trimerizacién
del TNFR-1y la liberacion del silenciador del dominio de muerte (SODD). El dominio de muerte asociado al TNFR
(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 asaciado al TNFR (TRAF-2), y el dominio de muerte asociado a Fas (FADD). El
TNFR-1 sefiala la apoptosis con la unidon del FADD a la pro-caspasa 8, la activacion de la cual induce una cascada
de proteasas que provoca la apoptosis. El TNFR-1 sefiala la supervivencia, con el reciutamiento del TRAF-2, que
inhibe la apoptosis a través de la proteina citoplasmatica inhibidora de la apoptosis (ciAP). Una de las principales
vias de senalizacion desencadenada por el reclutamiento del TRAF-2 y de la RIP al complejo receptor TNFR-1 es la
via NF-kB, que transduce una sefal al nicleo que culmina con la activacién transcripcional de una serie de genes
TNF diana (Schwamborn et al., 2003). El NF-kB es un factor de transcripcién ubicuo inducido por varias citoquinas
(incluyendo las IFNy, IL2, IL5 e IFNa2). EI NF-kB interviene en la regulacién de numerasos genes relacionados con
procesos como la respuesta inflamatoria, la apoptosis, el cancer, la supervivencia neuronal y la iInmunidad innata. La
activacion del NFk8B se controla principalmente en el nivel postranscripcional, con la degradacion de la subunidad
inhibitoria 1kB del complejo po5/p65/1kB, presente en el citoplasma. Estimulos de activacion como el TNFa activan un
complejo quinasa compuesto por dos quinasas IkB especificas (IKKa e IKKB), y una subunidad moduladora (NEMO
o IKKy). Este proceso conduce a la fosforilacion de la subunidad inhibitoria, a su ubiguitinacion y a su degradacion a
través del proteasoma. Asi se desencadena la translocacion del NF-kB al nicleo, donde inicia la transcripcion
uniéndose a las secuencias de regulacién (secuencias de reconocimiento/union del NFkB) presentes en la region
promotora de los genes NFkB diana.
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Receptores acoplados a proteinas G

[0019] Las vias de senalizacidn transmembranales de |a proteina G constan de 3 proteinas: receptores, proteinas G
y efectores. Las proteinas G actlan de intermediarias en las vias de sefalizacién transmembranales y son
heteredimeros compuestos per las subunidades a, B y v. Entre los miembros de una familia de proteinas G difieren
las subunidades o . Las funciones de estas proteinas se regulan por la ascciacion ciclica del GTP con ta subunidad
0, seguida por ia hidrélisis del GTP al GDP y la disociacién del GDP.

[0020] Los receptores acoplados a proteinas G son una clase diversa de receptores que media en la transduccién de
sefal uniéndose a las proteinas G. La transduccién de sefial se inicia con la unién de los ligandos al receptor de la
membrana celular, gue estimula la unién del receptor a la proteina G. La interaccién entre fa proteina G y el reseptor
libera GDP, que se une de manera especifica a la proteina G y posibilita la unidn del GTP, lo cual activa la proteina
G. Una vez activada, la proteina G se disocia del receptor y activa 1a proteina efectora que regula los niveles
intracelulares de segundes mensajeros especificos. Entre estas proteinas efectoras se encuentran la adenilato
ciciasa, la guanilato ciclasa y la fosfolipasa C.

Factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento

[0021] Los factores de crecimiento de polipeptidos son moduladores de [a proliferacién y diferenciacidn celular. Sus
funciones bioldgicas son mediadas por la interaccion 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 que inducen la fosforilacién de tirosinas y la sintesis del mRNA de c-fos. Ademas,
por lo menos algunos factores de crecimiento se translocan al nicleo, como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) (Yeh et al., 1987) y el factor 2 de crecimiente de unién a heparina o factor basico de de
crecimiente de fibroblastos (Bouche et al., 1987).

[0022] La activacién de receptores de factores de crecimiento por la interaccion con factores especificos de
crecimignto 0 agentes como el acetato de forbol miristate (PMA), activa {a proteina quinasa G, una familia de
proteinas quinasas activadas por fosfolipidos y calcio. Esta activacién da lugar a la transcripcién de una serie de
genes de codificacién de factores de transcripcidn, los pretooncogenes (como c-fos, ¢-myc y c-jun), proteasas,
inhibidores de proteasa (como la colagenasa de Tipo | y el inhibidor del activador del plasminégena) y moféculas de
adhesién (como la molécula de adhesidn intercelular {). La activacién de la proteina quinasa G antagoniza la
actividad de los factores de crecimiento debido a fa rapida fosfarilacion de los receptores de factores de crecimiento,
fo cual a su vez reduce la actividad de la tirosina quinasa. Se considera que los factores de crecimiento y otros
mitégenos que inducen la proliferacidn y el crecimiento celular desempenan un papel central en el crecimiento de
tumeres, fos cuales con frecuencia llevan receptores de la superficie celular identificables que son especificos de
factores de crecimiento y otras senales extracelulares.

[0023} La interaccidn del factor de crecimiento nervioso (NGF) con su receptor es tipica de la cantidad de respuestas
que generan las sefiales extracelulares de este tipe. El NGF es una hormona de crecimiento polipeptidica necesaria
para la diferenciacién y el crecimiento de las neuronas sensoriales derivadas de la cresta neural. Ei NGF se une a su
correspondiente receptor de la superficie celular, y se transporta de forma retrégrada al cuerpo de la célula
{Changelian et al,, 1989). Eso inicla una cascada de eventos intracefulares que culminan con un fenotipo
diferenciado. En el estudio de la diferenciacién mediada por NGF se usan como modelo las células PC12, una linea
celular de feocromocitoma de rata. Tras el tratamiento con NGF, las células PC12 cambian de células tipo
cromafines suprarrenales que se replican a células tipe neuronas simpaticas eléctricamente excitables que no se
replican.

[0024] Los cambios fenotipicos se acompafnan por la induccion y la expresion de genes especificos. La unién de
NGF a las células PC12 induce la expresidn ripida e inmediata de genes especificos, incluidos los genes c¢-fos,
NGF1-A y NGF1-B, también denominados genes temprancs. Se considera que dichos genes codifican los
reguladores transcripcionates. Ei producto génico de NGF1-A contiene dominios "dedo de zinc” que se repiten en
tandem, caracteristicos de las proteinas de unién a ADN, y la proteina NGF1-B es homéloga a les miembros de la
familia de receptores de glucocorticoides, por lo que es probable que funcione como un modulador de transcripcion
dependiente de ligandos. El producto génico de c-fos, FOS, parece funcionar como una molécula de regulacion
transcripcional.

El gen ¢-fos y genes relacionados

[0025} Tal como se ha indicado anteriormente, la induccidn de la expresion del gen c-fos es un evento comun en
varias vias de respuesta que se inician por a la actividad de una variedad de proteinas de la superficie celular.

[0026] El producto génico de c¢-fos, FOS, se asocia con el activador de fa transcripcién JUN (producto del gen ¢-jun)
para farmar un compiejo que a su vez forma un complejo de activacién de fa transcripcién, ef AP-1. La transcripcion
de c-fos y ¢-jun se induce rapida y transitoriamente tras la estimufacion. 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 vida corta, para translocarse luago al
nicleo y formar un complejo proteico heterodimérico gue se une al elemento de regulacién del ADN, el sitio de unidn
del AP-1,

[0027] Los genes c-fos y ¢-jun son miembros de las familias génicas que codifican proteinas gue participan en la
formacién de los complejos hetereodiméricos que interactian con los sitios de union del AP-1. E| factor de
transcripcion AP-1 estd compuesto por varios complejos proteicos cuyas concentraciones se alteran frente a la
estimulacion celular. Estos complejos interactian de manera especifica con un motivo de secuencia nicleo de
nucledtidos con siete bases, que es conocido como un constituyente relativamente comin de elementos de
regulacion transcripcional tanto positivos como negaltivos, y es necesario con respecto a los niveles basales e
inducidos de la expresién de los genes.

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

[0029] De esta manera, la induccién de c-fos involucra varias vias de segundos mensajeros que actiian a través de
distinios elementos de regulacion y que modifican difarencialmente el producto génico resultante, FOS, que a su vez
interactia de distintos modos con la proteina JUN modificada diferencialmente. Por lo tanto, una multitud de eventos
extracelulares induce la expresion de un pequefio nimero de proteinas inducibles, que forman una serie de
complejos proteicos capaces de unirse diferencialmente a los elementos de regulacién del ADN que contienen los
sitios de unién del AP-1. En consecuencia, una gran cantidad de proteinas de ta superficie celular pueden actuar a
través de vias de transduccion superpuestas ytransducir las sefales extraceluiares que finalmente inducen una
variedad de respuestas.

[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 conexién a un gen de la
luciferasa, o a otro gen reportero. En este supuesto, si ia linea celular se expone a la presencia de interferén como
una seial extracelular, la actividad de transduccion de senal de los receptores de la superficie celular de interferén
enddgeno produce una sefal que activa el ISRE, 1o que a su vez provoca la transcripcién del gen de la luciferasa.
De esta manera, es posible medir la actividad generadora de luz de la luciferasa y relacionarla con la cantidad de
interferén presente en la muestra, la cual es proporcional a la cantidad de interferén en un rango determinado
(Lallemand et al., 19986).

[0031] Lleonart et al. (1990) describieron un ensayo con genes reporteros para el interferén de Tipo | basado en
células Vero de mono transfectadas con un promoter Mx de ratén inducible por interferén de Tipo 1, vinculado al gen
de la hormona del crecimiente humano (hGH) como gen reporterc. Para ampliar este ensayo, se transfectaron las
celulas Vero de mono con un pldsmido que lievaba el gen reportero de la luciferasa bajo el control del promotor Mx!
de ratdn inducible por interferén de Tipo | (Canosi et al., 1996).

[0032] Hammerling et al. (1998) lievaron a cabo ofre tipo de ensayo con genes reporteros para el interferon. En esta
ocasion se recurrié a una linea cefular de glichlastoma humano transfectada con una construccion de genes
reportercs compuesta por un promotor de la proteina glial fibrilar acida (GFAP) y un gen reportero B-galactosidasa
de E. coli {lacZ). Este ensayo concreto mide la reduccién/inhibicion de la expresién de B-galactosidasa por el
interferdn humano de Tipo | o il de manera selectiva y en funcidn de la dosis.

[6033] Los resultados de muchos extensos estudios clinicos aleatorios muestran que el interferdn beta (IFNB) reduce
la frecuencia y 1a severidad de las recaidas clinicas, ralentiza la progresién de la enfermedad y mejora la calidad de
vida de los pacientes con esclerosis miitiple remitente recurrente (RRMS) (Clerico et al., 2007, y McCormick et al.,
2004). No obstante, el tratamiento repetido con IFNB recombinante puede bajar la tolerancia inmunitaria a los
autoantigenos en determinados pacientes, desencadenando la produccion de anticuerpos neutralizantes (NAB)
cantra 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 reduccién tanto de la farmacodinadmica (induccién de praductos
génicos receptivos a IFNB; Deisenhammer et al,, 2004) como de la respuesta clinica, lo cual se determina por
imagenes por resonancia magnética (MR} o la propia progresién de la enfermedad (Hartung et al., 2007; Noronha,
2007; y Namaka et al., 2008). La frecuencia y los titulos de los anticuerpos anti-IFNB varian en funcién del tipo del
preparado de IFNB con que se trata al paciente, y de la frecuencia y via de administracién. Aunque es dificil realizar
comparaciones directas entre muchos de los estudios realizados debido a la variedad de ensayos y estandares de
neutralizacion que utilizan, estudios comparativos muestran que el IFNB-1b es mas inmunogénice que el IFNB-1a
(Bertolotto et al., 2002), debido posiblemente a la menor actividad especifica del IFNB-1b y, por tanlo, a la mayor
masa proteica que se inyecta (Antonetti et al., 2002). También pueden contribuir a la inmunogenicidad del IFNB-1b
las diferencias en los aminodcidos, |a falta de glicosilacion del IFNB-1b recombinante en comparacion con la proteina
nativa o fas formas actualmente autorizadas del IFNB-1a, o las caracteristicas de la formulacién (Giovannani, 2 004).

[0034] Los metodos actuales para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra el IFNa o IFNB se
basan en la inhibicion de la actividad del IFN a través de bioensayos antivirales o de la induccion de una proteina
inducida por IFN (Deisenhammer et al., 2004). Los bicensayos basados en la capacidad del IFN para inhibir la
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replicacion viral son imprecisos, ya que se limitan a detectar diferencias del doble o mas, ofrecen resultados
variables y precisan de varios dias para compietarse. Para medir la induccion de una proteina antiviral inducida por
IFN como MxA deben usarse lineas celulares ¢ sangre periférica, y realizar una evaluacion posterior de 10s niveles
de proteina con ELISA o medir los niveles de mRNA de MxA (Deisenhammer et ai., 2004).

[0035] El documento WO 2004/039990 A {TOVEY MICHAEL, 13-05-2004) divulga un ensayo con genes reporteros y
un kit donde se usa una via de transduccién de sefal de IFN. La vida Util de la linea ceiular que se emplea en este
ensayo (asi como en la invencién presente), PIL5, aumenta con el uso de agentes antimitéticos o proapoptdticos y
su posterior criopreservacion.

Resumen de la invencion

[0036] La presente invencion ofrece un método para llevar a cabo un ensayo de neutralizacién, con el objetivo de
determinar el titulo de los anticuerpos en una muestra que se somete a la prueba. Los anticuerpos de esta muestra
son especificos bien para una molécula diana predeterminada, que activa la actividad de transduccién de senal de
una proteina de la superficie celular, 0 un receptor de reconocimiento de patrones o para un antagonista de la
molécula diana predeterminada. Este método presenta una mejora respecto a los ensayos de neutralizacion
existentes porque la sensibilidad del ensayo con genes reporteros para determinar la neutralizacion aumenta por el
uso de una linea celular transformada con una construccién de genes reporteros. Asimismo, sus propiedades
garantizan que se mantendra la transduccidn de sefial en respuesta a una senal extracefular que genera la molécula
diana durante al menos una hora aproximadamente. No obstante, la actividad de transduccién de senal se perderd y
se incurrira en muerte celular en un periodo no superior a 30 dias aproximadamenlte a temperaturas por encima del
punto de congelacién.

Breve descripcion de las figuras

[0037] La figura 1 muestra una representacion esquematica de una construcciéon de genes reporteros de la
luciferasa, donde la expresién de la luciferasa se controla por un promoteor quimérico que contiene un elemento de
respuesta sensible al interferén (ISRE) det gen ISG15 y un promotor SV40 minimo.

[0038] La figura 2 muestra una representacion esquematica de una construccitn de genes reporteros de la proteina
verde fluorescente mejorada (EGFP-1), donde la expresién de EGFP-1 se contrgla por un promotor quimérico que
contiene un ISRE del gen ISG15 y un promotor SV40 minimo.

[0039] La figura 3 es un grafico de curvas dosis-respuesla para los subtipos de [FNa humano. Las células PILS vivas
congeladas fueron incubadas durante la noche con diluciones seriadas al décimo (1:10) de uno de los sublipos de
IFN alfa humano o IFNB. A continuacion, las células fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reactivo
y se determiné la actividad de la iuciferasa con un luminémetro, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES
Y METODOS del ejemplo 2. La actividad de IFN se determiné a partir de la curva dosis-respuesta de unidades
relativas de luciferasa {RLU), expresadas como coefieciente de induccion, respecto a la concentracion de IFN
expresada en fU/ml.

[0040] Las figuras 4A y 4B son graficos de curvas dosis-respuesta para los interferones humanos de Tipo |. Las
células PILS vivas fueron incubadas durante fa noche con diluciones seriadas al décimo {1:10) de la preparacién de
referencia internacional del IFNa humano {G-023-901-527), tal como se muestra en la figura 44, o de la preparacion
de referencia internacional del IFNB humano (Gb23-902-531), tal como se muestra en la figura 4B. A continuacion,
las células fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reactivo y se determind la actividad de la
luciferasa con un lumindmetro, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. La
actividad de IFN se determind a partir de la curva dosis-respuesta de unidades relativas de luciferasa (RLU),
expresada como razdn de incremento de la induccion, respecto a la concentracion de IFN expresada en U/ml.

[0041] Las figuras 5A y 5B son graficos de curvas dosis-respuesta para las preparaciones clinicamente formuladas
de IFNa e IFNB humano. En la figura 5A, las célutas PIL5 congeladas y preparadas para el ensayo {ensayo de alfa y
beta de iLite, NeutekBio Lid, Galway, Ifanda), se sometieron a descongelacién rapida y fueron incubadas durante ta
noche por duplicado con diluciones seriadas al décimo {1:10) de IFNa2a (ROFERON-A™), [FNa2b (INTRON-AT™),
IFNo2a pegilado (PEGASYS™), o IFNa2b pegilado {(PEG-INTRON™) humano. En la figura 5B, las células PIL5
congeladas y preparadas para el ensayo (ensayo de alfa y beta de iLite, NeutekBio Lid, Galway, Irlanda), se
sometieron a descongelacidn rapida y fueron incubadas durante la noche por duplicado con diluciones seriadas al
décimo (1:10) de IFNB-1a (AVONEX™), IFNB-1a {REBIF™), o IFNB-1b {BETAFERON™) humano. A continuacion,
las células fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reactivo y se determiné la actividad de la
juciferasa con un lumindmetro, conforme a fo descrito en el epigrafe MATERIALES ¥ METODOS del ejemplo 2. La
actividad de IFN se determind a partir de la curva dosis-respuesta de unidades relativas de luciferasa (RLU),
respecto a la concentracién de [FN expresada en IU/mk.

[0042] Las figuras BA a 6D son graficos comparativos de curvas dosis-respuesta para 1os interferones humanos de
Tipo | obtenidos usando células tratadas con quimicos o células vivas. Las células PILS congeladas y preparadas
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para el ensayo (circulo abierto) o las células PIL5 vivas (cuadrado solido) fueron incubadas durante ia noche por
duplicado con diluciones seriadas al décimo (1:10) de INTRONA™ (fig. 6A), BETAFERON™ (fig. 6B), REBIF™ (fig.
6C), o AVONEX™ (fig. 6D). A continuacion, las células fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del
reactivo y se determind la actividad de la luciferasa con un lumindmetro, conforme a lo descrito en el epigrafe
MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. La actividad de IFN se determiné a partir de la curva dosis-respuesta de
unidades relativas de luciferasa (RLU), expresadas como razén de incremento de la induccidn, respecto a la
concentracidn de IFN expresada en IU/ml.

{0043) Las figuras 7A a 7D son graficos de curvas de neutralizacién para anticuerpos neutralizantes NAB delFNa
antihumano usando células PILS tratadas con quimicos. Se incubaron por duplicado durante la noche diluciones
seriadas al décimo (1:10) de sueros de pacientes con hepatitis C crénica tratados con {FN-a2 recombinante, con 10
LU/m| de ROFERON™ (fig. 7A}, IFNa1 (fig. 7B), PEGASYS™ (fig. 7C), 0 PEG-INTRON™ (fig. 7D) durante 1 hora a
37° C y, a continuacién, durante 2 horas mas a 4° C antes de incubarse durante la noche con células PILS
congeladas y tratadas con vinblastina, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS del gjemplo
2. Seguidamente, las células fueron lisadas con el sustrato de luciferasa portador del reaclivo y se determind la
actividad de la luciferasa con un luminémetro conforme a lo descrita en el epigrafe MATERIALES Y METODOS. Los
titulos de NAB de las muestras se determinaron conforme al epigrate MATERIALES Y METODOS vy expresados en
unidades TRU/ml.

[0044] Las figuras 8A a 8C son graficos de curvas de neutralizacidon para anticuerpos NAB de IFNB antihumano
usando células PIL5 tratadas con quimicos. Se incubaron por duplicado diluciones seriadas al décimo (1:10) de
sueros de pacientes con RRMS tratados con IFNR recombinante, con 10 LU/m| de BETAFERON™ (fig. 8A),
REBIF™ (fig. 8B) o AVONEX™ (fig. 8C) durante 1 hora a 37°C y, a continuacidn, durante 2 horas mas a 4° C antes
de incubarse durante la noche con células PIL5 congeladas y tratadas con vinblastina, conforme a lo descrito en el
epigrate MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. A continuacion, las células fueron lisadas con el sustrato de
luciferasa portador del reactivo y se determind la actividad de la luciferasa con un fuminémetro, conforme a lo
descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2. Los titulos de NAB de las muestras se
determinaron conforme al epigrate MATERIALES Y METODOS y expresados en unidades TRU/mL.

Descripcion detallada de la invencion

[0045] ElI objeto de la presente invencidn es un método mejorado de realizacion de un ensayo para determinar el
titulo de lgs anticuerpos neutralizantes en una muestra que contiene anticuerpos especificos para una molécula
diana predeterminada, i.e. que pueden reconocer y unirse a ella, la cual activa la actividad de transduccion de sefial
de una proteina de la superficie celutar © de un receptor de reconocimiento de patrones, y bloquea la capacidad de
la molécula diana predeterminada para activar 1a actividad de transduccion de sefal de una proteina de la superficie
celular o de un receptor de reconocimiento de patrones. Asimismo, la presente invencion tiene como objeto un
método mejorado para determinar el titulo de neutralizacion de los anticuerpos que reconocen moléculas o
preparaciones, como vacunas bacterianas o virus atenuados o vivos, cuyos componentes interactdan con receptores
de reconocimiento de patrones, que incluyen, entre otros, [os receptores tipo Toll (TLR) de la superficie celular o
receptores de la membrana endosomal (Uematsu y Akira, 2007), o las proteinas receptoras citosolicas del tipo de
gen inducible por &cido retinoico 1 (GIG-I) RIG-1, MDAS y LGP2 (Yoneyama y Fujitia, 2007). Ademas, con el
presente método se puede determinar el titulo de los anticuerpos neutralizantes para los antagonistas de la molécula
diana predeterminada.

[0046] El método de la presente invencion conlleva la preparacion de una dilucidén seriada de la muestra,
preferentemente obtenida de la sangre (suero) de un sujeto mamifero, a la que se agrega una cantidad fija de la
molécula diana (y una cantidad fija de un antagonista de la molécula diana si han de determinarse los anticuerpos
neutralizantes para dicho antagonista). Dicha cantidad corresponde a una unidad predeterminada de actividad de la
malécula diana, aplicando a las distintas diluciones la misma concentracidén de molécula 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 dilucion entra en contacto con una linea celular transformada con una construccion de genes reporteros.
El objetivo es determinar, en primer lugar, la cantidad de actividad residual (capacidad de las moléculas diana
restantes que no han sido neutralizadas por anticuerpos ni antagonistas de activar la actividad de transduccion de
sefial de una proteina de la superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones) de la molécula diana
en la dilucién, y en segundo lugar, determinar |a dilucidn en la que la actividad de la motécula diana agregada se
reduce en funcidn de un factor predeterminado x, donde el titulo de neutralizacidon de los anticuerpos se expresa
como una reduccion multiplicada por x en unidades de actividad/ml. Este factor predeterminado x es
preferentemente 10, de modo que el titulo de los anticuerpos neutralizantes se expresa en unidades de reduccién a
la décima parte (TRU)/ml.

[0047] La mejora respecto a los ensayos de neutralizacion estandar convencionales consiste en que aumenta la
sensibilidad del método del ensayo de neutralizacion segin la presente invencion debido al uso de una linea celular
en el ensayo con genes reporteras tratada previamente con un agente antimitético o proapoptdtico, para adquirir la
propiedad de mantener la actividad de transduccién de sefial durante al menos una hora, preferentemente al menos
durante 8 horas aproximadamente y mas preferentemente durante al menos digciocho horas aproximadamente. No
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obstante, perderd la actividad de transduccidon de senal e incurrird en muerte celular (apoptosis) en no mas de 30
dias, preferentemente en no mas de 14 dias, mas preferentemente en no mas de 5 dias incluso en no mas de 24
horas, si se supera la temperatura de congelacion.

[0048] Los inventores de fa presente invencidn descubrieron inesperadamente que las células PILS (células
promonociticas humanas U937 transfectadas con una construccion de genes reporteros de la luciferasa bajo el
control de un promotor quimérico receptivo al IFN; Lallemand et al., 1996) tratadas con un agente antimitético o
proapoptdtico (i.e. vinblastina), para adquirir la propiedad de mantener la actividad de transduccidon de sefal durante
el tiempo suficiente para llevar a cabo el ensayo de neutralizacion, y perder la actividad de transduccion de senal e
incurrir en muerte celular en no mas de 30 dias si se supera la temperatura de congelacion, se comportan mejor con
una sensibilidad mejorada del ensayo de neutralizacién en comparacioén con las correspondientes células no
tratadas. Dado que las células "tratadas” no pueden replicarse, no se consideran células "vivas" como las células
PILS no tratadas.

[0049] La linga ceiular usada en el metodo segin la presente invencién, cuya linea celular PIL5 es una realizacion
preferida, fue revelada con anterioridad en los documentos WO 2004/039990 y US 2004/0235157, ambos incluidos
en el presente documento como referencia. La linga celular revelada en WO 2004/039990 y US 2004/0235157 se
transforma con una construccion de genes reporteros que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
producto del gen reportero unido operalivamente a uno o varios elementos de control transcripcional. Se regula a
través de la actividad de transduccion de sefial de una proteina de la superficie celular en respuesta a una senal
extracelular (i.e. se genera por la molécula diana usada en el método segln la presente invencion). Esta célula se ha
tratado de tal manera que mantenga la actividad de transduccion de serial de la proteina de la superficie celular
durante al menos una hora pero no mas de 30 dias, si se supera la temperatura de congelacién, antes de perder
dicha actividad. No se trata simplemente de inhibir la divisién ceiular y mantener la célula en estado de congelacion
para proporcionarle la vida Uil necesaria para el objetivo deseade por el usuario final (p. gj. realizar un ensayo), sino
en aplicar a la célula 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 células
de un solo use que el usuario no puede propagar para otras aplicaciones. En su ligar, debe adquirirse del proveedor
una célula, preferentemente integrada en un kit, para cada uso.

[0050] Si se compara la actividad de los genes reporteros de las células "tratadas” y "vivas” con distintos titulos de
interferdn (tal como se muestra en el ejemplo 2 siguiente), puede apreciarse gque el coeficiente de aumento de la
actividad de los genes reporteros de 10s titutos bajos de interferdn para las ¢células tratadas resulta significativamente
mas elevado que para las células vivas. Por otra parte, las células vivas presentan mayor receplividad a titulos mas
altos de interferdn. Asi, las células tratadas presentan un limite inferior de deteccién de interferén y una sensibilidad
mejor al interferén. La sensibilidad se define como el punto medio de la curva dosis-respuesta de interferén,
determinado por la diferencia entre el valor obtenido para la muestra de control sin interferén y el valor obtenido para
las dosis de saturacién de interfern.

[0051] La importancia de esta actividad mejorada con titulos de interferon inferiores radica en que las células
tratadas son muy superiores a las células vivas en la cuantificacion de anticuerpos neutralizantes contra al
interferén. Este hecho puede apreciarse especialmenle en el caso de antisueros potentes, donde de forma
sistematica se obtienen ftitulos de neutralizacién mas altos con células tratadas que con célias vivas. La
metodologia estandar aprobada por la Organizacion Mundiat de ta Salud (OMS) (Kawade et al., 1984; y Grossberg
et al., 20014, b) para determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes en suerc (por ejemplo, en el suero de
pacientes con esclerosis miltiple remitente recurrente tratados con interferon @), 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 gue se considera el punto final, El titulo de los anticuerpos
neutralizantes se expresa en unidades de reduccion a la décima parte por ml (TRU/ml),

f0052] La enorme importancia clinica de los ensayos con anticuerpos neutralizantes radica en que los pacientes de
enfermedades cronicas gue reciben tratamiento continvado, como en el caso de la esclerosis multiple remitente
recurrente tratada con interferon B, dejan de experimentar los efectos beneficiosos del tratamiento con el agente
terapéutico si el paciente desarrolla una respuesta inmunitaria contra dicho agente. Por ello es importante poder
detectar si un paciente desarrolla este tipo de respuesta y cudndo esto ocurre, para detener el tratamiento en este
momento. De este modo pueden evitarse posibles reacciones adversas como un shock anafilactico o reacciones a la
perfusion.

[0053] La sensibilidad mejorada a titulos inferiores de interferon ofrece dos ventajas. En primer lugar, se puede
hablar de mejora en el sentido de que se reduce el limite inferior de deteccién. Al reducir este limite, pueden
deteclarse en el ensayo cantidades menores de interferdn, y esto puede resultar muy Util para distintos propésitos.

[0054] La segunda ventaja inherente al método de ensayo de neutralizacion segdn la presente invencidn consiste en
la obtencién de resultados mas precisos y sensibles, especialmente en el caso de pacientes con niveles elevados de
anticuerpos anli-interferén circulantes. En el ensayo de neutralizacion aprobado por la Qrganizacion Mundial de la
Salud (OMS) soto se determina una unidad de laboratorio como punto medio entre la respuesta maxima y minima de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2409 356 T3

los genes reporteros. En el caso de titulos altos de interferdn, la respuesta se estabiliza. Como puede apreciarse en
los resultados experimentales y las figuras del ejemplo 2 siguiente, si se usan células vivas en lugar de células
tratadas, se requiere una cantidad significativamente mayor de interferdn, con una potencia aproximada superior a
10, para obtener una unidad de actividad de [aboratorio. La curva de las células tratadas se desplaza
manifiestamente hacia la izquierda, lo gue indica que se precisa una cantidad mucho menor de interferon para
obtener una sola unidad de laboratorio. La conclusién siguiente es evidente: en las células tratadas {en comparacion
con las células vivas), diez unidades de laboratorio también tendran titulos mas bajos de interferan en la potencia de
10. Dado que en el ensayo se neutralizan cantidades mucho menores de anticuerpos, también se precisan menores
cantidades de anticuerpos para realizar [a neutralizacidn, y puede determinarse con mayor precision la cantidad de
anticuerpos necesaria para neutralizar el 90% del interferén. Asi se pueden determinar con mayor precision los
titulos de los anticuerpos y, en particular, de los titulos altos.

[0055] La muestra sometida a ensayo con el método segln la presente invencién es un fiuido biolégico de un sujeto
mamifero, preferentemente de un sujeto humano, que contiene anticuerpos, como la sangre. De manera preferente,
la muestra es suero.

[0056] La linea celular a usar en el presente método puede ser de un sujeto mamifero o aviar,
preferentementesiendo preferentes las células humanas. Las lineas celulares preferidas incluyen, entre otras, las
lineas celulares humanas promoneciticas (o U937), mieloides (o U266R), de linfoma de células T {i.e. Jurkatt) y de
adenocarcinoma de mama {o MCF7), y las lineas celulares de eritroleucemia ¢ linfoma de ratén {o L120).

[0057] La molécula diana predeterminada {0 su antagonista), para la que se determina el titulo de los anticuerpos
neutrafizantes correspondientes segin el métedo de la presente invencion, esta concebida para incluir cualquier
agente terapéulico, tal como las proleinas terapéuticas, que active (o bloquee, en el caso de fos antagonistas de la
molécula diana) la actividad de transduccién de sefial de una proteina de la superficie celular, y para el que no se
desea que se generen anticuerpos neutralizantes en e! sujete mamifero tratado con dicho agente. La molécula diana
predeterminada también puede englobar compeonentes de moléculas o preparaciones, como vacunas bacterianas o
virus atenuados o vivos, cuyos componentes interact{ian con los receptores de reconocimiento de patrones. Algunos
ejemplos preferidos perc no limitativos de molécula diana incluyen el interfern-a, el interferén-g, el interferén-y, ta
eritropoyetina (EPQ), e TNFa, [as interleucinas, la hormona def crecimiento, las gonadotropinas, la insulina y otras
hormenas, y los factores estimufantes de colonias de granulocites (G-CSF) y granulocitos macréfagos (GM-CSF).
Algunos ejemplos no limitativos de antagonistas de la molécula diana predeterminada, a los que se unen los
anticuerpos neutralizantes, incluyen los antagonistas de TNFa, como el Infliximab (un anticuerpo quimérico), el
Adalimumab (un anticuerpo completamente humanag) y el Etanercept (una proteina de fusion de IgGiFc¢ del receplor
TNFp75).

{0058] La proteina de la supefficie celular cuya actividad de transduccion de senal, en respuesta a una sefal
extracelular de una proteina © un agente terapéutico, regula la expresién de un producto del gen reportero, puede
ser cualquier proteina de la superficie celular conocida a identificable por expertos en la materia. Ejemplos no
limitativos de estas proteinas de la superficie celular incluyen los receptores de la superficie celular y los canales
ibnicos. Algunos ejemplos no limitativos de los receptores de la superficie celular incluyen los receptores de
citoquinas {p. ej. los receptores para el interferén de Tipo | y Il, las interleucinas, la hormona del crecimiento, la
eritropoyetina [EPC], los factores estimulantes de colonias de granufogitos [G-CSF] y granulocilos macrofagos [GM-
CSF], los factores TNFa y TGFB, el ligando de Fas, el factor inhibitorio de leucemia {LIF], el factor neurotréfico ciliar
[CNTF], etc.), tos receptores de factores de crecimiento, de hormonas, de células T, de antigenos y los receptores
complementarios y los neurorreceptores. El texto de referencia de J. M. Cruse y Robert E. Lewis (Atlas of
tmmunology, CRC Press, Washington, DC, 1998), que revela muchos de los receplores involucrados en las
interacciones de la respuesta y el sistema inmunitario, se incorpora en su totalidad a esle documentc como
referencia. Entre los receptores de la superficie celular se incluyen también los receptores muscarinicos (p. e]. el M2
humano [n.? de accesion de GenBank M16404], el M3 de rata [n.° de accesién de GenBank M16407], el M4 humano
[n.° de accesion de GenBank M16405], el M5 humano [Bonner et al., 1988] y similares), los receplores nicotinicos
neurcnales de acetilcolina (p. e]. los subtipos a2, a3 y B2), la subunidad a2 de rata [Wada et al., 1988]. la subunidad
a3 de rata [Boutter et al., 1986], la subunidad a4 de rata [Goldman et al., 1987], la subunidad a5 de rata[Boulter et
al., 1990], la subunidad B2 de rata [Deneris et al., 1988], la subunidad de rata g3 [Deneris et al., 1989], la subunidad
B4 de rata{Duvoisin et al., 1989], combinaciones de las subunidades a, de las subunidades B y de las subunidades a
y B de rata, los receptores de GABA (p. gj. 1as subunidades ai y B1 bovinas [Schofield et al., 1887], las subunidades
a2 y a3 bavinas [Levitan et al., 1988], la subunidad y [Pritchett et al., 1989), las subunidades B2 y B3 [Ymer et al.,
1989], fa subunidad & [Shivers, B.D., 1989] y similares), los receptores de glutamato {p. €. el receptor aislado en el
cerebro de rata [Hollmann et al., 1989] y similares), los receptores adrenérgicos {(p. ej. et B1 humano [Frielle et al.,
1987], el a2 humano [Kobilka et al., 1987], el B2 de hamster [Dixon et al., 1986] y simiiares), 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. &j. los receptores de NGF humanos [Johnson et al., 1986] y similares) y los receptores de serotonina {p. €].
el 5HTla humano [Kobilka et al., 1987], el 5HT2 de rata [Julius et al., 1990], el 5HTic de rata [Julius et al., 1988] y
similares).

[0059) Entre los receptores de reconccimiento de patrones cuya actividad de transduccién de senal, en respuesta a
10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2409 356 T3

una sefial extracelular de unc o varios componentes de una molécula o una preparacién, como una vacuna
bacteriana ¢ un virus atenuado o vivo, regula la expresion de un producto del gen reportero, se incluyen los
receptores de la superficie celular tipo Toill {TLR) o de la membrana endosomal {Uematsu y Akira, 2007) o las
proteinas receptoras citosdlicas del tipo gen inducible por dcido retindico 1 (GIG-1) RIG-I, MDAS y LGP2 (Yoneyama
y Fujita, 2007), que reconocen o interactdan con los componentes de vacunas bacterianas 0 virus atenuados o
vivos. Para determinar el grado de proteccién que ofrece la vacunacién, es imporante evaluar los anticuerpos
neutralizantes generados en el sujeto mamifero que ha sido tratado con la vacuna.

[0060] En mamiferos, se han identificado trece miembros de ta familia TLR {Uematsu y Akira, 2007). Cada uno de
ellos media en una respuesta distinta cuando se asocia con combinaciones diferentes de las cuatro proteinas
adaptadoras que contienen el dominio TIR {receptor TolVIL-1): MyD88, TRIF, TIRAP/MAL y TRAM. Todos los TLR
interactitan con ia MyD88, a excepcidn de TLR3. El TLR3, que reconoce el ARN viral mono o bicatenario, se localiza
en los endosomas de las DC mieloides y precisa de la acidificacion de las vesiculas para activarse. El TLR3 emite
sefales a través de TRIF y activa a TBKI/IKKg, que fosforila el factor de regulacion del interferdn 3 {IRF3) y NFkB,
resultando en la produccién de IFN & {Hemmi et al, 2004; y Perry et al., 2004). Las proteinas receptoras tipo RIG-|
son helicasas de ARN con cuadro DExD/H, dos de las cuales (RIG-1 y MDAS) proporcionan la activacion de
caspasas.

[0061] Entre los canales iénicos se incluyen los canales idnicos de calcio (p. ej. la subunidad neuronal o2 humana
[ver W089/09834], la subunidad a1 de mosculo esquelético de conejo [Tanabe et al. 1987], la subunidad a2 de
musculo esquelético de conejo [Ellis et al., 1988], Ia subunidad § de misculo esquelético de conejo [Ruth et al.,
1989), la subunidad y de musculo esquelético de conejo [Jay et al., 1990] y similares), los canales idnicos de potasio
{p. e]. el cerebro de rata [BK2] [McKinnan, D., 1989j, el cerebro de ratén [BK1] [Tempel et al., 1988] y similares), los
canales i6nicos de sodio (p. €j. el cerebro de rata Tipo i y Il [Noda et al., 1986], ei cerebro de rata Tipo i [Kayano et
al., 1988] y similares).

[0062] Los expertos en la materia apreciardn que el receptor de reconocimiento de patrones o la proteina de la
superficie celular descritos anteriormente deban ser preferentemente enddgenos a la célula de la presente
invencion. No obstante, apreciardn también que el receptor de reconocimiento de patrones o la proteina de la
superficie celular puedan expresarse a partir de ADN clonado, como complemento a los distintos receptores de
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 parir de ADN clonado, aungue se trate de
elementos heterdlogos a la célula huésped.

[0063] En cuanto a la transduccion de sefial, la sefal intracelular que se va a transducir se inicia a través de la
interaccion especifica de una senal extracelular, p.gj. una molécula 0 un cambio en el entorno, €on UN receptor o un
canal i6nico presentes en la superficie celular. Esta interaccién desencadena una cascada de eventos intracelulares,
cuya dltima consecuencia es un cambio rapido y detéctable en la expresion de un producto génico, lo cual en ia
célula de la presente invencion es un producto del gen reportero. Las seiales extracelulares o moléculas efectoras
son cualquier compuesto o sustancia que modifique de forma especifica la actividad de los receptores de
reconocimiento de patrones o las proteinas de la superficie celular. Entre estas sefales se incluyen moléculas como
las citoquinas {p. ej. los interferones), los factores de crecimiento, las hormonas, las endorfinas, los
neurotransmisores, la acetilcolina y sustancias mitogénicas, como el acetato de forbo! miristato (PMA) que se unena
los canales idnicos 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.

[0064] La construccién de genes reporteros que transporta la célula usada en el método segin la presente
invencion, consiste en una molécula de ADN que incluye una secuencia de nudedtidos que codifica un producto del
gen reportero unido operativamente a secuencias o elementos de control transcripcional. Estas secuencias son las
responsables de controlar |a transcripcién del gen reportero. El receptor de reconocimiento de patrones o la proteina
de la superficie celular regula, de forma directa o indirecta, la actividad de al menos una o de varias 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 unién de activador y represor que modulan la
actividad del promotor, 0 las secuencias de control que modulan la actividad o la eficacia de la ARN polimerasa que
reconoce al promotor, o las secuencias de control que son reconocidas por las moiéculas efectoras, incluidas
aquellas inducidas especificamente por la interaccién de una sefial extracelular con un receptor de reconocimiento
de patrones o una proteina de la supefficie celular. Por ejemplo, para modular la actividad del promotor, puede
modificarse la unién de la ARN polimerasa con la region del promotor, o alternativamente, puede interferirse en el
inicio de la transcripcién o en la elongacién del mRNA. A estas secuencias se les denomina genéricamente en este
documento como secuencias o elementos de control transcripcional. Ademés, la construccion puede contener
secuencias de nucleodtidos que modifiquen la traduccién del mRNA resultante y, por lo tanto, alteren la cantidad
expresada de producto del gen reportero.

[0065] Si la actividad de un receptor de reconocimiento de patrones o de una célula de la superficie celular regula un
promotor 0 media en ello, la actividad de este promotor se modificara cuando una célula se exponga a una sefial
extracelular particular debido a la presencia de la proteina o el receptor mencionado, cuyas actividades resultaran
tambieén afectadas por la sefal extracelular. Por ejemplo, el promotor de ¢-fos se activa especificamente cuando se
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produce la interaccion especifica de ciertas senales extracelulares, como las hormonas de crecimiento, con una
proteina de la superficie celular, como un receptor de estas hormonas. En particular, la regulacion de estos
promatares a través 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 ta interaccién entre la sefal extracelular y dicha proteina. Tal
como describe el presente documento, la vinculacion operativa hace referencia a la vinculacion de un elemento de
control transcripcional, i.e. un promolor, con una secuencia de codificacién de nucledtidos, de modo que este
elemento se posiciona de forma adecuada para desempefar su actividad, consistente en unir }a ARN polimerasa e
iniciar la transcripcidn de la secuencia de codificacion de nucledtidos. Asi, una secuencia de codificacion de
nucledtidos en vinculacién operativa con un promotor se sitia en sentido descendente respecto a la direccién de la
transcripcién desde el promotor, esta en el marco de lectura correcto respecto al sitio de inicio de la transcripcion, y
se inserta de modo que |a elongacién de la transcripcidn proceda a través de la secuencia de codificacion de
nucledtidos.

[0066] Los elementos de control transcripcional adecuados pueden obtenerse o derivarse de las regiones
reguladoras transcripcionales de los genes cuya expresion se induce de forma répida, por lo general en tan solo
unos minutos a partir del momento en que se produce el contacto entre el receptor de reconocimiento de patrones o
la proteina de la superficie celular, y la proteina efectora que modula la actividad del receptor de reconocimiento de
patrones o la proteina de |z superficie celular. Entre estos genes se incluyen los genes inmediatos tempranos
(Sheng et al., 1990), por ejemplo c-fos. Estos genes se inducen rdpidamente cuando un ligando s& une a una
proteina de la superficie cefular. Entre los elementos de control transcripcional preferidos para las construcciones de
genes reportercs se encuentran los correspondientes a los genes inmediatos tempranos, los elementos derivados de
otros genes que presentan parcial o completamente las caracteristicas de los genes inmediatos tempranos, ©
elementos sintéticos que se construyen dé modo que los genes que mantienen con ellos una vinculacion operativa
presentan estas caracteristicas. Los genes preferidos desde los que se derivan los elementos de controf
transcripcional presentan, entre otras, las siguientes caracteristicas: expresion baja o indetectable en las células
pasivas, induccidn rapida a nivel transcripcional en cuestion de minutos a partir de la estimulacién extracelular,
induccién transitoria e independiente de la sintesis de nuevas proteinas, la interrupcién subsiguiente de la
transcripcion precisa la sintesis de nuevas proteinas, y los mRNA transcritos desde estos genes tienen una vida
media corta. No es necesario que estén presentes todas estas propiedades.

[0067] Entre los elementos de conltrol transcripcional y promotores adecuados se encuentran fos promotores del gen
de péptido intestinal vasoactivo (VIP) (receptivo a cAMP. Fink et al., 1988), del gen de la somatostatina (receptivo a
CAMP. Montminy et al., 1986), de la proencefalina (receptivo a cAMP, los agonistas nicotinicos y los ésteres de
forbol. Comb et al. 1986), de! gen de ia fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (receplivo a cAMP. Short et al., 1986), del
gen NGFI-A (receptivo a NGF, cAMP y suero. Changelian et al., 1989), los elementos de control transcripcional
obtenidos o derivados del gen c-fos, y cualquier otro elemento que los experios en la materia conozcan ¢ consideren
adecuado preparar.

[0068] El protooncogen c-fos es el homologo celular del gen transformador del virus del osteosarcoma FBJ. Codifica
una proteina nuclear que con gran probabilidad forma parte de los procesos normales de diferenciacion y
crecimiento celular. La transcripcién de ¢-fos se activa rapida y transitoriamente a través de factores de crecimiento e
inductores de otras proteinas de la superficie celular, incluyendo las hormonas, los agentes especificos de la
diferenciacién, los inductores del estrés, los mitégenos y otros inductores conocidos de las proteinas de la superficie
celular. La activacién depende de la sintesis de proteinas. Entre los elementos de regulacion de c-fos se incluye una
caja TATA necesaria para iniciar la transcripcién, dos elementos en sentido ascendente para la transcripcin basal, y
un intensificador, que incluyeun elemento con simetria de diada necesario para la induccion 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 def casquete de mRNA de c-fos, fundamental para la induccidn del suero
en las células NIH 3T3 privadas de suero. Uno de los dos elementos situados en sentido ascendente se ubica entre
las bp -63 y -57, y es semejante a la secuencia de consenso de la regulacion de cAMP,

[0069] Los elementos de contral transcripcional, concretamente los relacionados con las realizaciones preferidas de
la presente invencién, en la cual el interferdn de Tipo { o Il actidta como sefial extracelular, son preferentemente
elementos de respuesta al estimulo del interferdn (ISRE) o secuencias activadas por interferén gamma (GAS).
Aunque existen ISRE diversos, caracterizados a partir de los distintos genes humanos receptivos al interferén de
Tipo |, se ha identificado una secuencia de consenso para el ISRE, la ggraaagwGAAActg (N.° Id. sec.: 6. Las
mayisculas indican secuencias del nlcleo y el subrayado altos valores de conservacion), a la que se une el
complejo STAT1/STAT2/IRF9 (Levy et al., 1988). Un ISRE preferido es el gen ISG15 humano, que se presenta como
N.2 Id. sec.: 5, donde los nucledtidos 41 a 55 corresponden a la secuencia de consenso de ISRE. El iSRE es
altamente conservado entre las especies. Por ejemplo, una secuencia presente en la regién del promotor del gen Mx
del pollo 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 interferdn, incluidos roedores y vacas
(ver la figura 2 de Perry et al., 1993).

{0070] En cuanto a la secuencia GAS, a la que se une el homodimero STAT1 en los genes receptivos al interferén
de Tipo Il, se ha identificado una secuencia de consenso, la nnnsanttccgGGAANtgnsn (N2 d. sec.: 7. Las
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mayusculas indican secuencias del nucleo y el subrayado aftos valores de conservacion), desde numerosas
secuencias de union seleccionadas (Horvath et al., 1995).

0071] En los casos en que el interferén de Tipo | o |l actia como sefal extracelular, se considera una combinacién
preferida de elementos de control transeripcional un promotor quimérico receptivo al interferon, en el que un
elemento ISRE ¢ una secuencia GAS controla un promotor SV40 minimo, vinculado operativamente a una
secuencia de nucledtidos que codifica un producto del gen reportero.

[0072] El producto del gen reportero, cuyo nivel indica una medida de la presencia y/o el nivel de una molécula que
activa la actividad de transduccién de sefal de un receptor de reconocimiento de patrones o una proteina de la
superficie celutlar, puede ser ABN o una proteina, siempre que resulte faciimente detectable. Por ejemplo, la
luciferasa de luciémaga, fa Gaussia luciferasa, la Melridia luciferasa, la proteina verde fluorescente mejorada
(EGFP) y el aequorin de medusa son las realizaciones mas preferidas de productos génicos reporteros usados en el
método segin la presente invencién. En el caso de la enzima luciferasa de luciémaga (deWet et al., 1987) y el
aequorin de medusa (Rider et al., 2003), el resultado de su actividad enzimatica, la luz, se detecta y se mide con un
luminémetro, mientras que en el caso de EGFP, puede usarse un analizador o clasificador de células activadas por
fluorescencia (FACS) en la longitud de onda adecuada para detectar y cuantificar la cantidad de EGFP expresada en
una célula. La curva de distribucion de la cantidad de iuciferasa, aequorin o EGFP expresada en una muestra de
células se determinard en funcion de la cantidad de ligando (en un intervalo determinado) a la que se exponga la
célula. Otros ejemplos ne limitativos de productos de genes reporteros adecuados son la dsRED, la cloranfenicol
acetiltransferasa {(CAT) {Alton et al., 1979), otros sistemas de deteccion de enzimas, como la B-galactosidasa, 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 B-lactamasa humanizada o bacteriana (Zlckarnik et al., 1998).

[0073] Para obtener la linea celular que se usa en el método segun la presente invencion, consistente en una célula
de un solo uso que no puede propagarse para otras aplicaciones, la célula transformada con una construccién de
genes reporteros se trata con un agente antimitético ¢ proapoptético, para que adquiera la propiedad de mantener la
actividad de transduccién de sefal de fa proteina de la superficie celular durante al menos 1 hora, pero no mas de
30 dias a temperaturas por encima de! punto de congelacion, antes de perder |la actividad de transduccion de senal
& incurrir en muerte celular.

[0074] Una realizacién preferida de la presente invencidn es el usc de la radiacion y como agente antimitdtico o
proapoptdtico, tratando la célula transformada con esta radiacién a una intensidad y durante un tiempo suficientes
para que la célula irradiada mantenga la actividad de transduccion de sefial de la proteina de la superficie celular
durante al menos 1 hora, de manera preferentepreferentemente durante 7 dias, perc no mas de 30 dias a
temperaturas por encima del punto de congelacion tras la radiacion. Tras este periodo, la céluia irradiada incurrira en
muerte celuiar de forma inmediata (i.e. apoptosis).

[0075] Es conocido que la radiacién y a una dosis elevada provoca que la célula pierda su actividad de transduccién
de senal. A una dosis ligeramente inferior, esta radiacién provoca que la células deje de replicarse e incurra en
muerte celular. Los inventores de la presente invencion descubrieron previamente que es posibie determinar una
dosis que inhiba la replicacion y aun asi permita a la célula mantener su actividad de transduccion de sefial durante
cierto periodo de tiempo antes de incurrir en muerte celular. Por ejemplo, la radiacidn y a 9 grays permite a fas
células U937 mantener esta actividad durante 14 dias, transcurridos los cuales incurren en muerte celular. No
obstante, durante estos 14 dias, [a actividad de transduccién de sefial en respuesta, por ejemplo, al interferén de
Tipo | que se usa en el ensayo, funciona de la misma manera que lo haria en un control no irradiado. Asi, la célula
que se somete a radiacion y cuenta con una vida Otil de 14 dias y se inactiva (incurre en muerte celular) una vez
transcurrido este pericde, de modo gque el usvario final no puede mantenerla ni reproducirla. La dosis de radiacion y
necesaria variard en funcion de la linea celular especifica que se utilice. Sin embargo, dicha dosis se puede
determinar simplemente con experimentaciones rutinarias conforme a lo descrite en WO 2004/039990 y US
2004/0235157.

[0078] La dosis (intensidad y duracion) de radiacién y con la que se trata la céfula transformada oscila
preferentemente entre 6 y 12 grays (Gy). Como demuestran los experimentos de WO 2004/03 9930 y US
2004/0235157, la temperatura superior a la de congelacion, en la cual se mantiene o almacena la célula, afecta su
vida 0til. Es preferible que dicha temperatura sea temperatura ambiente para mantener de manera ventajosa la
sensibilidad maxima de interferén facifitando, asimismo, el almacenamiento y envio de las células comercializadas
de un solo usoe.

[0077] Una segunda realizacién preferida de la presente invencién es el tratamiento de la ¢célula transformada con un
agente quimico antimitético o proapoptético, como la vinblastina, el 5-flucrouracilo (5-Fu), el cisptatino o un agente
intercalante antitumoral (como la mitomicina C), en una cantidad y durante un tiempo suficientes para que la célula
tratada mantenga la actividad de transduccién de sefal del receptor de reconocimiento de patrones o la proteina de
la superficie celular durante al menos 1 hora, pero no mas de 30 dias, a temperatura superior a la de congelacion
tras el tratamiento con el agente. Tras este periodo, Ia ¢élula tratada incurrira en muerte celular de forma inmediata.
El agente antimitético o proapoptético afectard a la céluia tratada cuando esta comience a replicarse, por ejemplo,
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impidiendo la formacidn del huso, induciendo la apoptosis y matande a la célula. Asi, las células tratadas con un
agente antimitético o proapoptético, como las células promonociticas humanas transformadas con una construccion
de genes reporteros de la luciferasa, dispondran de una vida (dtil aproximada de 24 horas, durante las cuales puede
realizarse el ensayo de transduccidn de sefal y a cuyo término las células morirdn. Ha de reconocerse que las
células con una vida Util de 24 horas carecen de interés desde un punto de vista comercial. Para ampliar su vida Gt
las células tratadas puweden congelarse de forma inmediata. En funcion de los procesos de congelacion vy
descongelacion que se apliquen, la vida (til de las células puede ampliarse muy notablemente. Na abstante, una vez
descongeladas, deberan usarse en un periodo no superior a 24 haras, transcurridas las cuales incurriran en muerte
celufar {i.e. apoptosis).

[0078] Debe entenderse gue seglin la creencia convencianal la criopreservacion de las células requiere el uso de
procesos {y equipos) especiales de congelacién y descongelacion, en los cuales se congelan las células a una
velocidad de 1° C por minuto hasta alcanzar los -80° C, o |la temperatura aproximada de! nitrbgene liquido de -200°
C. llegados a este punto, las células podrian almacenarse indefinidamente y someterse posteriormente a
descongelacion rapida. También se suele usar sulfoxido de dimetilo (DMSO) u ofros crioconservantes para facilitar la
proteccion de las células. Puesto que muchos laboratorios no disponen de instalaciones de almacenamiento a -200°
C {ni siquiera a -80° C), resultaria de gran utilidad poder congelar las células a -20°C. No obstante, se conoce que la
viabilidad de las ¢élulas es muy baja cuando se congelan a -20° C y posteriormente se descongefan. Los inventores
de la presente invencion descubrieran previamente que el DMSO protege las células incluso si se congelan a -20°C,
sin necesidad de recurrir a técnicas ni equipos especiales para la congelacién y descongelacién. Aunque el glicerol,
un compuesto cripconservante reconocido, protege las células a -20° C, si se aplica en el porcentaje elevado (50%)
que suele utilizarse en la criopreservacion, puede impedir la interaccion entre los ligandos de las proteinas y los
receptores de la superficie. En cualquier caso, puede usarse un porcentaje reducido de esta sustancia (muy inferior
al 50% que se usa habitualmente). El DMSO no presenta este inconveniente. Ademas, puede proteger las células
congeladas a -20° C sin necesidad de recurrir a técnicas ni equipos especiales para la congelacién y
descongelacion, y sin alterar la sensibilidad de las células al IFN. Tras el tratamiento con el agente antimittico o
proapoptético, si ademas se trata con DMSO, la célula puede disfrutar de una farga vida dtil incluso a la temperatura
de congelacién estandar de -20° C, y una vez descongelada, la célula permanecera activa (por ejemplo, para
realizar ensayos de transduccidon de sehal) durante un periodo aproximado de 24 horas, hasta que se produzca la
apoptosis como consecuencia del tratamiento con el agente antimitdtico o proapoptotico. Para alcanzar este objetivo
puede usarse cualquier agente antimitdtico o proapoptético gue induzca la apoptosis para provocar la muerte celular
durante el procesa de replicacién, como la radiacién y y agentes quimicos coma la vinblasting, el 5-FU, el cisplatino
0 un agente intercalante antitumoral (como la mitomicina C), ya gue las células han de mantenerse biologicamente
activas durante un pericdo de inactividad y, hasta que llegue ese momento, las células tratadas comenzaran a morir.

[0079] La célula transformada tratada se congela a una temperatura y en unas condiciones que le permiten reanudar
la transduccion de sedal tras su descongelacién. Aungue es preferente congelar la célula a temperaturas
comprendidas entre -20° C y -200° C, preferentemente a -80° C, Ias células pueden almacenarse posteriormente a -
20° C, una temperatura de congelacion de facil acceso en ia mayoaria de los laboratorios, el objetivo es englobar
otras temperaturas adecuadas para la criopreservacion de las células, como la temperatura aproximada del
nitrégeno liquide de -200° C. Antes de congelar la célula transformada tratada, es ademas preferente resuspenderla
en una solucién con un crioconservante. Aunque el crioconservante preferido es el sulfoxido de dimetifo (DMSO),
siempre gue no interfieran con el uso de la célula tras la descongelacion, también pueden usarse otros
crioconservantes adecuados gue presenten una afinidad elevada de unién con el agua, como el etilenglicol, &
polietienglicol, el propilenglical, el glicerol, el butanodial, el propanodiol y la formamida. Si se usa DMSO de forma
aislada como cripconservante, la solucidn debe contener de manera preferente aproximadamente un 10% de
DMSO. Mas preferente, se usa como crioconservante un 2,5% de DMSO en combinacion con un 10% de glicerol.

{0080] El método de la presente invencién, gue usa un ensayo con genes reporteros para el interferdn de Tipo i para
determinar el titulo de los anticuerpos neutralizantes para esta sustancia, es una realizacion mas preferida de la
presente invencion. Para el producto del gen reportero se usa preferentemente la luciferasa de luciérnaga, el
aeguorin de medusa o la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP), y de manera preferente se controla con un
promotor quimérica sensible al interferdn que contenga el ISRE de 1SG15 y un promotor SV40 minimo. Las figuras 1
y 2 presentan ejemplos de estas construcciones de genes reporteros. La figura 1 es una representacion
esguematica de una construccion de genes reporteros de {a luciferasa en un vector ISRE-luc (N.° id. sec.: ), donde
ef ISRE de ISG15 (N.2 Id. sec.: 5) se posiciona en ios nucledtidos 38 a 97 de N.2 Id. sec.: 1, el promotor Sv40
minimo en los nucledtidos 103 a 288 de N.° Id. sec.: |, y la secuencia de cadificacién del gen reportero de la
tuciferasa que contiene la secuencia de aminoacidos de N.2 Id. sec.: 2 se posiciona en los nucledtidos 328 a 1980 de
N.2 1d. sec.: 1. Asimismo, la figura 2 es una representacion esquematica de una construccion de genes reporteros de
EGFP en un vector ISRE-EGFP (N.° Id. sec.: 3), donde el ISRE de 1SG15 se posiciona en 108 nucledtidos 30 a 89 de
N.2{d. sec.: 3, el promotor 5V40 minimo en los nucledtidos 95 a 290 de N.2 Id. sec.: 3, y la secuencia de codificacidn
del gen reportero de EGFP que contiene {a secuencia de aminodcidos de N.° Id. sec.: 4 se posiciona en los
nucledtidos 358 a 1077 de N.2 Id. sec.: 3.

[0081] Respecto a la célula que se usa en la realizacion preferida del ensayo con genes reporteros para el interferén
de Tipo | de la presente invencidn, se usa preferentemente una célula de sujeto mamiferc o aviar, y mas preferente
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una célula humana y, alin mas preferente, una célula promonocitica humana. Una célula promonacitica humana
preferente que transporta el vector ISRE-luc que contiene la construccion de genes reporteros de la luciferasa, es
una célula PILS. Entre las lineas celulares preferentes se incluyen las humanas mieloides (o U266R), de linfoma de
células T (o Jurkatt) y de adenocarcinoma de mama (o MGF7), y las de eritroleucemia o linfoma de raton (o L1210).
La célula se trata para obtener una linea celular apta para su comercializacidn, con las propiedades necesarias para
este fin: que cuente con una vida (til suficiente conforme al objetivo del ensayo y que sea de un solo uso, sin
posibilidad de propagacidon para otras aplicaciones. De manera preferente, la célula 1) se somete a niveles de
radiacién y comprendidos entre § y 12 Gy, preferentemente a 9 Gy, y se almacena a temperatura ambiente durante
un méaximo de 14 dias tras recibir la radiacién, o bien 2) se expone a un agente antimitdtico y proapoptotico, como la
vinblastina, el cisplatino o el 5-fluorouracilo, preferentemente a vinblastina, durante 10 minutos a 37° G 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 & método de obtencion de una célula con una vida (til indefinida durante el almacenamiento
en estado de congelacion, que morird aproximadamente a las 24 horas de descongelarse (aungue, una vez
descongelado, el producto ofrece una sensibilidad, precisién y selectividad excelentes), pueden utilizarse variaciones
de los siguientes parametros:

1) Concentracion de FBS. Ademas de FBS, podria usarse practicamente cualquier suero que act(ie como
depdsito toxico para proteger a las células de las toxinas, por ejemplo, durante los procesos de descongelacion o
tratamiento con un agente antimitdtico y proapoptético. La concentracién de FBS puede variar los resultados.

2) Ef tiempo es una variable. Debe considerarse la cantidad de tiempo de exposicién a un agente quimico
antimitdtico o proapoptotico, como la vinblasting, antes de que las células se centrifuguen y se laven para retirar
dicho agente (i.e. vinblastina).

3) Usando la vinblastina como ejemplo no limitativo , hay que observar que su formulacidn es importante.
Actualmente se prefiere la vinblastina soluble de Ia preparacion registrada y comercializada en Francia por Eli Lilly
bajo el nombre Velbe. Para una férmula diferente habria que variar ligeramente la combinacion de los parametros.

4) La concentracion de vinblastina.
5) La concentracion celular durante el tratamiento con vinblastina.
6) La cantidad del crioconservante o la combinacion de varios crioconservantes.

[0083] Resulta factible variar todos estos parametros empiricamente y comprobar los resultados de sensibilidad y
precision tras la congelacidn, siempre que las células se mantengan vivas durante aproximadamente 24 horas tras
su descongelacion. Cualquier experto en la materia puede determinar este hecho facilmente sin experimentacion
indebida, en particular teniendo en cuenta la informacion especifica que contienen los experimentos de las figuras 11
a 24 de los documentos WO 2004/039990 y US 2004/0235157 sobre las células PIL5, para obtener un producto que
basicamente cuente con la misma sensibilidad que las células vivas no tratadas durante un periodo de al menos una
hora, preferentemente enire 8 y 24 horas, tras la descongelacion, y cuya viabilidad no supere los 30 dias,
preferentemente los 14 dias, mas preferentemente tos 5 dias, y a(in mas preferentemente los 3 dias.

[0084] A continuacion se describen ejemplos de protocolos de preparacion de las placas de microtitulacion del
ensayo y las ampollas o los viales de células PILS {como c¢élulas modelo) tratadas con 1 yg/ml de vinblastina como
agente antimitStico y proapoptotico durante 10 minutos a 37° C, antes de proceder a su almacenamiento en estado
de congelacion a -20° G y a su posterior descongelacién para la realizacion del ensayo.

PREPARAGION DE LAS PLACAS DE MICROTITULACION DEL ENSAYO
[0085]

1. Las células PIL5, a una concentracion aproximada de 2x10° a 7x10~ células/ml, en un medio RMPI 1640 con
10% de suero bovino fetal (FBS), se tratan con una solucidn fresca de 1 pg/ml de vinblastina (férmula preparada
distribuida comercialmente por Eli Lilly bajo e! nombre VELBE), diluida a partir de 1 mg/mi en H20 durante 10
minutos a 37°C en una atmdsfera de 5% de C02. Si se desea, puede usarse un incubador de C02.

2. Las célutas PILS se centrifugan a 800 x g durante 10 minutos a 4°C, y se lavan una vez con el mismo volumen de
medio BPMI 1640 de 10% de FBS para retirar la vinblastina.

3. Las células PIL5 se resuspenden a una concentracién de 2x10 * células/ml en un medio RMPI 1640, con un 40%
de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de dimetilsulfdxido, mas un 10% de glicerol.

4. La suspension celular se dispensa en los pocillos de una microplaca de base plana para depositar 300 000 células
por pocillo (el equivalente a 25 Jl de suspension celular por pocillo).

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 alternativa, se pueden congelar las células PIL5 a una concentracién de 2x10  células/mi, en un
medio RMPI 1640 con un 40% de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de dimetilsulféxido, mas un 10% de glicerol, en
uno o varios viales de criopreservacion. Inmediatamente antes de su uso, et vial se somete a descongelacion rapida
y las ¢élulas se distribuyen en una o varias placas de microtitulacién. También pueden prepararse viales con células
suficientes para media o un cuarte de la placa de microtitulacion, seglin resulte necesario.

PREPARACION DE AMPOLLAS O VIALES DE CRIOPRESERVACION
[0087]

1. Las células PIL5, a una concentracién aproximada de 2x101 a 7x10  células/ml, en un medio RMPI
1640 con 10% de suero bovino fetal (FBS), se tratan con una solucidn fresca de 1 ug/ml de vinblastina (fdrmula
preparada distribuida comarcialmente 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 C02. Si se desea, puede usarse un incubador de C02.

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

3. Las células PILS se resuspenden a una concentracion de 2x10  células/ml en un medio RMPI 1640, ¢on
un 40% de suero bovino fetal (FBS) y un 2,5% de dimetilsulféxido, mas un 10% de glicerol.

4. La suspension celular (1 mi} se dispensa en un vial de criopreservacion y se congela a -80° C.

5. A continuacion, el vial de criopreservacion puede almacenarse a -20°C hasta su uso.

[0088] Los materiales y métodos necesarios para realizar los ensayos con genes reporteros de la luciferasa con
interferon de Tipo | y de neutralizacién de anticuerpos para este tipo de interferdn se presentan en el epigrafe
MATERIALES Y METODOS del ejemplo 2 siguiente.

(0089] A efectos de la divulgacion en paises distintos de EE. UU. y para la realizacian en la cual se determina el
litlo de los anticuerpos especificos para un antagonista de la molécula diana predeterminada, el método de fa
presente invencidn también que la linea celular usada en el ensayo con genes reporteros conforme al presente
meétodo no sea la linea celular que es tratada para mejorar su sensibilidad y selectividad segiin se describe e
reivindica en el documento WO 2008/055153 vy, de acuerdo con esto, no sea transformada con una construcceion de
genes reporteros que incluye una secuencia de nucledtidos que codifica un producto del gen reportero vinculado
operativamente a un elemento de contro! transcripcional que se activa como parte de la via de transduccion de senal
iniciada por una primera molécula o complejo de ia superficie celular en respuesta a una primera sefial extracelular,
donde la via de transduccidn de sefal incluye un factor de transcripcion que se une a un elemento de control
transcripcional para activarlo y regular la transcripcion del gen reportero, mejorando asi la sensibilidad o
especificidad de la respuesta de la linea celular a la sefial extracelular, donde: ef elemento de contro! transcripcional,
en el caso de esta linea celular distinta, es una moadificacion de un elemento de control transcripcional que se
produce de forma natural que se activa como parte de la via de transduccién de sefial iniciada por la primera
molécula o complejo de la superficie celular en respuesta a una primera sefial extracelular, 0 es un promotor
sintético que comprende un nimero dptimo de elementos de respuesta especificos para el factor transcripcional
activado por la primera molécula o complejo de la superficie celular, y que carezca de elementos de respuesta para
otros factores de transcripcion, de modo que la sensibilidad o especificidad del elemento de control transcripcional
mejore respecto al elemento de control transcripcional producido de forma natural; y/o las células de esta linea
celular carecen de una segunda molécula de la superficie celular que responda, o forme parte de un complejo que
responda, a una segunda sefial extracelular, donde, de enconirarse presente la segunda moiécula de la superficie
celular, esta segunda senial extracelular causaria el inicio de una via de transduccién de sefial que madularia la
transcripcion del gen marcador,

[0090] Conciuida la descripcidn general de la presente invencion, se aportan como referencia varios ejemplos no
limitativos para facilitar la comprensién.

EJEMPLO 1

[0091] Las desventajas de la cuantificacién de interferones han sido superadas gracias al desarrollo reciente de un
metodo altamente sensible y faciimente reproducible para cuantificar ta actividad de IFN. Para ello, se establece una
linea celular humana transfectada con el gen reportero de la luciferasa bajo el control de un promotor quimérico
receptivo al IFN. Este método reciente permnite determinar la actividad de IFN en cuestidn de horas, en contraste con
tos 3 0 4 dias que resultan necesarios para realizar un bisensayo. De forma resumida, ¢l elemento de respuesta al
estimulo del interferdn (ISRE) del gen ISG15, que controla un promotor SV40 minimo, se clond en sentido
ascendente respecto al gen reportero de la luciferasa, en un vector ISRE-luc de 5849 pb (fig. 1, N.¢ Id. sec.: I). De
maner alternativa, también se puede clonar el ISRE del gen I1SG15, que controla un promotor SV48 minimo, en
sentido ascendente respecto al gen reportero de una proteina verde fluorescente mejorada (EGFP-1), en un vector
ISRE-EGFP de 4412 pb (fig. 2, N.2 1d. sec.. 3}. Se transfectaron células U937 promonociticas humanas con la
construccion de genes reporteros regulada por el IFN, y se aislaron y clonaron los transfectantes estabiles. De esta
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manera, se establecio una linea celular humana PIL5, portadora del gen reportero de [a luciferasa, bajo el control de
un promotor quimérico receptive al IFN. Esta linea constituye la base de un ensayo que permite determinar la
actividad de IFN con mayor celeridad y precision que e! bioensayo antiviral estandar (Lallemand et al., 1996). La
tabla 1 presenta las ventajas del ensayo con genes reporteros de la luciferasa para el interferén usando las células
PIL5, respecto al bicensayo antiviral estandar. La tabla 2 establece una comparacién entre estos dos ensayos en

cuanto ala sensibilidad al interferdn que se produce como resultado de la infeccién por virus diversos.

TABLA 1
Parametro CPE MxA Gen reportero
ELISA PCR Linea celular Kit iLite
Duracién 3-4 dias 2-3 dias 2-3 dias 1-2 dias 7-16 horas
Contencidn P3 ND ND ND ND
Nivel de especializacién Altamente Cultivo celular | Cultivo celular | Cultivo celular Ensayo
del analista especializado + ensayo + ensayo + ensayo solamente
Disponibilidad det Restringida Limitada por Instrumento Limitado por Disponible
reactivo anticuerpos Q-PCR linea celular prontamente
Sensibilidad IU/ml 1,0 ND ND 10 1,0
Nivel minimo detectable 50 ND ND 1.5 0,2
de IFN {IU/ml)
Selectividad Baja Alta Alta Alta Alta
Variacién del ensayo con Si Si Si Si No
cultivo celular
Alto rendimiento No Moderado Moderado Si Si
Restricciones Pl NA Si Si Si No
Transferibilidad a CRO Restringida Restringida Restringida Restringida Sin
restriccion
TABLA 2
Interferén Sensibilidad (JU/m) Limite inferior de deteccion (IU/ml)
Células vivas Células tratadas Células vivas Celulas tratadas
quimicamente quimicamente
IntronA™ 15 40 1.0 0,25
Avonex™ 10 25 1,5 0,2
Rebif™ 10 1.0 15 0,2
L Betaferon™ 10 3,0 2.0 0,5

[0092] El ensayo con genes reporteros usando células PIL5 presenta una sensibilidad muy alta (permite detectar de
forma rutinaria cantidades inferiores a 1,0 IU/m! de iFNa o IFNB), 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 1U/ml).
Asimismo, el método de ensayo ofrece una gran especificidad y permite detectar, por ejemplo, niveles muy bajos de
IFN de Tipo | (IFNa o IFNB) 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 fluides biotogicos, como
el suero humano, el liquido cefalorragquideo o la orina, ya que el método estd menos sujete a interferencias no
especificas a bajas diluciones que el bipensayo antiviral convencional. A menudo, el suero humano y otros fluidos
biolégicos contienen inhibidores no especificos de la replicacion de virus sin relacién con el IFN, 1o que puede
afectar la replicacién de virus en bajas diluciones y generar falsos positivos.

[0093] El ensayo con genes reporteros de PIL5 para el IFN reconoce cualquier interferon de Tipo | que se une a un
receptor de interferén de Tipo 1. También permite distinguir entre los distintos subtipos de IFNa, debido a su
capacidad para detectar diferencias en las curvas de dosis-respuesta (estandar) que caracterizan a estos subtipos
de IFNa individuales. Esta caracteristica tiene un gran valor a la hora de distinguir ios interferones que se producen
en circunstancias distintas. Los paramixovitus tipo Sendai inducen principalmente {FNa1, FNa2 e IFNB, mientras
que el interferdn de Tipo | producido por ciertas células en ausencia aparente de infeccion viral, se corresponde
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fundamentalmente con el IFNa5s (Lallemand et af., 1996). La figura 3 muestra las curvas estandar de actividad de la
luciferasa en las células PIL5, en presencia de cantidades diferentes de cada uno de los distintos isotipos de
interferén.

[0094] Asi, este método, desarrollado previamente por los inventores de la presente invencion para determinar los
niveles de IFN en fluidos bioldgicos, con el que se han analizado numerosas muestras clinicas de personas
infectadas por virus, es rapido, econdmico, sélido, no requiere la implicacion de personal o equipo especializado y
puede automatizarse con gran facilidad. No obstante, el ensayo con genes reporteros en células PIL5 se basa en el
uso de céiulas vivas, lo que limita su comercializacidn en su estado actual, dada la muy limitada vida dtil de fas
células y la posibilidad de que los usuarios conserven y cultiven la linea celular PiL5, evitando asi la compra de
nuevos kits. Los experimentos presentados en el documento WO 2004/039990 y la publicacion de solicitud de
patente US 2004/0235157, ambos documentos incluidos en el presente documento como referencia, se llevarcn a
cabo para desarrollar una forma modificada del ensayo con genes reporteros en células PIL5, que tuviera
posibilidades de comercializacion en formato de kit. Como parte de un ensayo comercial, las células PIL5 se tratan
para prolongar suficientemente su vida Util, a cuyo término (0 una vez concluido su uso en el ensayo con genes
reporteros en células PILS), estas células incurrenn en muerte ceiular (apoptosis). Tal como se describe en el
documento WO 2004/038990 y la publicacién de solicitud de patente US 2004/0235157, el planteamiento
experimental adoptado se basa en el uso de agentes antimitdticos ¢ proapoptdticos para impedir la muitiplicacion
celular e inducir la muerte celular retardada (apoptosis), al liempo que se mantiene una via de transduccién de sefial
de IFN funcional. Asimismo, estos documentos indican que se puede impedir la multiplicacion celfular e inducir la
muerte celular retardada (apoptosis), al tiempo que se mantiene una via de transduccién de sefial de IFN funcional
con dosis minimas de radiacion y. El contenido integro de la publicacion de solicitud de patente US 2004/023517 se
ha incluido en esta invencidn como referencia.

EJEMPLO 2

[0095] Se ha desarroilado un método de alta sensibilidad y facilimente reproducible para cuantificar la actividad del
IFN de Tipo |, basado en células U937 promonociticas humanas transfectadas con el gen reportero de la luciferasa,
bajo el control de un promotor quimeérico receptivo al IFN (Lallemand et al., 1996). Este método permite determinar
de forma selectiva la actividad de IFN, con gran precision y en cuestion de horas. Al ser tratadas con la sustancia
antimitdtica y proapoptética (vinblastina), las células (PIL5) pueden almacenarse en estado de congelacién durante
periodos prolongados sin perder la sensibilidad al IFN, sin necesidad de realizar cultivos celutares y obviando las
posibles variaciones de ensayo asociadas a la proliferacion celular. El uso de este ensayo para determinar el titulo
de neutralizacion con el método de Kawade (Kawade et al., 1984), que calcula la dilucién de suero capaz de reducir
la actividad de IFN de 10 a 1 unidades de laboratorio (LU)/ml (Grossberg et al., 20012, b), ha demoslrado que los
anticuerpos neutralizantes (NAB) detectados en pacientes con hepalilis C cronica, que han sido tratados con
ROFERON™ o INTRONA™, muestran titulos de NAB comparables a los ensayos realizados para IFNa2a o IFNa2b.
No obstante, estos titulos resultan significativamente inferiores respecto a IFNa1 o tFNa2a pegilado (PEGASYS™),
cuyas actividades especificas son aproximadamente diez veces menores que los correspondientes a IFNa2a o
IFNa2b. Del mismo modo, aunque el suero de pacientes con RRMS tratados con IFNB-1a (AVONEX™ o REBIF™)
neutraliza en la misma medida ambos tipos de IFN, muestra unos titulos de neutralizacién significativamente
inferiores que los correspondientes a IFNB-1b (BETAFERON™). Al realizar la prueba con los mismos sueros y una
cantidad constante (50 o 250 pg) de proteina IFN, se obtuvieron titulos de neutralizacidn similares para todos los
subtipos de IFNa o IFNB que fueron sometidos a la prueba, lo que sugiere que el titulo de neutralizacion depende de
la actividad especifica del sublipo de IFN que se use en el ensayo de neutralizacion.

MATERIALES Y METODOS

Suero del paciente

[00986] Para ef presente estudio se selecciond de forma aleatoria suero de pacientes tratados con IFNa recombinante
o IFNB recombinante, a quienes se realizé un seguimiento de la presencia de anticuerpos anti-IFN neutralizantes.

Preparaciones de interferén

[0097] IFNa2a recombinante (ROFERON-A™): adquirido en Hoffmann-La Roche, Neuilly-sur-Seine, Francia. La
preparacién que se ha usado en este estudio muestra un Ytulo de 9,0 x 10° IU/ml en células WISH amnidticas
humanas infectadas con el virus de la estomatitis vesicular (VSV). Se siguieron los estdndares de la preparacion
internacional de referencia del IFNa humano (G-023-901-527). La actividad especifica de la preparacion de
interferén fue de 2 x 10% IU/mg de proteina.

[0098] IFNa2a pegilado (PEGASYS™): un conjugade de IFN-02a con monometoxi PEG ramificado de 40 kDa
adquirido en Hoffmann-La Roche, Neuilly-sur-Seine, Francia.

[0099] tFNa2b recombinante (INTRON-A™): adquirido en Schering-Plough, Levallois-Perret, Francia. La preparacion
que se ha usado en este estudio muestra un titulo de 10 x 10°% (U/ml en céiulas WISH humanas infeciadas con VSV.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2409 356 T3

Se siguieron los estandares de la preparacion internacional de referencia del iFNa humano {(G-023-901-527). La
actividad especifica de la preparacién de interferén fue de 2 x 10% 1U/mg de proteina.

[0100] IFNo2b pegilade (PEG-INTRON™): un conjugado de IFNa2b con monometoxi PEG lineal de 12 kDa
adquirido en Schering-Plough, Levallois-Perret, Francia.

[0101] IFNB-1a recombinante (AVONEX™): adquirido en Biogen, Nanterre, Francia. La preparacion que se ha usado
en este estudio muestra un titulo de 6 x 10° IU/ml en células WISH humanas infectadas con VSV. Se siguieron los
estandares de la preparacion internacional de referencia del IFNB humano (Gb23-902-531). La actividad especifica
de la preparacion de interferén fue de 2 x 10° 1U/mg de proteina.

[00102] IFNB-1b recombinante (REBIF™): adquirido en Serono, Boulogne, Francia. La preparacion que se ha usado
en este esludio muestra un titulo de 6 x 10° 1U/ml en células WISH humanas infectadas con VSV. Se siguieron los
estandares de la preparacién internacional de referencia del IFNB humano (Gb23-902-531). La actividad especifica
de la preparacian de interferén fue de 2,7 x 10° IU/mg de proteina.

[00103] IFNB-1b recombinante {BETAFERON™): adquirido en Schering AG, Berlin, Alemania. La preparacion que
se ha usado en este estudio muestra un titulo de 8 x 10° 1U/ml en células WISH humanas infectadas con VSV. Se
siguieron los estandares de la preparacion internacional de referencia del IFNB humano {Gxb02-901-535). La
actividad especifica de la preparacion de interferdn fue de 3,2 x 107 IU/mg de proteina.

[00104] IFNy humano recombinante: adquirido en PBL, Pisctaway, Nueva Jersey. La preparacidn que se ha usado
en este estudio muestra un titulo de 1 x 107 IU/ml en células WISH humanas infectadas con VSV. Se siguieron los
estandares de la preparacion internacional de referencia del IFNy hurmano {Gxg-902-535). La actividad especifica de
la preparacién de interferan fue de 1,6 x 107 IU/mg de proteina.

Ensayos con interferén

[00105] Bioensayo de IFN: para someter a ensayo la actividad de IFN, se inhibieron los efectos citopaticos (CPE) del
virus de la estomatitis vesicular (VSV) en la linea celular amnidtica humana WISH, o en fas céfulas HuH7? humanas,
conforme a lo descrito con anterioridad {Tovey et al., 1977). O bien, se inhibieron los CPE del virus de la
encefalomiocarditis {EMCV) en células A549 humanas, conforme a lo descritc con anterioridad (Grossberg et al.,
2001a).

[00106] Ensayo con genes reporteros en células PILS: el oligonucledtide bicatenario  sintético
CTCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCC (N.2 Id. sec.: 8), correspondiente al IRSE del gen 1SG15, que controla
un promotor SV40 minimo, se clond en sentido ascendente respecto al gen reportero de la luciferasa mediante la
insercian en el sitio Xho/Bglil del vector pGL2-promaotor {Promega), para generar ia construccion de genes reporteros
regulada por IFN, conforme a lo descrito con anterioridad (Lallemand et al., 1996). Se fransfectaron células U937
promonaciticas humanas con fa canstruccion de genes reporteros regulada por IFN, y se aislaron y clonaron los
transfectantes estables. De esta manera, se establecid una linea celular humana {PiL5) portadora del gen reportero
de la luciferasa bajo el control de un promotor quimérico receptivo al IFN. Las células PIL5 constituyen |a base de un
ensayo que permite determinar de forma selectiva, con gran precision y celeridad la actividad de IFN de Tipo |. Las
células PIL5 con replicacian inhibida, tratadas con vinblastina y preparadas para el ensayo {ensayo de Alfa y Beta de
il.ite} se adquirieron en NeutekBio, Galway, Irlanda, y se aimacenaron en estado de congelacion a -80° C hasta su
usa, conforme a las instrucciones de los fabricantes. De forma resumida, las células congeladas se sometieron a
descongelacion rapida y se incubaron durante fa noche en una placa de microtitutacion de 96 pocillos (50 000
células/pocillo), por duplicado y con diluciones seriadas de IFN. A continuacion, las células fueron lisadas agregando
el sustrato de luciferasa portador del reactivo y se determind la actividad de la iuciferasa con un tuminémetro
(LumiCount™, Packard Instruments Inc, Downers Grave IL). Se determind la actividad de interferén a partir de la
curva dosis-respuesta de unidades relativas de luciferasa (RLU), respecto a ia dilucién de la preparacion de
referencia internacional del iIFN, Y el resultado se expresé en IU/m!,

Ensayo de neutralizacién

[00107] De farma resumida, las diluciones seriadas del suero humanao se incubaron por duplicado durante * hara a
37°C vy, a continuacidn, durante 2 haras mas a 4° C, con una cantidad constante {10 LU/ml, o de 50 a 250 pg/ml) de
una preparacion especifica de IFN, en un medio RPMI 1640 con un 2% de suero bovino fetal (FBS), en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos. A continuacion, se sometid a ensayo la actividad de IFN residual con el bioensayo del
IFN o el ensayo con genes reparteros en células PIL5. De forma simultanea, se sometid a ensayo la preparacion de
IFN que se usd en la prueba de neutralizacion para determinar su actividad de IFN precisa. Asimismo, se examind
por separado la dilucidn mas baja del suero analizada, para determinar la presencia de actividad o toxicidad de IFN.

[00108] El titulo de neutralizacion se determind con el método de calculo de Kawade (Kawade et al., 1984), que
especifica el inverso de la dilucidn de anticuerpos que reduce la actividad de IFN de 10 a 1,0 LU/mI, segln la férmula
t = f {n-1}/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, sin = 10 LU/m|, t = f. Los titulos de neutralizacién se expresan en unidades de reduccién a la
décima parte (TRU)/ml {Grossberg et al., 20014, b). Sus valores se corrigieron para adaptarlos al nimero real de
LU/ml de IFN usado en el ensayo de neutralizacidn, a partir de los valcres obtenidos en la titulacién de IFN
simultanea. Conforme a las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud {OMS), este ensayo de
neutralizacion constituye el estandar aceptado convencionalmente para todos los ensayos de neutralizacion.

RESULTADOS
Determinacién de [a actividad de IFN de Tipo | mediante el ensayo con genes reporteros de jLite

[00108] Se transfectaron células U937 promonociticas humanas con el gen reportere de la luciferasa, bajo &l control
de un promotor gquimérico receptivo al IFN, conforme a lo descrito en el epigrafe MATERIALES Y METODOS. Los
transfectantes gstables se aislaron, se clonaron y se sometieron a pruebas de sensibilidad al IFN. De esta manera,
se establecid una linea celular {PIL5), que permite determinar ia actividad de IFN humano de Tipo | de forma
selectiva, con gran precision y en cuestién de horas (figuras 4A y 4B). Para evitar las posibles variaciones en el
ensayo asociadas al cultivo continuado de lineas celulares, se establecieron bancos de células primarios y de
trabajo, y Se conservaron en nitrégeno liquido. Para cada lote de células del ensayo se descongeld una ampolla de
células PIL5, y se amplificaron las c¢élulas para un numero constante de pases en condiciones estandar. A
continuacion, se trataron con la sustancia antimitdtica vinblastina, que permite almacenar las células preparadas
para el ensayo en estado de congelacidn 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
proliferacién cefular.

[00110] Las células PILE congeladas, preparadas para el ensayo y tratadas con vinblastina (ensayo de Alfa y Beta
de iLite, NeutekBio, Galway, Irlanda) se usaron para determinar la actividad de varias preparaciones de IFN bien
caracterizadas. De forma resumida, las células congeladas se sometieron a descongelacion rapida y se incubaron
durante la noche con diluciongs seriadas al décimo (1:10) de IFNa2a (ROFERON-A™), tFNaz2b {INTRON-AT™),
IFNa2a pegilado (PEGASYS™), IFNa2b pegilado {PEG-INTRON™), IFNB-ta (AVONEX™), IFNB1a (REBIF™) e
IFNB-1b {BETAFERON™). A continuacion, las células se lisaron con el sustrato de iuciferasa portador del reactivo y
se determino la actividad de la luciferasa con un lumindmetro. A continuacion, se determing Ia actividad de interferon
a partir de la curva dosis-respuesta de actividad de |a luciferasa expresada en unidades relativas de luz {RLU),
respecto a la concentracion de IFN expresada en unidades internacionales/ml {IU/ml), en comparacion con la
preparacion internacional de referencia de la OMS para IFNa o IFNB humano. El ensayo de iLite consiguid detectar
cantidades de 1,0 1U/ml o inferiores de IFNa o IFNB, con un error estandar de +/- 15%, en una gran variedad de
concentraciones de IFN (<1,0 a 100 U/ml) {figuras 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 (PEGASYS™) determinada con el ensayo de iLite, resultd
aproximadamente diez veces menor gue la actividad del IFNa2a no pegilado (ROFERON-A™), tal como muestra la
figura B5A. En esta figura también puede verse que, sin embargo, la actividad especifica del IFNa2b pegilado (PEG-
INTRON™) resulté ser tan solo ligeramente inferior a la del IFNa2b nativo (INTRON-AT).

[00112] La actividad de IFN de las preparaciones formuladas clinicamente de IFNB-1a {(AVONEX™), IFN(B1-a
(REBIF™) e IFNB1-b (BETASERON™)}, determinada mediante el ensayo con genes reporteros de iLite (figura 5B),
correspondio bien tanto con los valores obtenidos por un biognsayo antiviral {células HUH7/VSV) como con los datos
facilitados por los fabricantes (datos no mostrados).

[00113] El ensayo con genes reporteros en células PILS puede detectar IFN humano de Tipo | incluso con
concentraciones reducidas de IFNy humano, ya que el IFNy humano muegstra en este ensayo un 10% o menos de
reactividad cruzada {datos no mostrados).

[00114] Las células PILS congeladas con divisidn inhibida y tratadas con vinblastina mostraron un nivel de
sensibilidad mayor, definido como el punto medio de ia curva dosis-respuesta de IFN (1,0 LU/ml), un limite inferior de
deteccion de IFN vy, en algunos casos, un rango de deteccion ligeramente menor que las células PILS no tratadas
{figuras 6A a 6D). Asi, para las tres preparaciones formuladas clinicamente de IFNB {(AVONEX™, REBIF™ y
BETAFERON™) 1,0 LU/mi resultd equivalente a 2,5, 1,0 y 3,0 1U/ml respectivamente para las células tratadas con
vinblastina, en comparacion con los valores de 10, 10 y 11 iU/m! obtenidos para las células no tratadas (figuras 6A a
6D). También se obtuvo un limite de deteccion inferior para AVONEX™, REBIF™ y BETAFERON™, de 0,2, 0,2 ¥
0,5 IU/ml respectivamente para las células tratadas con vinblastina, en comparacion con los valores de 1,5, 1,5y 2.0
iU/ml obtenidos para las células no tratadas (figuras 6A-6D).

Determinacion de la actividad neutralizante de un antisuero anti-iIFN o/f policlonal mediante el ensayo con
genes reporteros de iLite

[00115] Con el ensayo con genes reporteros de iLite se determing el titulo de neutralizacion de un antisuero anti-
20



10

15

20

25

30

35

40

ES 2409 356 T3

IFNo/B policlonal antihumane de oveja. De forma resumida, diluciones seriadas de un antisuero anti-IFNa/B
policlonal humano, para cuya preparacién se inmunizé a una oveja con IFN linfoblastoide humano puiificado, se
incubaron con 10 unidades de laboratorio {LU)/ml de iIFNa (INTRONA™) o IFNB1-a (AVONEX™) en una placa de
microtitulacion, durante 1 hora a 37° C y, a continuacion, durante 2 horas mas a 4° C. Seguidamente, se agregaron
las célufas PILS congeladas y tratadas con vinblastina a la mezcla de anticuerpos anti-IFN y se incubaron durante la
noche a 37° C. El titulo de neutralizacion se determind a partir det inverso de la dilucién de anticuerpos que redujo la
actividad de IFN de 10 a 1,0 unidades de laboratorio/ml {método de Kawade). Los titulos de neutralizacion de anti-
IFNa y anti-IFNB obtenidos para el antisuero anti-lIFNo/f policional de oveja mediante el ensayo con genes
reporteros en células PILS concordaron con los que se obtuvieron mediante el bioensayo antiviral con VSV en
células WISH, dado que esta ultima prueba solo detecta diferencias por duplicacién o superiores (tabla 3).

Tabla 3. Comparacién del titulo de neutralizacion de un anticuerpo IFNa/B policional anti-humano obtenido
mediante el ensayo iLife con aquelios obtenidos mediante un ensayo CPE

Interferén Antisuero de IFNa/g policlonal Anti-humano : Titulo medio
neutralizante (TRU/mI)
Bicensayo VSV/WISH Ensayo de gen reportero PILS
IFNa-2b 204.800 240.000
IFNB-1a 2.559 2.500

Determinacion de la actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IFN humano mediante el ensayo con
genes reporteros de iLite

[00118] La presencia de suera humango de voluntarios sanos a una concentracion correspondiente a una dilucion
final de 1:4 en el ensayo con genes reponteros de ilite, indicd valores en RLU idénticos a los obtenidos para las
muestras de control no tratadas (datos no mostrados). Del mismo modo, {a presencia de suero humano de
voluntarios sanos a una dilucidn final de 1:4no tuvo ningtin efecto en &l titulo de IFN de IFNa2-b {INTRON A™) o
IFNB1-a (datos no mostrados). No se encontraron niveles detectables de IFNa circulante en ninguna de tas muestras
procedentes de personas no tratadas, que se sometieron a la prueba sin IFNua agregado (datas no mostradas). Por
el contrario, si se encantraron niveles detectables de IFNa2 circulante en ciertas muestras de suero de pacientes
con hepatitis C crénica 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 |FNo2
recombinante, se incubaron con 10 LU/ml de IFNg2a (ROFERON™) o IFNa2b (INTRON A™) durante 1 horaa 37°C
¥. a continuacién, durante 2 horas mas a 4° C. Seguidamente, se comprobd la presencia de anticuerpos
neutralizantes anti-IFNa usando las ceélulas PIL5 congeladas y tratadas con vinblastina (figuras 7A a 7D). Con la
metodalogia de Kawade, pudieron apreciarse diferencias significativas en los titulos de neutralizacién entre las
muestras de pacientes en un intervalo de <20 a 3500 TRU/ml (tabla 4). En los ensayos ciegos, se detectaron
grandes coincidencias entre los titulos de NAB de las muestras de autaanticuerpos para IFNg determinados con el
ensayo de iLite, y los valores obtenidos con un bioensayo antiviral (células HUH7/VSY) {datos no mostrados).

[00118] Los titulos de neutralizacién de sueros de pacientes tratados con IFNa2a (ROFERON™) obtenidos
resultaron idénticos a los detectados para IFNa2a (ROFERON™) o IFNa2b (INTRONA™) mediante un ensayo con
genes reporteros de iLite (datos no mostrados). Asimismo, los titulos de neutralizacién de sueros de pacientes
tratados con IFNa2b (INTRON A™) gbtenidos resultaron idénticos a los valores determinados para IFNo2a
(ROFERONT™) o IFNa2b (INTRON A™) mediante un ensayo con genes reportercs de iLite {datos no mastrados). No
obstante, los titulos de neutralizacién de sueros de pacientes tratados con IFNa2a o IFNa2b revelaron diferencias
significativas respecto a los obtenidos para IFNa1 (tabla 4).

21



10

15

20

25

30

35

40

ES 2409 356 T3

Tabla 4. Comparacién de los tituios de NAB Anti-IFNa obtenidos con dosis de antigeno bien como
masa de proteina IFN ¢ bien como 10 Unidades Funcionales de Laboratorio (LU)

Terapia N2 de Interferén
suero
10 LU/mi 250 pg/m!
Intron A | IFNat PEG- Pegasys | Intron A | [FNa1 PEG- Pegasys
Intron Intron
Intron A D1 400 <20 150 20 500 8000 1000 1000
Intron A D2 40 <20 <20 <20 50 60 100 200
Intron A D3 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Intron A D4 400 <20 150 10 650 700 1000 1000
Intron A D5 100 20 35 <20 150 200 180 ND
intron A D6 30 <20 <20 <20 40 80 40 70
Intron A D8 30 <20 <20 <20 ND ND ND ND
Intron A D11 1000 70 350 40 1500 4000 3000 3000
Intron A D12 700 <20 250 30 1000 800 1500 1000
Intron A D13 20 <20 <20 <20 35 <20 20 40
Intron A D15 50 <20 25 <20 45 <20 80 50
intron A D16 3500 450 1000 100 8000 5000 10000 10000
ND: No determinado

[00119] En cambie, cuando se utilizé una cantidad constante (250 pg/ml) de proteina IFNa1 o IFNa2 (ROFERON™ g
INTRCN A™) en el ensayo de neutralizacion, se obtuvieron titulos de neutralizacion similares para un suero
determinado (tabla 4). Asimismo, los titulos de neutralizacion de sueros de pacientes tratados con IFNa2a o IFNa2b
mostraron diferencias significativas respecto a los ensayos realizados con 10 LU/mi de iIFNa2a pegilado
(PEGASYS™) y, en menor medida, con IFNa2b (PEG-INTRON™), donde pudieron apreciarse actividades
especificas mas reducidas que con las correspondientes moléculas nativas (Deisenhammer et at., 2004).

[00120] Asi, los resultados de los titulos de neutralizacién de sueros de pacientes tratados con IFNa2a o IFNa2b
resultaron de forma sistemética inferiores a los resultados obtenidos en ensayos con PEG-INTRON™, vy
significativamente infericres a los obtenidos con PEGASYS™ (tabla 4). Por el contrario, se obtuvieron titulos de
neutralizacion similares al realizar el ensayo con los mismos sueros y 250 pg de IFNg2a (ROFERON™), PEG-
INTRON™ o PEGASYS™ (tabla 4). Ninguno de los sueros de pacientes tratados con IFNa2a (ROFERON™) o
IFNo2b (INTRON A™) fue capaz de neutralizar el IFNB1-a {datos no mostrados) ni el IFNB1-b (tabla 4).

Determinacion de la actividad neutralizante de los autoanticuerpos anti-IFNB humano mediante el ensayo
con genes reporteros de iLite

[00121] La presencia de suero humano de voluntarios sanos a una dilucién final de 1:4 no tuvo ningin efecto en el
titulo de IFN de dos preparaciones diferentes de |FNB1-a (AVONEX™ y REBIF™) en ef ensayo con genes
reporteros de iLite {datos no mostrados). En ciertas muestras de suero de pacientes tratados con IFNB que se
sometigron a la prueba sin IFN agregado se encontraron niveles detectables de IFN circuiante, en ausencia de
anticuerpos anti-IFNE humano {datos no mostrados).

[00122] Diluciones seriadas de muestras de suero de pacientes tratados con iIFNB recombinante, se incubaron con
10 LU/ml de IFNB-a (AVONEX™ o REBIF™) 0 10 LU/mi de IFNB1-b (BETAFERON™), y se sometieron al ensayo de
iLite para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-iFNB, conforme a lo descrito en ei epigrafe
MATERIALES Y METODOS (figuras 8A a 8C). En fos ensayos ciegos, los titulos de NAB de las muestras sometidas
al ensayo de iLite, con la misma preparacion de IFN con la que se tratd a ios pacientes, mostraron resultados muy
préximos a los valores obtenidos con un bicensaye antiviral (datos no mostrados). Los titulos de NAB oscilaron en
un intervalo entre <10 y 150 000 TRU/mI. Los titulos de neutralizacion de sueros de pacientes tratados con IFNR1-a
(AVONEX™ o REBIF™) mostraron resultados idénticos © muy similares a las pruebas realizadas con 10 LU/ml| de
AVONEX™ o REBIF™, aunque significativamente diferentes a los obtenidos con 10 LUWml de IFNB1-b
(BETAFERON™), tal como se muestra en la tabla 5. En cambio, al realizar el ensayo de neutraiizacioén con una
cantidad constante (50 pg/ml) de proteina IFNB1-a {AVONEX™ o REBIF™) o IFNB1-b (BETAFERON™), se
obtuvieron titulos de neutralizacién idénticos o muy similares para un suero determinado al usar cualquiera de los
tres subtipos de iFNB (tabla 5). Ademds, cuando se usd una cantidad constante (50 pg/mb) de proteina IFNR en el
ensayo de neutralizacion, los titulos obtenidos para una muestra de suero determinada de un paciente tratado con
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IFNB1-a (AVONEX™ o REBIF™) o IFNB1-b (BETAFERON™) 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 IFN@ {tabla 5).

[00123] Ninguna de las muestras de suero de pacientes tratados con IFNB recombinante, tanto el IFNB1-a
(AVONEX™ o REBIF™) como el iIFNB1-b (BETAFERON™), fue capaz de neutralizar el IFNp2a {ROFERON™) ¢
IFNa2b (INTRON A™) (datos no mostrados).

Tabla 5. Comparacion de los titulos de NAB Anti-IFNa obtenidos con dosis de antigeno bien como
masa de proteina IFN o bien como 10 Unidades Funcionales de Laboratorio (LU)

Terapia N? suero Interferén
10 LU/mI 50 pg/ml

Betaferon Rebif Avonex Betaferon Rebif Avonex
Betaferon 1 25 100 100 25 40 25
Betaferon c2 100 350 400 100 150 150
Betaferon C3 150 700 900 150 200 250
ND C4 200 900 1.000 200 300 200
Betaferon Cs5 15.000 50.000 50.000 15.000 15.000 10.000
Rebif cé <20 <20 <20 <20 <20 <20
Betaferon C7 600 3.500 4.000 600 700 500
Betaferon c8 300 7.000 2.500 300 400 350
Rehif ca <20 <20 <20 <20 <20 <20
Betaferon C10 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Avonex C11 7.000 35.000 25.000 7.000 8.000 10.000
Betaferon Ci2 150 2.000 1.200 150 150 150
ND C13 4.000 40.000 24.000 4.000 6.000 6.000
Betaferon Cil4 200 2.500 2.500 200 200 300
Avonex B1 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Betaferon B2 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Avonex B3 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Avonex B4 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Rebif B5 <20 <20 <20 <20 <20 <20
ND Be 150 700 700 150 150 150
Rebif B7 100 700 450 100 200 200
Rebif B8 400 4.000 4.000 400 1.000 900
Betaferon B9 <20 80 30 <20 <20 <20
ND B10 <20 25 20 <20 <20 <20
ND B11 30 300 400 30 35 35

ND: No determinado

ANALISIS

[00124] La administracion repetida de homdlogos recombinantes de proteinas humanas puede bajar la tolerancia
inmunitaria a los autoantigenos y desencadenar la produccién de autoanticuerpos, como ocurre en el caso de los
interferones, IL-2, GM-CSF y EPQO (Schellekens, 2003). Los autoanticuerpos para el IFNa gue se producen en
pacientes con hepatitis C crénica, que han sido tratados con IFNa recombinante, son generalmente anticuerpos de
unidn, sin consecuencias adversas aparentes para ef paciente. No obstante, los anticuerpos neutralizantes aparecen
en una proporcion elevada de pacientes con RRMS gue han sido tratados con IFNB, v se asocian a una reduccién
de los efectos terapéuticos y de |a progresion de la enfermedad (Hartung et al., 2007; Noronha, 2007; y Namaka et
al., 2006). Para detectar anticuerpos neutralizantes es necesario recurrir a ensayos basados en células, que en
muchas ocasiones parten de objetivos imprecisos, como la inhibicion de la proliferacion celular o de los efectos
citopaticos virales {Meager, 2006). En un intento de obtener un bioensayc mas preciso para el IFN humano de Tipo
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I, se aislé un fransfectante estable portador del gen reportero de la luciferasa, bajo el control de un promotor
quimérico receptivo al IFN. Este método permite determinar de forma selectiva la actividad de IFN, con gran
precision y en cuestidn de horas. No cbstante, los bioensayos basados en el cultivo continuado de lineas celulares
estan sujetos a variaciones notables derivadas tanto de la inestabilidad genética que se produce al aumentar el
numero de pases, como de las variaciones en las condiciones de cultivo {Meager, 2006), independientemente de si
el objetive de medicién hace referencia a fa actividad de un gen reportero, MxA ¢ CPE, De este modo, para obviar
las posibles variaciones en el ensayo asociadas af cultivo continuado de lineas celulares, se establecieron bancos
de células primarios y de trabajo, y se conservaron en nitrogeno liguido. A continuacion, las células se
descongelaron, se amplificaron para un nimero constante de pases en condiciones estandar y se trataron con una
sustancia antimitdtica {vinblastina). Este proceso permite almacenar las células preparadas para el ensayo en estado
de congelacidn a -80° C durante periodos prolongados (>3 anos), sin que estas pierdan la sensibilidad al IFN y sin
necesidad de realizar cultivos celulares. La produccidn de células en condicionas estrictamente controladas y con un
nimero constante de pases, realizada por el fabricante y no por el usuario final, elimina las posibles variaciones
asociadas con cambios genéticos y epigenéticos y cambios en las condiciones del cultivo celular, que suelen
producirse al cultivar células de forma continuada en laboratorios diferentes. Las células PIL5 congeladas con
division inhibida mostraron unos resultados equiparables, y en algunos aspectos superiores, a los correspondientes
a las células PIL5 no tratadas. Por ejemplo, las células tratadas con vinblastina mostraron un nivel superior de
sensibilidad al IFN y un limite inferior de deteccién de actividad de IFN en comparacién con las células no tratadas.
El ensayo en células PIL5 puede automatizarse con gran facilidad y resulta idoneo para realizar rastreos de alto
rendimiento de la actividad de IFN o de la presencia de anticuerpos anti-lFN neutralizantes.

[00125]) Los valores de actividad de IFN registrados en varias preparaciones bien caracterizadas de IFNa e IFNR
humano, determinados mediante el ensayo con genes reporteros en céiulas PIL5, resuftaron muy préximos a los
valores obtenidos con un bioensayo antiviral. Estas conclusiones se repitierpn para los IFN nativos o sus variantes
pegiladas. Resulta interesante la obtencién de resultados tan similares en un ensayo con genes reporteros, basado
en el uso de la secuencia de reconocimiento especifica del IFN del gen {SG15, un gen regulade por 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 ia inhibicién de los efectos citopatices virales, que con gran
probabilidad refleja el efecto del IFN en numerosos genes individuales.

[00126) De nuevo, a la hora de detectar y cuantificar anticuerpos neutralizantes para IFNa o IFNB humano mediante
el ensayo con genes reporteros en células PILS, se obtuvieron resultados muy similares a los obtenidos con un
bioensayo antiviral. No obstante, el ensayo con genes reporteros reveld diferencias significativas en el titulo de
neutralizacién cuando, para realizar la prueba in vitro, se usaron IFN distintos de los utilizados para tratar a los
pacientes. Este hecho pudo cbservarse al usar IFNa1 o IFNo2a pegilado (PEGASYS™) para realizar el ensayo con
los anticuerpos NAB de pacientes tratades con IFNa2a (ROFERON™) o iFNa2b {(INTRON A™), y también al usar
IFNB1-b (BETAFERON™) para realizar la misma prueba con pacientes tratados con IFNB1-a (AVONEX™ o
REBIF™), La actividad especifica de iIFNc2a (ROFERON™) e iFNa2b {INTRON A™) es de aproximadamente 2,0 x
10® JWmg, lo que supone diez veces o mas el valor de IFNat1 (1,0 x 107 iU/mg) o iFN-a2a pegilado. Segdn las
especificaciones del fabricante, 1a actividad especifica de las dos preparaciones formuladas clinicamente de iIFNB1-
a, AVONEX™ o REBIF™, es de 2,0 y 2,7 x 10° IU/mg respectivamente, mientras que la actividad de IFNB1-b
(BETASERON™) es de aproximadamente 3,2 x 107 iU/mg. Asi, dadas ias diferencias detectadas en la actividad
especifica de IFNal o IFNa2a pegilado, en comparacion con IFNa2, y en la actividad especifica de IFNa1-a e IFNB1-
b, si se usa un nimero constante de unidades de actividad de cualquiera de las distintas preparaciones de [FNa o
IFNB, el resultado mostrara cantidades notablemente diferentes de proteina IFN en la reaccion de neutralizacién
anticuerpo-antigeno. En cualguier caso, resulta interesante la aobtencidn de titulos de neutralizacion tan similares
usando la misma concentracién de proteina IFNa (IFNat1 o IFNa2) o IFNB (IFNB1-a o IFNB1-b) que se usé en el
ensayo de neutralizacién, en lugar de un numero constante de unidades de actividad por ml. Estos resultados
sugieren que €l titulo de neutralizacién depende mas de la concentracion relativa de antigeno-anticuerpo en el
ensayo de neultralizacién, que de la actividad de IFN o las diferencias especificas de los autoanticuerpos sometidos
a la prueba.

[00127]) Los autcanticuerpos para IFNa, detectados en los sueros de pacientes tratados con IFNa2, efectuaron una
neutralizacién cruzada de todas las preparacicnes de IFNa sometidas a la prueba {IFNal, {FNa2a, IFNaz2b,
PEGASYS™ y PEG-INTRON™). Sin embargo, no neutralizaren ninguna de las preparaciones de IFNB formuladas
clinicamente que fueron sometidas a la prueba (AVONEX™, REBIF™ o BETAFERON™). Asimismo, los
autoanticuerpos para IFNB, detectados en los sueros de pacientes tratados con IFNB1-a o IFNB1-b, no efectuaron
una neutralizacion cruzada de ninguna de las preparaciones de IFNa sometidas a la prueba. Esta falta de
neutralizacién cruzada puede explicar la ausencia de consecuencias adversas aparentes de los autoanticuerpos de
IFN en los pacientes tratados con [FN recombinantes, en acusado contraste con las complicaciones potencialmente
mortales que se asocian a la presencia de autoanticuerpos para la eritropoyetina © 1a trombopoyetina, que pueden
resultar en aplasia pura de glébulos rojos y trombocitopenia respectivamente (Schellekens, 2003). No obstante, el
desarrcllo de anticuerpos NAB para IFNB se asccia a una reduccién de la respuesta clinica y la progresion de la
enfermedad en pacientes con esclerosis multiple (Hartung et al., 2007; Noronha, 2007; y Namaka et al., 2006).
Varios informes sugieren que debe realizarse un seguimiento semestral o anual de los NAB para {FNB en pacientes
con RRMS (Hartung et al., 2007; y Sorensen et al., 2005). Los pacientes que ya no responden a la terapia con IFNB
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tras desarrcllar anticuerpos NAB anti-IFNB, pueden recurrir a terapias alternativas como el acetate de glatirdmero y
el natalizumab, un anticuerpo monoclonal que se une a la subunidad alpha4 de la integrina alphad4B1 (Rudick et al.,
2006). El usc de células PILS congeladas tratadas con vinblastina ofrece distintas ventajas respecto a los ensayos
con IFN existentes con relacién a la caracterizacion de los anticuerpos NAB anti-IFN, y constituye |a base de un
ensayo qué puede automatizarse con gran facilidad y que resulta idéneo para realizar rastreos de anticuerpos
neutralizantes anti-IFN.

[00128] Aungue la presente invencion se ha descrito en funcién de las realizaciones especificas descritas en este
documento, debe entenderse que contempla futuras modificaciones. La presente soficitud pretende dar cabida a las
posibles variaciones, usos o adaptaciones de la invencién que siguen, en general, los principios de la misma,
incluido cualquier desarrollo de la presente divulgacién 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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cgtgcgetct
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cactggtaac
gtggcctaac
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cggtggtitt
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tggtgtgaca
atttttaagt
aacctatgga
ttgetcagaa
tcctocaaaa
ttttttgagt
aaaggaaaaa
aagtaggcat
agtgtectget
aggggttaat
ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa
gtggtttgtc
tgagagcett
cacttatgac
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cataggctec
aacccgacag
cctgttccga
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ctgggctgtyg
cgtcttgagt
aggattageca
tacggctaca
ggaaaaagag

tttgtttgca
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gctgractgc
aacagttata
attaataact
daggaatatt
agaggtttta
gaatgcaatt
tagcatcaca
caaactcatce
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tgtcttettt
tcactgacte
cggtaatacyg
gccagcaaaa
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aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc

agcagcagat

cagaaattcyg
aactacctac
ttaaactact
gggagcagtyg
ctagtgatga
aggtagaaga
ttagtaatag
tatacaagaa
atcataacat
atgctcaaaa
tgatgtatag
cttgctttaa
gttgttgtta
aatttcacaa
aatgtatctt
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agtatctggt
ttgatccgge
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aaaacctccece
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
ggtgggcgeg
tcgtaggaca
gtcgttcgge
gaatcagggg
cgtazaaagg
aaaaatcgac
ttteceecty
ctgtccgect
ctcagttcgg
ccecgaccget
ttatcgceac
gctacagagt
atctgcgcetc
aaacaaacca
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gtgaaggaac
agctctaagqg
gtttgtgtat
tttaatgagg
gctgactcte
tttcettcag
tgctttgeta
aaatattctg
cttactecac
tttagectttt
dagagatcata
acacctccce
tgcagcettat
tttttcactg
gatccgtcga
gggcatgact
ggtgccggea
tgocggegage
ataacgcagg
ccgegetget
gctcaagtca
gaagctcect
ttctecctte
tgtaggtcgt
gcgeettate
tggcagecage
tcttgaagtg
tgctgaagcc
ccgetggtag
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tccttbgate
tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtgtag
accgcgagac
ggccgagege
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tccteggate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttcttegggy
cactcgtgca
aaaaacagga
agtcatactc
cggatacata
ccgaaaagtyg
tacgcgecage
cccttectet
tttagggtte
tggtecacgt
cacgttcttt
ctattetttt
gatttaacaa
gccattcagg
ccagcgcaag
taaaaaacct

ttaacttgtt

ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatcteag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctettactyg
tcattctgag
aataccgege
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttcecttette
tttgaatgta
ccacctgacg
gtgaccgcta
ctecgecacgt
cgatttagtyg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
ctgcgeaact
ctaccatgat
cccacagere

tattgeaget
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ggtctgacge
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tatatgagta
cgatctgtct
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ctgeaacttt
gttcgecagt
gctegtegtt
gatccgecat
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aatagtgtat
cacatagcag
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cacctagate
aacttggtct
atttcgttca
cttaccatcet
tttatcagca
atccgectec
taatagtttg
tggtatgget
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgce
gcggegaceg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttactite
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
cgygcgeattia
cgecctagey
tceccegtcaa
cctogaccee
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tgaaacataa

acaaataaag

36

gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagcet
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttcetgtga
agttgctctt
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agatccagtt
accagcegttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttcege
agcgcggegyg
cceogetectt
gctctaaatc
aaaaaacttyg
cgecctttga
acactcaacc
tattggttaa
acgtttacaa
cgggcetctt
cgtggaggtt
aatgaatgca

caatagcatc

gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactcece
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgeccattge
ccggttcccea
gcteccttocgg
ttatggcagc
ctggtgagta
geceggegte
ttggaaaacyg
cgatgtaacc
ctgggtgagce
aatgttgaat
gtctcatgag
gecacatttcec
gtgtggtggt
tegetttett
gggggctcec
attagggtga
cgttggagtc
ctatcteggt
aaaatgagcet
ttteccatte
cgctattacg
ttacttgctt
attgtegttg

acaaatttca

3960
4020
4080
4149
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
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 5845
<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

Leu Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gln Leu His Lys Ala Met Lys Arg
20 25 30

Tyr Ala Leu Val Pro Gly Thr Ile Ala Phe Thr Asp Alz His Ile Glu
35 40 45

Val Asn Ile Thr Tyr Ala Glu Tyr Phe Glu Met Ser Val Arg Leu Ala

Glu Ala Met Lys Arg Tyr Gly Leu Asn Thr Asn His Arg Ile val Val
65 70 75 80

Cys Ser Glu Asn Ser Leu Gln Phe Phe Met Pro Val Leu Gly Ala Leu
85 50 55

Phe Ile Gly val Ala Val Ala Pro Ala Asn Asp Ile Tyr Asn Glu Arg
100 105 110

Glu Leu Leu AsSn Ser Met Asn Ile Ser Gln Pro Thr Val Val Phe val
115 120 125

Ser Lys Lys Gly Leu Gln Lys Ile Leu Asn val Gln Lys Lys Leu Pro
130 135 140

Ile Ile Gln Lys Ile Ile Ile Met Asp Ser Lys Thr Asp Tyr Gln Gly
145 150 155 1560

Phe Gln Ser Met Tyr Thr Phe Val Thr Ser His Leu Pro Pro Gly Phe
165 170 175

Asn Glu Tyr Asp Phe Val Pro Glu Ser Phe Asp Arg Asp Lys Thr Ile

37



Ala

Ala

Pro

225

Val

Ile

Phe

Pro

Asp

3035

Lys

Axg

Pro

Phe

Asn

385

Tyr

Trp

Leu

Leu

210

Ile

Pro

Cys

Leu

Thr

230

Leu

Glu

Gln

Glu

Glu

370

Gln

val

Leu

Ile

195

Pro

Phe

Phe

Gly

Arg

275

Leu

Ser

Val

Gly

Gly

355

Ala

Arg

Asn

His

180

Met

His

Gly

His

Phe

260

Ser

Phe

Aan

Gly

Tyr

340

Asp

Lys

Gly

Asn

Ser
420

Asn

Arg

Asn

Hia

245

Arg

Leu

Ser

Leu

Glu

325

Gly

Asp

val

Glu

Pro

405

Gly

ES 2409 356 T3

Ser

Thr

Gln

230

Gly

Val

Gln

Phe

His

310

Ala

Leu

Lys

Val

Leu

390

Glu

Asp

Ser

Ala

215

Ile

Phe

val

Asp

Phe

295

Glu

Val

Thr

Pro

Asp

375

Cys

Ala

Ile

Gly

200

Cys

Ile

Gly

Leu

Tyr

280

Ala

Ile

Ala

Glu

Gly

360

Leu

val

Thr

Ala

185

Ser

val

Pro

Met

Met

265

Lys

Lys

Ala

Lys

Thr

345

Ala

Asp

Arg

Asn

Tyr
425

38

Thr

Arg

Asp

Phe

230

Tyr

Ile

Ser

Ser

Arg

330

Thr

val

Thr

Gly

Ala

410

Trp

Gly

Phe

Thr

235

Thr

Arg

Gln

Thr

Gly

315

Phe

ser

Gly

Gly

Pro

395

Leu

Asp

Leu

Ser

220

Ala

Thr

Phe

Ser

Leu

300

Gly

His

Ala

Lys

Lys

380

Met

Ile

Glu

Pro

2905

His

Ile

Leu

Glu

Ala

285

Ile

Ala

Leu

Ile

vVal

365

Thr

Ile

Asp

Asp

190

Lys

Ala

Leu

Gly

Glu

270

Leu

Asp

Pro

Pro

Leu

350

val

Leu

Met

Lys

Glu
430

Gly

Arg

Ser

Tyr

255

Glu

Leu

Lya

Leu

Gly

335

Ile

Pro

Gly

Ser

Asp

415

His

val

Aap

val

240

Leu

Leu

Val

Tyr

Ser

320

Ile

Thr

Phe

Val

Gly

400

Gly

Phe



Phe Ile

Val Ala
450

Phe Asp
465

Pro Ala

Glu Ile

Arg Gly

Lys Leu
530

Gly Gly
545

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
tagttat

tcgggaa

tececegece

cccatggetg actaattttt

tatteca

aagctte

val
435

Pro
Ala
Ala
val
Gly
515
Asp

Lys

3
4412
DNA

Asp

Ala

Gly

val

Asp

500

val

Ala

Ser

Arg

Glu

Val

val

485

Tyr

val

Arg

Lys

Artificial

Synthetic

cos

(358)..(1077)

3
tac

agg gaaaccgaaa ctgaagcccog

cct

gaa

gaa

tagcgctacce

aactccgeoceco

gtagtgagga

ttctgcagtce

Leu

Leu

Ala

470

val

Val

Fhe

Lys

Leu
550

Lys

Glu

455

Gly

Leu

Ala

Val

Ile
535
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Ser

440

Ser

Leu

Glu

Ser

Asp

520

Arg

ggactcagac

atccegeccece
tttatttatg
ggecttttttg

gacggtaccg

Leu

Ile

Pro

His

Gln

505

Glu

Glu

Ile

Leu

Asp

Gly

490

val

Val

Ile

Lys

Leu

Asp

475

Lys

Thr

Pro

Leu

tcgggaaagg

atctygcatet

taactcegece

cagaggecga

gaggcctagg

€gqgceceggyg

atg gtg agc aag ggc gag gag ctg ttc acc g99

39

Tyr

Gln

460

Asp

Thr

Thr

Lys

Ile
54Q

gaaaccgaaa ctgaagccece
caattagtca gcaaccatag
cagttccgee cattctecge
gygccgectceg gcctetgage

cttttgcaaa tctcgagete

Lys

445

His

Ala

Met

Ala

Gly

525

Lys

Gly

Pro

Gly

Thr

Lys

510

Leu

Ala

Tyr

Asn

Glu

Glu

495

Lys

Thr

Lys

Gln

Ile

Leu

480

Lys

Leu

Gly

Lys

atccacceggt cgecacce

gtg gtg ccc atec ctg

60

120

180

240

300

357

405



Met

gte
Val

gag
Glu

tgc
Cys

ctg
Leu
65

cag
Gln

cgc
Arg

gtg
val

atc
Ile

aac
Asn
145

ggc
Gly

gtyg
Val

cce
Pro

agc
Ser

gtg
Val
225

val

gag
Glu

ggc
Gly

acc
Thr
50

acce
Thr

cac
His

ace
Thr

aag
Lys

gac
Asp
130

tac
Tyr

ate
Ile

Cag
Gln

gtg
val

aaa
Lys
210

acc
Thr

Ser

ctg
Leu

gag
Glu
35

acc
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

atc
1le

tte
Phe
115

tte
Phe

aac
Asn

aag
Lys

ctc
Leu

ctg
Leu
195

gac
Asp

gce
Ala

Lys

gac
Asp
20

ggc
Gly

ggc
Gly

gg9c
Gly

tte
Phe

ttc
Phe
100

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

gtg
Val

gcc
Ala
180

ctg
Leu

cce
Pro

gcc
Ala

Gly

ggc
Gly

gat
Asp

aag
Lys

gtg
Val

tte
Phe
85

tte
Phe

ggc
Gly

gag
Glu

cac
His

aac
Asn
165

gac
Asp

ccc
Pro

aac
Aan

agg
Gly

Gla

gac
Asp

gee
Ala

ctg
Leu

cag
Glin
70

aaqg
Lys

aag
Lys

gac
Asp

gac
Asp

aac
Asn
150

ttc
Phe

cac
His

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile
230

Glu

gta
val

acc
Thr

cce
Pro
55

tgec
Cys

tcc
Ser

gac
Asp

acc
Thr

ggc
Gly
135

gtc
Val

aag
Lys

tac
Tyr

aac
Asn

aag
Lys
215

act
Thr
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Leu

aac
Asn

tac
Tyr
40

gtg
val

ttc
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

ctg
Leu
120

aac
Asn

tat
Tyr

ate
Ile

cag
Gln

cac
His
200

cgc

Arg

cte
Leu

Phe

ggc
Gly
25

ggc
Gly

cCC
Pro

agc
Ser

atg
Met

ggc
Gly
105

gtg
val

atc
Ile

ate
Ile

cgc
Arg

cag
Gln
185

tac

Tyr

gat
Asp

ggc
Gly

Thr

cac
His

aag
Lys

tgg
Trp

cgc
Arg

cce
Pro

aac
Asn

aac
Asn

ctg
Leu

atg
MeL

cac
His
170

aac
Asn

ctg
Leu

cac
Ris

atg
Met

Gly

aag
Lys

ety
Leu

cCC
Pro

tac
Tyr
75

gaa
Glu

tac
Tyr

cge
Arg

999
Gly

gece
Ala
155

aac
Asn

acc
Thr

agc
Ser

atg
Met

gac
Asp
235

agcggcecgeg actctagate ataatcagcc ataccacatt

40

Val

ttc
Phe

ace
Thr

acc
Thr
60

ccc
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

atc
Ile

cac
His
140

gac
Asp

atce
Ile

CCC
Pro

acc
Thr

gtc
Val
220

gag
Glu

tgtagaggtt ttacttgctt

vai

agce
Ser

ctg
Leu
45

ctc
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

gag
Glu
125

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

cag
Gln
205

ctg
Leu

ctg
Leu

Pro

gtg
Val
30

aag
Lys

gtg
val

cac
His

gtc
val

cgc
Arg
110

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ggc
Gly
130

tcc

Ser

ctyg
Leu

tac
Tyr

Ile
15

tcec
Ser

tte
Phe

acce
Thr

atg
Met

cag
Gln
95

gce
Ala

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

ggc
Gly
175

gac

Asp

gcc
Ala

gag
Glu

aag
Lys

Leu

ggc
Gly

atc
Ile

ace
Thr

aag
Lys
80

gag
Glu

gag
Glu

ggc
Gly

tac
Tyr

aac
Asn
160

age
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

ttc
Phe

taa

453

501

549

597

645

633

741

789

837

885

933

9g1

1029

1077

1137



taaaaaacct
ttaacttgtt
caaataaagce
cttaaggcgt
atcagctcat
tagaccgaga
gtggactcca
ccatcacect
aaagggagec
gggaagaaag
gtaaccacca
cggggaaatg
cegetcatga
gaggcggaaa
ccccagcagg
agtccccagg
ccatagtcecc
ctccgececca
ctgagctatt
gatcaagaga
tctceggecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgecccattcyg
ggtcttgteg
ttcgeccagge
gecetgecttge

cggctgggtg

cccacacctc
tattgcaget
atttttttca
aaattagtaag
ttrttaacca
tagggttgag
acgtcaaagg
aatcaagttt
cccgatttag
cgaaaggagc
caccegocge
tgcgceggaac
gacaataacc
gaaccadgctg
cagaagcatg
ctceecagea
gcccctaact
tggctgacta
ccagaagtag
caggatgagyg
cttgggtgga
ccgoogtgtt
ceggtgeect
gegttoctty
tgggcgaagt
ccatcatgge
accaccaagce
atcaggatga
tcaaggecgag
cgaatatcat

tggcggaccy

ES 2409 356 T3

ccectgaace
tataatggtt
ctgcattcta
cgttaatatt
ataggcegaa
tgttgttceca
gcgaaaaace
tttggggtcg
agcttgacqqg
gggcgetagg
gettaatgoeg
ccctatttgt
ctgataaatg
tggaatgtgt
caaagcatgce
ggcagaagta
ccgeecatee
atttttrtta
tgaggaggct
atcgtttege
gaggctatte
ceggetgtea
gaatgaactg
cgcagctgtg
geccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgceccgac
gygtggaaaat

ctatcaggac

tgaaacataa
acaaataaag
gttgtggttt
ttgttaaaat
atcggcaaaa
gtttggaaca
gtctatcagg
aggtgcegta
ggaaagccgg
gcgetggeaa
ccgctacagqg
ttatttttct
cttcaataat
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcecctaac
tttatgcaga
tttttggagyg
atgattgaac
ggctatgact
gcgeaggggce
caagacgagg
ctcgacgttg
gatctectgt
cggcggetge
atcgagcegag
gagcatcagg
ggcgaggate
ggcegetitt

atagcgttgg

41

aatgaatgca
caatagcatc
gtccaaactc
tcgegttaaa
tcecttataa
agagtccact
gcgatggecee
aagcactaaa
cgaacgtggce
gtgtagcggt
gcgcegteagg
aaatacattc
attgaaaaag
gtgtggaaag
gtcagcaacce
gcatctcaat
teogeccagt
ggccgaggcec
cctaggettt
aagatggatt
gggcacaaca
gcccggttet
cagegegget
tecactgaage
catctecacct
atacgcttga
cacgtacteg
ggectegegec
tegtegegac
ctggattcat

ctaccegtga

attgttgttg
acaaatttca
atcaatgtat
tttttgttaa
atcaaaagaa
attaaagaac
actacgtgaa
tcggaacect
gagaaaggaa
cacgctgege
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtcct
tccocagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tococgeceatt
gcctoggect
tgcaaagatc
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaaqg
ategtggctyg
gggaagggac
tgctectgee
teceggctace
gatggaagee
agccgaactqg
ccatggegat
cgactgtgge

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
2757
2817
2877
2937

2997



gagcttggcg
tcgcagegea
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcgggga
ggaaggagac
cgcacggtgt
tcgataccec
cccaceecee
ctgccatage
ttaaaaggat
agtttteatt
ctttttttct
tttgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacce
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttetacqggtt
ctgattctgt
<210> 4

<21i1l> 239
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 4

gcgaatggge
tcgecttcta
cgaccaagcg
aaggttgggce
tctcatgetyg
aataccggaa
tgggtcgttt
accgagaccc
aagttcgggt
ctcaggttac
ctaggtgaag
cecactgageg
gecgecgtaate
ggatcaagagq
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttace
aacggygggt
cctacagcgt
tceggtaage
ctggtatctt
atgetegtea
cctggecttt

ggataaccgt

Artificial

ES 2409 356 T3

tgaccgecttce
tcgoettett
acgcccaacc
ttcggaatceg
gagttcttcg
ggaacccgeg
gttcataaac
cattggggece
gaaggceccag
tcatatatac
atccectttttg
tcagaccecg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgotetge
gggttggact
tegtgecacac
gagctatgag
ggcagggteg
tatagtcetg
g9ggggcgga
tgctggecett

attaccgeca

Synthetic Construct

ctegtgettt
gacgagttct
tgeccatcacyg
ttttcecggga
ceceaccctaqg
ctatgacggc
geggggttcg
aatacgcecg
ggctcgeaqge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
ageccagett
aaagcgecac
gaacaggaga
tcgggttteg
gecetatggaa
ttgctcacat

tgcat

acggtatcge
tctgagoggy
agatttcgat
cgecggetgg
ggggaggcta
aataaaaaga
gtcccaggqgce
cgtttettee
caacgtcgga
tétaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacy
gcttococcgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage

gttctttoect

cgcteceogat
actctggggt
tccaccgecg
atgatcctec
actgaaacac
cagaataaaa
tggcactctg
ttttecceac
gcggcaggcc
catttttaat
ccttaacgtg
tettgagatce
ccageggtgy
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgeccagtyg
aaggcgcagc
acctacaccqg
gggagaaaqgg
gagctteccag
cttgagegte
aacgcggect

gcgttatecec

Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu

42

3057
3117
3177
3237
3297
1357
3417
3477
3537
3597
3657
3717
3777
3837
3897
3957
4017
4077
4137
4197
4257
4317
43177

4412



val

Glu

Cys

Leu

65

Gln

Arg

vVal

Ile

Asn

145

Gly

val

Pro

Ser

val
225

Glu

Gly

Thr

50

Thr

His

Thr

Lys

Asp

130

Tyr

Ile

Gln

val

Lys

210

Thr

<210>
<211>

Leu
Glu
35

Thr
Tyr
Asp
Ile
Phe
115
Phe
Asn
Lys
Leu
Leu
195

Asp

Ala

60

AsSp

20

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

100

Glu

Lys

Ser

val

Ala

180

Leu

Pra

Ala

Gly

Lys

Val

Phe

85

Phe

Gly

Glu

Hig

Asn

165

Asp

Pro

Asn

Gly

ES 2409 356 T3

Asp

Ala

Leu

Gln

10

Lys

Lys

Asp

Asp

Asn

150

Phe

His

Asp

Glu

Ile
230

val

Thr

Pro

55

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

135

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys

215

hr

Asan

Tyr

40

vVal

Phe

Ala

Asp

Leu

120

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

2900

Arg

Leu

Gly

25

Gly

Pro

Ser

Met

Gly

105

val

Ile

Ile

Arg

Gln

185

Tyr

Asp

Gly

43

10

His

Lys

Trp

Arg

Pro

90

Asn

Asn

Leu

His

170

Asn

Leu

His

Met

Lys

Leu

Pro

Tyr

75

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

155

Asn

Thr

Ser

Met

Asp
235

Phe
Thr
Thr
60

Pro
Gly
Lys
Ile
His
140
Asp
Ile
Pro
Thr
val

220

Glu

Ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

125

Lys

Lys

Glu

‘Ile

Gln
205

Leu

Leu

val

30

Lys

val

His

Val

Arg

110

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

190

Ser

Leu

Tyr

15

Ser

Phe

Thr

Met

Gln

95

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

173

Asp

Ala

Glu

Lys

Gly

Ile

Thr

Lys

80

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Phe
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223»> Synthetic

<400> 5
ctcgggaaag ggaaaccgaa actgaagoce ctcgggaaag ggaaaccgaa actgaagece

<210> 6
<211> 13
<212> DHNA

<213> Artificial

<220>
<223>» Synthetic

<400> 6
ggraaagwga aactg

<210> 7
<2il>» 21
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223>» Synthetic

<220>

€221> misc_feature

222>  (1}.. (3}

€223> n is either a, ¢, g, or t.

<220>

<221> misc_feature

<222> (6}.. (6}

<223> n is either a, ¢, g, or t.

<220>

<221> misc_feature

<222> (16}..(16)

<223» n is either a, ¢, g, or t.

<220>

<221> misc_feature

€222> (19)..(19)

<223> n is either a, c, g, or t.

<220>

<221> misc_feature

€222> (21)..(21)

<223> n is either a, ¢, g, or t.
<400> 7
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REIVINDICACIONES

1. Un métcdo para realizar un ensayo de neutralizacién para el titulo de los anticuerpos en una muestra, donde
dichos anticuerpos son especificos para una molécula diana predeterminada que activa la actividad de transduccién
de sefial de una proleina de una superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones, o son
especificos para un antagonista de dicha molécula diana predeterminada, donde dicho método comprande:

la preparacion de una dilucion seriada de la muestra;

la adicién a cada dilucién de una cantidad fija de la molécula diana, donde dicha cantidad se corresponde
con una unidad de actividad predeterminada de la molécula diana, y donde la concentracion de molécula
diana es la misma en cada dilucion;

la realizacidn de un ensayo con genes reporteros a cada una de las dituciones para determinar la cantidad
de actividad residual de la molécula diana en cada dilucion, donde dicho ensayo con genes reporteros
comprende la medicién def nivel de un producte de genes reporteros cuando dicha dilucién entra en
contacto con una linea celular transformada mediante una construccién que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifican un producto del gen reportero, vinculado operativamente a uno o varios
elementos de control transcripcional, que se regula por la actividad de transduccién de sefial de una
proteina de la superficie celular o de un receptor de reconocimiento de patrones en respuesta a una sefial
extracelular generada por dicha molécula diana; y

la determinacién de la dilucién en la que la actividad de |la molécula diana agregada se reduce un factor
predeterminado x, donde dicho titulo se expresa como una reduccidn de x veces en unidades de
actividad/mi,

donde la sensibilidad del ensaye de neutralizacion aumenta, donde la linea celular usada en dicho ensayo
con genes reporteros se ha tratade con un agente antimitético o preapoptético para que adquiera ta
propiedad de mantener dicha actividad de transduccion de sefal durante al menos alrededor de una hora,
aunque perdera dicha actividad e incurrird en muerte celular en un plazo no superior a 30 dias a una
temperatura superior a la temperatura de congelacién.

2. Elmeétodo segdn la reivindicacion 1, donde dicha finea celular tratada, sustancialmente de manera inmediata tras
el tratamiento, se ha resuspendido en una solucién que contiene un crioconservante, se ha congelado
aproximadamente a -B0° G y posteriormente se ha descongelade antes de su uso en dicho ensayc con genes
reporteros.

3. El metodo segun la reivindicacion 2, donde dicho crioconservante es dimetilsuliéxido (DMSO) y dicha selucién
contiene un 10% de DMSQO.

4. El métedo segun la reivindicacion 2, donde diche crioconservante es una combinacién de un 2,5% de
dimetilsulféxido (DMSO} ¥ un 10% de glicerol.

5. El métedo segin la reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimitético o proapoptatico es vinblastina.
6. El método segdn las reivindicaciones 1 a 4, dende dicho agente antimitético o proapoptético es 5-fluorouracilo.

7. El método segun las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimitético o proapoptético es mitomicina C, un
agente intercalante antitumoral.

8. El método segun las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho agente antimitético o proapoptético es una radiacién y, y
donde dicha linea celular ha sido irradiada con radiacion y a una intensidad y durante un tiempo suficientes para
mantener dicha actividad de transduccién de sefal durante al menos 1 hora, aunque pierde dicha actividad e incurre
en muerte celular en un plazo no superior a 30 dias a una temperatura superior a la temperatura de congelacion.

9. El método segun las reivindicaciones 1 a 8, donde dicha proteina de la superficie celular es un receptor de
superficie celular.

10. El método segun la reivindicacidn 9, donde dicho receptor de |a superficie celular se sefecciona de un grupo
compueslo por 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 métedo segun la reivindicacion 9, donde dicho receptor de la superficie celular es un receptor de interferon de
Tipe |, y dicha sefal extracelular es proporcionada por un interferén de Tipo | como la molécula diana
predeterminada.

12, El método segiin la reivindicacion 11, donde la motécula diana predeterminada es un interferén a.

13. El método segun la reivindicacién 11, donde |la melécula diana predeterminada es un interferon B.
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14. El métado segun la reivindicacion 11, donde dicha elemento o elementas de control transcripcional comprenden
un elemento de respuesta al estimulo del interferon (ISRE).

15. El método segln la reivindicacidn 14, donde dicho ISRE comprende la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO:5.
16. El método segln la reivindicacién 9, donde dicho receptor de la superficie celular es un receptor de interferén de
Tipo M, y dicha senal extracelular estd propercionada por un interferdon de Tipo il como la molécula diana
predeterminada.

17.El metodo segln la reivindicacién 16, donde dicho elemento o elementos de control transcripcional comprenden
una secuencia activada por interferén gamma (GAS).

18. El método segun las reivindicaciones 1 a 17, donde dicho producto del gen reportero se selecciona de un grupo
compuesto por luciferasa de luciérnaga, luciferasa bacteriana, aequorin de medusa, proteina verde fluorescente
mejorada {EGFP), cloranfenicol acetiliransterasa (CAT), dsRED, B-galactosidasa, y fosfatasa alcalina.

19. El método seglin las reivindicaciones 1 a 18, donde dicho factor predeterminado x es 10.

20. El método segln las reivindicaciones 1 a 19, donde la linea celular es una linea celular de origen mamifero o
aviar.

21. El método segin las reivindicaciones 1 a 20, donde la linea celular es una linea celular humana.

22. Ei método seglin la reivindicacidn 21, donde la linea celular humana es una linea celular promonocitica humana.
23. Ef método segun la reivindicacidn 22, donde la linea celular promanacitica humana es una linea de células U937.
24. £l metado segun las reivindicaciones 1 a 23, donde dicha propiedad de la linea celular usada en dicho ensayo
con genes reporteras es que mantendra la actividad de transduccion de sefial durante al menos ocho horas, aungue
perderd dicha actividad e incurrird en muerte celular en un plazo no superior a 24 haras, a una temperatura superiar
a la temperatura de congetacion.

25. El método segin 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 transduccién de sefal durante al menos dieciocha horas,
aungue perdera dicha actividad e incurrira en muerte celular en un plazo no superior a 14 dias.

47



ES 2409 356 T3

ISRE ISG15
Promotor SV40

\._Luciferasa

~ ISRE-luc
5849 pb

Ampi _§

FIG.1

. ISRE ISG15
.$pmes— Promotor SV40

N\ EGFP-1

ISRE-EGFP
4412 pb

FIG.2

48



ES 2409 356 T3

—8gipha |

~faipha B2
=% alpha C
——aipha F
=5~ alpha H2
i gipha K
~O~beta

~0 alpha db

4 3ipha O m

49




ES 2409 356 T3

referencia NIH

IFla

Jo0- 1000

10

IFN I/ mi

-
-

~ o, o o e ™
] =1

UCIDONPUI B] 3P GJUBLUAIIUY 8P LOZEY

4A

Fig.

IFNp ¢ referencia NIH

169

IFN U/ mi

-
-

r

~: -3 C-
- "

-

~

UQIIONPUL ] 8P 0JUALBIOUI 3P ugzZey

4B

Fig.

50



ES 2409 356 T3

100000
~—FEG Trtion
-8~ Pegasys
= IFN alzba}
. =& Roteron
—0—~ Reference [FII sphs

[
r
i
r
i

10900 4

Fig. 5A

t 302600

. ——

Juowsr]




ES 2409 356 T3

Weld' Tnduttibh

v L]

Pl Indut e

1 )
b8 s

var 1poh}

6C

52

T Retd Lt tleet

Hu P T a0e
o R S
Fig. 6B
18

§l— R S




ES 2409 356 T3

mefarn gy L T T L ——— 14500 4

TEEEEE

fcanes  1LCOR 1100 oo L] h

Fig. 7A

R Y

R e Y

Fig. 7D
53




ES 2409 356 T3

Bataheron 10U
=
L

igif

§

'K

s oy A S b nepy b d Bvad §

|/
;

4




	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos


