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DESCRIPCIÓN

Métodos y agentes para inmunomodulación y métodos para identificar inmunomoduladores

Campo de la invención

La presente descripción se refiere a métodos para regular una respuesta inmune en un individuo. Más 
particularmente, la presente invención se refiere a agentes que se dirigen a NIK y a proteínas que se unen a NIK que 5
participan en la vía canónica de activación de NF-κB, para uso en el tratamiento de un trastorno inmune y a métodos 
para identificar moléculas/agentes que disminuyen la actividad de NIK.

Antecedentes de la invención

La familia de factores de transcripción NF-κB/Rel está activa en la respuesta inflamatoria e inmune celular, en la 
regulación del ciclo celular, la diferenciación y la protección contra la apoptosis [Baeuerle y Baltimore, Cell, 87:13-20, 10
(1996); Ghosh, et al, Annu. Rev. Immunol. 16:225-260, (1998)]. En los mamíferos, esta familia de factores de trans-
cripción está compuesta por cinco miembros: p65 (RelA), RelB, c-Rel, NF-κB1 (que se produce como precursor, 
p105, y en una forma procesada, p50) y NF-κB2 (que se produce como un precursor, p100, y como su producto 
procesado, p52). Los homodímeros y heterodímeros de la proteína NF-κB existen en el citoplasma, formando un 
complejo con inhibidores de la familia IκB. Las formas precursoras de NF-κB1 y NF-κB2 (p105 y p100, respectiva-15
mente) contienen regiones inhibidoras de homólogos de IκB C-terminales. Los dímeros que contienen estas proteí-
nas NF-κB son retenidos en el citoplasma debido a la función de las regiones homólogas a IκB. Además NF-
κB1/p105 y NF-κB2/p100 también se pueden asociar con dímeros de otras proteínas NF-κB y forzar una retención 
citoplasmática sobre ellos. La activación de NF-κB se produce principalmente a través de la degradación inducida de 
las proteínas IκB o de regiones homólogas a IκB en NF-κB1/p105 y NF-κB2/p100, y la consiguiente la translocación 20
de los dímeros de NF-κB al núcleo. La degradación inducida de las proteínas IκB proporciona el mecanismo más 
importante para regular la actividad de NF-κB (Baeuerle y Baltimore, 1996) (Ghosh et al., 1998) (Ghosh y Karin, 
2002).

La mayor parte del conocimiento que se tiene sobre estos procesos se refiere a los mecanismos de activación de un 
dímero de NF-κB ubicuo, p65:p50. El evento decisivo que inicia esta vía “canónica” es la activación de una proteína 25
cinasa que fosforila IκB, IKK2. IKK2 está presente dentro de un complejo macromolecular, el “señalosoma IKK”, 
junto con una cinasa estructuralmente homóloga, IKK1, y una proteína adaptadora, NEMO. La fosforilación mediada 
por IKK2 de IκB conduce a su degradación proteasómica y, por lo tanto, a la activación de sus dímeros de NF-κB 
asociados (Karin y Ben-Neriah, 2000).

Otros estudios han arrojado algo de conocimiento sobre una vía “alternativa” a través de la cual los dímeros de NF-30
κB que contienen NF-κB2/p100 se activan. Esta activación se produce con independencia de IKK2 o NEMO, pero 
depende de IKK1. La fosforilación de p100 después de la activación de esta vía, conduce a un procesamiento pro-
teolítico limitado en el que solo se degrada la región homóloga de IκB dentro de p100. Este proceso permite que el 
fragmento p52 resultante sufra una translocación al núcleo en asociación con algunas otras proteínas NF-κB (princi-
palmente RelB) (Xiao et al., 2001) (Senftleben et al., 2001) (Solan et al., 2002) (Coope et al., 2002) (Claudio et al., 35
2002) (Kayagaki et al., 2002) (Dejardin et al., 2002) (Yilmaz et al., 2003) (Hatada et al., 2003).

Las proteínas de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral/factor de crecimiento nervioso (TNF/NGF) 
son un grupo de receptores de la superficie celular implicados de forma decisiva en el mantenimiento de la homeos-
tasis del sistema inmune. Estas proteínas interaccionan con sus ligandos correspondientes, ya sea para inducir la 
muerte celular o para impulsar la supervivencia celular de las células inmunes. La función biológica de este grupo de 40
proteínas se ha asociado estrechamente con la regulación de la respuesta inmune y la patogénesis de enfermeda-
des autoinmunes. [Zhou et al., Immunol. Res. 26:323-336, (2002)]. Los receptores de TNF controlan múltiples activi-
dades inmunológicas de defensa así como ciertos procesos de desarrollo a través de la activación de NF-κB (Wa-
llach et al., 1999) (Locksley et al., 2001). La mayoría de estos receptores son capaces de activar la vía canónica de 
NF-κB. Además, el receptor de la linfotoxina-β (LTβR), cuya expresión está restringida a las células del estroma y 45
varios receptores que se encuentran en los linfocitos (CD40, BLyS/BAFF y, tal y como se muestra en el presente 
trabajo - CD27), también activan la vía alternativa (Dejardin et al., 2002) (Coope et al., 2002) (Claudio et al., 2002) 
(Kayagaki et al., 2002) (Hatada et al., 2003).

La señalización para la activación de NF-κB a través de varios receptores de la familia de receptores de TNF, se 
inicia por su unión a proteínas adaptadoras de la familia TRAF. En células tratadas con TNF se ha mostrado que los 50
TRAFs facilitan, en colaboración con la proteína adaptadora RIP, la incorporación de los componentes del señalo-
soma en el receptor de TNF p55 (Zhang et al., 2000) (Devin et al., 2000) (Devin et al., 2001). Una proteína adicional 
que participa en la activación de NF-κB a través de la familia de receptores de TNF/NGF fue identificada como una 
“cinasa que induce NF-κB” (NIK), (Malinin et al., 1997).

Inicialmente se sugirió que NIK mediaba en la activación de la vía canónica de NF-κB como respuesta a múltiples 55
inductores con muchas funciones fisiológicas diferentes (Malinin et al., 1997). Sin embargo, estudios posteriores de 
ratones de la cepa aly, que expresan un mutante de NIK no funcional, así como de ratones con el gen NIK desacti-
vado, impugnaron la noción de que NIK tuviera un papel funcional en las actividades de la mayoría de estos inducto-
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res. Sugirieron más bien, que NIK participa selectivamente en la activación de NF-κB a través de un conjunto res-
tringido de ligandos que afectan de manera específica al desarrollo y la función de los linfocitos (Shinkura et al., 
1999) (Yin et al., 2001). Además, basándose en la caracterización de células obtenidas a partir de estos ratones 
mutantes, se sugirió que NIK no participa en absoluto en la vía canónica de NF-κB, sino que sirve exclusivamente 
para activar la vía alternativa (Pomerantz y Baltimore, 2002). Los linfocitos de ratones mutantes para NIK muestran 5
un patrón de diferenciación altamente aberrante (Miyawaki et al., 1994) (Shinkura et al., 1999) (Matsumoto et al., 
1999) (Yamada et al., 2000) (Karrer et al., 2000) (Fagarasan et al., 2000), por lo tanto, el presente trabajo pretende 
evaluar de nuevo la función señalizadora de NIK en los linfocitos.

En la actualidad, la función de NIK en los linfocitos se ha vuelto a evaluar determinando el efecto de su agotamiento 
o inhibición in vitro en células cultivadas de líneas linfoblastoides. Los ensayos que mostraban que NIK no se requie-10
re para la activación de la vía canónica a través de TNF en los linfocitos, se confirmaron. Sin embargo, tal y como se 
detalla a continuación, se observó que NIK desempeñaba un papel crucial en estas células en la activación de la vía 
alternativa, así como de la vía canónica a través de un ligando de CD40 (CD40L) y la inducción de BLyS/BAFF. 
Además, se observó que CD27 (Camerini et al., 1991), un receptor de la familia de TNF/NGF que se expresa princi-
palmente en los linfocitos T y los linfocitos B de memoria y que se había sugerido anteriormente que activaba NF-κB 15
(Yamamoto et al., 1998) en una forma independiente de NIK (Akiba et al., 1998), iniciaba la vía alternativa. Los in-
ventores también descubrieron que NIK se une a SIVA, una proteína asociada con CD27 (Prasad et al., 1997), y 
media en la vía canónica y la vía alternativa de activación de NF-κB, como respuesta a este receptor. Aunque NIK 
no era necesario para la activación del señalosoma a través del receptor de TNF p55, la activación del señalosoma a 
través de CD27 dependía de NIK. Por otra parte, a diferencia de la activación a través del receptor de TNF p55, la 20
activación a través de CD27 inducía, en una manera dependiente de NIK, la incorporación selectiva de IKK1 a este 
receptor, un proceso que podría ser el evento inicial en la activación dependiente de NIK de las dos vías de NF-κB 
por medio de CD27.

La función biológica de miembros de la vía de NF-κB dependiente de NIK se ha asociado estrechamente con la 
regulación de la respuesta inmune y la patogénesis de enfermedades autoinmunes.25

Se ha mostrado de acuerdo con la presente invención que NIK, a diferencia de enseñanzas de la técnica anterior, 
participa en la vía canónica de activación de NF-κB. Además, se ha mostrado que NIK participa en una vía alternati-
va de NF-κB que está inducida por BlyS y CD40L y se ha identificado a CD70 como un nuevo inductor de esta vía 
alternativa.

Por tanto, los presentes hallazgos establecen el papel de NIK en la activación de NF-κB y proporcionan de este 30
modo el impulso para utilizar diversos agentes dirigidos a NIK en el tratamiento de diversas enfermedades inmunes.

Compendio de la invención

La invención se refiere a lo siguiente:

1. Uso de un agente en la preparación de un medicamento para el tratamiento de un trastorno inmune causa-
do o agravado por una activación anormal de NF-κB a través de la vía canónica, en donde dicho agente es un anti-35
cuerpo capaz de unirse a las coordinadas de aminoácidos 123-175 de SIVA1 (SEQ ID NO: 3) o a las coordenadas 
de aminoácidos 58-110 de SIVA2 (SEQ ID NO: 4), una molécula de ARN pequeño de interferencia o una ribozima 
en donde el ARN pequeño de interferencia o la ribozima regula a la baja el gen diana SIVA.

2. Un agente para uso en el tratamiento de un trastorno inmune causado o agravado por una activación anor-
mal de NF-κB a través de la vía canónica, en donde dicho agente es un anticuerpo capaz de unirse a las coordina-40
das de aminoácidos 123-175 de SIVA1 (SEQ ID NO: 3) o a las coordenadas de aminoácidos 58-110 de SIVA2 (SEQ 
ID NO: 4), una molécula de ARN pequeño de interferencia o una ribozima en donde el ARN pequeño de interferencia 
o la ribozima regula a la baja el gen diana SIVA.

3. El uso del apartado 1 o el agente para uso según el apartado 2, en donde dicho trastorno inmune se selec-
ciona entre el grupo que consiste en mieloma múltiple (MM), síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), sín-45
drome de Sjogren (SS), leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (LLC-B), lupus eritematoso sistémico, enfermedad 
de colon inflamatorio, síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), síndrome de disfunción multiorgánica 
(SDMO) y síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA).

4. Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse específicamente a una región de una secuen-
cia de aminoácidos indicada por las coordinadas 123-175 de SEQ ID NO: 3.50

5. Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse específicamente a una región de una secuen-
cia de aminoácidos indicada por las coordinadas 58-110 de SEQ ID NO: 4.

6. Un método in vitro para identificar un modulador inmune putativo, comprendiendo el método identificar una 
molécula capaz de incrementar o disminuir la formación del complejo NIK-SIVA, siendo dicha molécula el modulador 
inmune putativo.55
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7. Un método in vitro para escrutar moléculas capaces de disminuir la actividad de NIK que comprende poner 
en contacto una célula con un ligando de un miembro de la familia de receptores de TNF/NGF seleccionado entre 
CD70, CD40L o Blys/BAFF capaz de inducir la vía canónica y alternativa dependiente de NIK de NF-κB, incubar la 
célula antes, durante o después de dicha puesta en contacto con moléculas sometidas a ensayo individuales, detec-
tar la activación de la vía canónica de NF-κB en la célula y seleccionar molécula/s individuales capaces de disminuir 5
la inducción de la vía canónica de NF-κB a través de dicho ligando.

8. El método del apartado 7, en donde las células son de tipo linfoblastoide.

9. El método del apartado 7, en donde la/s moléculas seleccionadas son capaces de disminuir la inducción de 
la vía canónica inducida a través de dicho ligando pero no a través de cualquier otro ligando capaz de inducir la vía 
canónica de NF-κB en una manera independiente de NIK.10

10. El método del apartado 8 o 9, en donde la célula se selecciona a partir de células Ramos, Raji y BJAB.

11. El método del apartado 9, en donde el ligando capaz de inducir la vía canónica de NF-κB en una manera 
independiente de NIK, es TNF.

12. El método según uno cualquiera de los apartados 7 a 11, en donde la activación de la vía canónica de NF-
κB se detecta controlando parámetros seleccionados entre degradación de IκB, fosforilación de IκBα y translocación 15
de p65.

La descripción se refiere además al uso de un agente capaz de aumentar o disminuir la formación de complejos NIK-
SIVA, en la preparación de un medicamento para el tratamiento de un trastorno inmune. Más específicamente, dicho 
trastorno inmune se caracteriza por una función o nivel anormal de al menos una proteína seleccionada entre el 
grupo que consiste en BlyS/BAFF, CD27, SIVA y NIK. Ejemplos de trastornos inmunes de acuerdo con la invención 20
son mieloma múltiple (MM), síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), síndrome de Sjogren (SS), leucemia 
linfocítica crónica de linfocitos B (LLC-B), lupus eritematoso sistémico, enfermedad de colon inflamatorio, síndrome 
de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), síndrome de disfunción multiorgánica (SDMO) y síndrome de dificultad 
respiratoria aguda (SDRA).

En un aspecto, la descripción proporciona el uso de un agente capaz de incrementar o disminuir la regulación de 25
CD27 dependiente de NIK en la preparación de un medicamento para tratar un trastorno inmune. Particularmente, la 
descripción proporciona el uso de un agente tal como un anticuerpo capaz de unirse a NIK, p. ej., un anticuerpo 
dirigido contra el bucle de activación de NIK fosforilado, o una molécula pequeña de ARN de interferencia, p. ej., la 
que se indica en SEQ ID NO: 15, o una ribozima, para disminuir la regulación de CD27 dependiente de NIK.

En otro aspecto, la descripción proporciona el uso de un agente capaz de incrementar o disminuir la actividad de NIK 30
en la preparación de un medicamento para tratar un trastorno inmune causado o agravado por la activación anormal 
de NF-κB a través de la vía canónica. Particularmente, la descripción proporciona el uso de un agente tal como un 
anticuerpo capaz de unirse a NIK, p. ej., un anticuerpo dirigido contra el bucle de activación de NIK fosforilado, o una 
molécula pequeña de ARN de interferencia, p. ej., la que se indica en SEQ ID NO: 15, o una ribozima, para disminuir 
la regulación de CD27 dependiente de NIK. Más específicamente, dicha activación anormal de NF-κB puede estar 35
causada por inducción de CD40L, Blys, CD70 y/o la activación del receptor de los mismos.

Además, la descripción proporciona un método para tratar un trastorno inmune que comprende administrar a un 
individuo que tiene el trastorno inmune una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de aumentar o 
disminuir la formación de complejo SIVA dependiente de NIK, tratando de este modo el trastorno inmune en el indi-
viduo. En particular, dicho trastorno inmune se caracteriza por una función o un nivel anormal de al menos una pro-40
teína seleccionada entre el grupo que consiste en BlyS/BAFF, CD27, SIVA y NIK. Más específicamente, el método 
de acuerdo con la invención se puede utilizar para tratar el mieloma múltiple (MM), síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA), síndrome de Sjogren (SS), leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (LLC-B), lupus eritematoso 
sistémico, enfermedad de colon inflamatorio, síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), síndrome de 
disfunción multiorgánica (SDMO) y síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA). En una realización de la des-45
cripción, la administración del agente que modula la interacción entre NIK-SIVA se puede efectuar expresando dicho 
agente dentro de células de dicho individuo, tales como linfocitos.

También la descripción se refiere a un método para tratar un trastorno inmune que comprende administrar a un indi-
viduo que padece el trastorno inmune, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de disminuir o 
incrementar la regulación de CD27 dependiente de NIK, tratando de este modo el trastorno inmune en el individuo. 50
Particularmente, la administración se puede efectuar expresando dicho agente dentro de células de dicho individuo, 
tales como linfocitos.

En una realización adicional, la descripción se refiere a un método para tratar un trastorno inmune causado o agra-
vado por una activación anormal de NF-κB a través de la vía canónica, que comprende administrar a un individuo 
que padece el trastorno, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de disminuir o incrementar la 55
actividad de NIK. Particularmente en el contexto de la presente invención, la activación anormal de NF-κB puede 
estar causada por la inducción de CD40L, CD70 o Blys y/o la activación del receptor de los mismos. En una realiza-
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ción particular de la descripción, el método implica el uso de un agente capaz de disminuir la actividad de NIK, por 
ejemplo, un anticuerpo dirigido contra el bucle de activación de NIK fosforilado, una molécula pequeña de ARN de 
interferencia, tal como la de SEQ ID NO: 15, o una ribozima.

La descripción proporciona también, un polinucleótido aislado que comprende una secuencia de ácido nucleico ca-
paz de regular a la baja específicamente la expresión de NIK en las células, provista a las mismas como una molé-5
cula pequeña de ARN de interferencia, tal como la de SEQ ID NO: 15, una estructura artificial que comprende tal 
polinucleótido y una célula que comprende la estructura artificial de ácido nucleico.

En otra realización, la descripción proporciona un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse específi-
camente a una región de una secuencia de aminoácidos indicada por las coordenadas 624-947 de SEQ ID NO: 2, 
123-175 de SEQ ID NO: 3 y/o 58-110 de SEQ ID NO: 410

Además, la invención proporciona un método para identificar un modulador inmune putativo, en donde el método 
comprende identificar una molécula capaz de aumentar o disminuir la formación del complejo NIK-SIVA, siendo 
dicha molécula el modulador inmune putativo.

La descripción también proporciona un método para identificar un modulador inmune putativo, en donde el método 
comprende identificar una molécula capaz de aumentar o disminuir la regulación de CD27 dependiente de NIK, 15
siendo dicha molécula el modulador inmune putativo.

Además, la invención proporciona un método para el escrutinio (o identificación y/o selección) de moléculas capaces 
de disminuir la actividad de NIK que comprende poner en contacto una célula con un ligando de una familia de re-
ceptores de TNF/NGF, seleccionado entre CD70, CD40L o Blys/BAFF, capaz de inducir la vía canónica y alternativa 
dependiente de NIK en la célula, incubar la célula antes, después o durante dicha puesta en contacto con moléculas 20
sometidas a ensayo individuales, detectar la activación de la vía canónica en la célula y seleccionar molécula/s indi-
viduales capaces de modular la inducción de la vía canónica inducida por dicho ligando.

En un aspecto, la invención proporciona un método para el escrutinio (identificación y/o selección) de moléculas 
capaces de disminuir la actividad de NIK que comprende poner en contacto una célula linfoblastoide con un ligando 
de una familia de receptores de TNF/NGF seleccionado entre CD70, CD40L o Blys/BAFF, capaz de activar NIK y la 25
vía canónica en la célula, incubar la célula antes, después o durante dicha puesta en contacto, con moléculas some-
tidas a ensayo individuales, detectar la activación de la vía canónica y seleccionar molécula/s individuales capaces 
de modular la inducción de la vía canónica inducida por dicho ligando, pero no por cualquier otro ligando capaz de 
inducir la vía canónica de una manera independiente de NIK.

En una realización de la invención, el ligando utilizado para el método de escrutinio se selecciona entre CD70, 30
CD40L o Blys/BAFF.

En otra realización de la invención, las células para el método de escrutinio son de tipo linfoblastoide tal como, por 
ejemplo, células Ramos, Raji o BJAB.

En una realización adicional de la invención, la activación de la vía canónica se detecta en el método de escrutinio 
mediante el control de parámetros indicativos de la activación de la vía canónica, tales como la degradación de IκB, 35
la fosforilación de IκBα y la translocación de p65.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en este documento tienen el 
mismo significado que el que entiende comúnmente un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta in-
vención. Aunque se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente 
documento en la puesta en práctica o el ensayo de la presente invención, a continuación se describen métodos y 40
materiales adecuados. En caso de conflicto, dominará la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las definicio-
nes. Además, los materiales, los métodos y los ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Breve descripción de los dibujos

La invención se describe en esta memoria solamente a modo de ejemplo, haciendo referencia a los dibujos que se 
acompañan. Haciendo ahora referencia específica a los dibujos en particular, se hace hincapié en que los datos que 45
se muestran son únicamente a modo de ejemplo y con fines de una exposición ilustrativa de las realizaciones prefe-
ridas de la presente invención, y se presentan para proporcionar lo que se cree que es la descripción más útil y fá-
cilmente entendible de los principios y aspectos conceptuales de la invención. En este sentido, no se hace ningún 
intento de mostrar detalles estructurales de la invención con más detalle del necesario para una comprensión esen-
cial de la invención, en donde la descripción junto con los dibujos muestra a los expertos en la técnica cómo las 50
diversas formas de la invención se pueden plasmar en la práctica.

En los dibujos:

Las Figs. 1a-e ilustran la unión de NIK a SIVA.

Figura 1a ilustra los ensayos en dos híbridos de levadura de la unión de NIK a SIVA. La unión de NIK y su mutante 
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en el extremo C-terminal (NIK 624-947) con la parte C-terminal de SIVA (aminoácidos 123-175 en SIVA1 o 58-110 
en SIVA2) o TRAF2, se evaluó utilizando levadura SFY526 transformada. El desarrollo de una reacción con color 
fuerte al cabo de 1 hora y 3 horas se indica como “++” y “+”, respectivamente; "-" indica que no hay formación de 
color en 24 h. Este ensayo muestra que el fragmento C-terminal de SIVA se une a la parte C-terminal de NIK y esta 
unión es más fuerte que la observada con la proteína NIK de longitud completa.5

El panel superior de la Figura 1b es una tabla que representa el patrón de transfección de células HEK293T con 
plásmidos que expresan myc-NIK, HIS-SIVA1, HIS-SIVA2 o myc-aly NIK. "+" Indica que el plásmido correspondiente 
se utilizó para la transfección, de lo contrario se indica “-“.

El panel central de la Figura 1b representa una coinmunoprecipitación de NIK (o de NIK en el que se había introdu-
cido una mutación de sentido erróneo correspondiente a la encontrada en ratones aly) con SIVA utilizando anticuer-10
pos contra HIS fusionada a SIVA1 y SIVA2. La coinmunoprecipitación se evaluó a las 24 h.

El panel inferior de la Figura 1b es un análisis de transferencia Western del lisado celular total con anticuerpos co-
ntra el marcador myc fusionado con NIK y con aly NIK.

El panel superior de la Figura 1c es una tabla que representa el patrón de transfección de células HEK293T con 
plásmidos que expresan HIS-SIVA1, HIS-SIVA2 myc-NIK, o myc-aly NIK. “+” Indica que el plásmido correspondiente 15
se utilizó para la transfección, de lo contrario se indica “-”.

El panel central de la Figura 1c es una coinmunoprecipitación de SIVA con NIK procedente de células HEK293T 
transfectadas transitoriamente, utilizando anticuerpos contra myc fusionado con NIK y aly NIK, la coinmunoprecipita-
ción se evaluó a las 24 h. El panel inferior de la Figura 1c es un análisis de transferencia Western del lisado celular 
total con anticuerpos contra el marcador HIS fusionados con SIVA1 y SIVA2. Las Figuras 1b y 1c muestran que NIK20
coinmunoprecipita bidireccionalmente con SIVA1 y SIVA2 y “aly NIK” coinmunoprecipita con SIVA1 y, en menor 
medida, también con SIVA2.

El panel superior de la Figura 1d es una tabla que representa el patrón de transfección de células HEK293T con 
plásmidos que expresan myc-NIK, HIS-hlKK1, pEGFP, pcHIS-SIVA1 o pcHIS-SIVA2. "+" Indica que el plásmido 
correspondiente se utilizó para la transfección, de lo contrario se indica “-”.25

El panel inferior de la Figura 1d es un análisis de transferencia Western del lisado celular total usando anticuerpos 
contra el marcador myc fusionado con NIK. Esta figura muestra que la cantidad de NIK en las células transfectadas 
se incrementa por la coexpresión con SIVA1 o SIVA2. La Figura 1e es un gráfico de barras que ilustra la mejora de 
la activación de NF-κB mediada por NIK a través de SIVA coexpresado. El efecto de la hiperexpresión de NIK o de 
aly NIK, solo o junto con SIVA1 o SIVA2, sobre la expresión con VIH-luciferasa en células HEK293T, se evaluó 24 30
horas después de la transfección. Los valores son las medias obtenidas en dos experimentos en los que se cada 
prueba se llevó a cabo por triplicado. El gráfico muestra que SIVA es capaz de afectar a la función de NIK.

Las Figs. 2a-h ilustran la inducción tanto de la vía canónica como de la alternativa en linfocitos a través de CD70 
(ligando de CD27) y el efecto de la falta de NIK sobre esta inducción.

La Figura 2a es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de en el citoplasma de PBMC 35
en reposo después de la aplicación de CD70 y niveles de p52 y RelB en el núcleo de PBMC en reposo después del 
tratamiento con CD70. Esta figura muestra una disminución rápida de IκBα, así como la translocación de NF-
κB2/p52 (p52) y RelB a los núcleos.

La Figura 2b es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα en el citoplasma de 
PBMCs estimuladas y niveles de p100, p52 y RelB en el núcleo de PBMCs estimuladas después del tratamiento con 40
CD70. Esta figura muestra una rápida disminución de IκBα. 

La Figura 2c es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα en el citoplasma de 
células Raji y niveles de p100, p52, RelB y p65 en el núcleo de células Raji después del tratamiento con CD70. Esta 
figura muestra la degradación de IκBα, así como la translocación nuclear de RelB y NF-κB2/p52.

La Figura 2d es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de niveles de p100 y de p52 en el 45
citoplasma de células Ramos normales y NIK(MENOS) y niveles de p100, p52 y RelB en el núcleo de estas células 
después del tratamiento con CD70. Esta figura muestra la inducción de una translocación nuclear de RelB y NF-
κB2/p52 en células Ramos normales, así como una translocación nuclear retardada de p100 en células Ramos 
NIK(MENOS). La Figura 2e es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα en el cito-
plasma de células Ramos normales y NIK(MENOS) y niveles de p65 en el núcleo de estas células después del trata-50
miento con CD70. Esta figura muestra la degradación de IκBα, así como una translocación nuclear de p65 en las 
células Ramos normales.

La Figura 2f muestra la inhibición de la síntesis de NIK por la expresión ARNsi de NIK.

El panel superior de la Figura 2f representa un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de nive-
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les de NIK en células HEK293 que expresan transitoriamente NIK marcado con myc y cotransfectadas con pSUPER-
NIK en proporciones de 1:1, 1:2, 1:3 y 1:5. Esta figura muestra que NIK está inhibido de manera eficaz.

El panel central de la Figura 2f representa un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de nive-
les de NIK en células Ramos que expresan constitutivamente lentiviral-pSUPER-NIK (células NIK(MENOS)) en compa-
ración con células Ramos transducidas con lentiviral-GFP como testigo. Esta figura muestra que NIK está inhibido 5
de manera eficaz.

El panel inferior de la Figura 2f muestra un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de NIK 
en células Ramos NIK(MENOS) en las que se restablecido la expresión de NIK expresando constitutivamente NIK mar-
cado con myc. Esta figura muestra que se restableció la expresión de NIK.

La Figura 2g es un gráfico de barras que muestra la activación de la proteína cinasa C (PKC) inducida con CD70 en 10
células Ramos normales (barras negras) y células Ramos NIK(MENOS) (barras blancas). La activación de PKC se 
realizó en un lisado celular usando el sistema de ensayo de PKC Signatect en varios momentos (0, 15 y 30 minutos) 
después de la aplicación de CD70 a las células. Las barras representan la media de las pruebas por triplicado. Los 
niveles de CD27 en células Ramos normales y NIK(MENOS) se muestran en el recuadro. Esta figura muestra que las 
células Ramos NIK(MENOS) expresan CD27 con niveles comparables a los de las células Ramos normales y manifies-15
tan una medida normal de activación con proteína cinasa C (PKC) después de la activación con CD27. La Figura 2h 
es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα en el citoplasma de células Ramos 
NIK(MENOS) reconstituidas y niveles de p52 en el núcleo de estas células. Esta figura muestra que estas células recu-
peran la capacidad de responder a CD70 tanto con un aumento de p52 nuclear como con una disminución transitoria 
de IκBα.20

Las Figs. 3a-i muestran la inducción de la vía tanto la canónica como alternativa de NF-κB a través de CD40L, 
BLyS/BAFF, TNF, tapsigargina o PMA y el efecto de la carencia de NIK sobre esta inducción.

La Figura 3a es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de niveles de p100, p52 y RelB en 
el núcleo de células Ramos normales y NIK(MENOS) después del tratamiento con CD40L. Esta figura muestra una 
inducción de la translocación nuclear de p100, p52 y RelB en las células Ramos normales.25

La Figura 3b es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα en el citoplasma de 
células Ramos normales y NIK(MENOS) y niveles de p65 en el núcleo de estas células después del tratamiento con 
CD40L. Esta figura muestra una rápida inducción de la translocación nuclear de p65 asociada con una disminución 
de IκBα en las células Ramos normales.

La Figura 3c es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de niveles de p100, p52 y RelB en 30
el núcleo de células Ramos normales y NIK(MENOS) después del tratamiento con BLyS. Esta figura muestra una in-
ducción de la translocación nuclear de p52 y RelB en células Ramos normales.

La Figura 3d es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα fosforilada en el cito-
plasma de células Ramos normales y NIK(MENOS) y niveles de p65 en el núcleo de estas células después del trata-
miento con BLyS. La figura muestra una rápida translocación nuclear de p65 asociada con la fosforilación de IκBα 35
con ningún cambio visible en sus niveles celulares en las células Ramos normales.

La Figura 3e es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de niveles de p100, NS, p52 y RelB 
en el núcleo de células Ramos normales y NIK(MENOS) después del tratamiento con TNF. Esta figura muestra una 
inducción de la translocación nuclear de p100 y RelB pero solo un ligero aumento de p52 nuclear en las células 
Ramos normales y una translocación nuclear de p100 y RelB en las células Ramos NIK(MENOS).40

La Figura 3f es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de niveles de IκBα en el citoplasma 
de células Ramos normales y NIK

(MENOS)
y niveles de p65 en el núcleo de estas células después del tratamiento con 

TNF. La figura muestra la inducción de la degradación de IκBα y la translocación nuclear de p65 en las células Ra-
mos normales y NIK(MENOS. 

La Figura 3g es un análisis por inmunoprecipitación con RelB de diversas proteínas NF-κB procedentes de extractos 45
nucleares de las células Ramos, 15 minutos y 4 horas después de la aplicación de TNF o CD70 a las células. Se 
detectaron niveles de p100, NS y p52 mediante transferencia Western. Esta figura muestra que CD70 potencia la 
acumulación nuclear de RelB:p52 y RelB:p100 mientras que TNF induce el aumento de los niveles nucleares solo de 
RelB:p100

La Figura 3h es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar niveles de IκBα en el citoplasma de 50
células Ramos normales y NIK(MENOS) como respuesta a tapsigargina o 4β-forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). Esta 
figura muestra que el agotamiento de NIK no tiene ningún efecto sobre la degradación de IκBα.

La Figura 3i es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de niveles basales de p100, p52, 
p65, RelB, c-Rel e IκBα en células Ramos normales y NIK(MENOS). Esta figura muestra una marcada reducción de p52 
basal y una disminución significativa de RelB y c-RelB, así como una cierta reducción de p100 e IκBα en células 55
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Ramos NIK(MENOS) en comparación con las células Ramos normales.

Las Figs. 4a-d muestran que la inducción de la degradación de IκBα a través de CD40L y BLyS, y no con TNF, está 
bloqueada por anticuerpos α-pNIK contra el bucle de activación fosforilado.

La Figura 4a es un autorradiograma de la proteína fosforilada en comparación con un análisis de transferencia Wes-
tern de los niveles de NIK en las mismas muestras. La autofosforilación de myc-NIK inmunoprecipitaba desde célu-5
las HEK293T transfectadas transitoriamente, en presencia de 0 µg, 0,5 µg, 1,0 µg y 2 µg de anticuerpos α-pNIK o 
con 2 µg de IgG testigo. Esta figura muestra que α-pNIK bloquea eficazmente la función cinasa in vitro de NIK. La 
Figura 4b muestra la introducción de anticuerpos en células Ramos utilizando un reactivo de transfección de proteí-
nas

La Figura 4b es una fotografía de la absorción de inmunoglobulina marcada con FITC en células Ramos, determina-10
da por microscopía de fluorescencia en diversos momentos (0, 1, 4 y 8 horas) después de la transfección. Esta figu-
ra muestra que el tratamiento de células Ramos con un kit de transfección de proteínas permite una introducción 
eficaz, aunque transitoria, de inmunoglobulinas en las células.

La Figura 4c es un análisis de transferencia Western diseñado para la detección de la degradación de IκBα inducida 
por CD70, CD40L o TNF en células Ramos con anticuerpo α-pNIK. Esta figura muestra que el anticuerpo α-pNIK 15
bloquea eficazmente la inducción de la degradación de IκBα a través de CD70 o CD40L.

La Figura 4d es un análisis de transferencia Western diseñado para detectar la degradación de IκBα a través de 
CD40L en células BJAB con anticuerpo α-pNIK. Esta figura muestra que CD40L induce la degradación de IκBα en 
estas células y esta inducción se reduce significativamente en presencia de anticuerpos α-pNIK.

Las Figs. 5a-d muestran el efecto de CD70 o TNF sobre la incorporación del señalosoma IKK y la activación del 20
mismo en células Ramos normales y NIK(MENOS).

La Figura 5a (panel superior) es un análisis cinético de la actividad de fosforilación de IκBα in vitro del señalosoma 
IKK en células Ramos, aisladas por inmunoprecipitación utilizando anticuerpos de IKK1, en comparación con un 
análisis de transferencia Western (panel inferior) diseñado para detectar niveles celulares de IκBα, en los momentos 
indicados (0, 15 minutos o 4 horas) después de la aplicación de CD70 o TNF a células Ramos normales y 25
NIK(MENOS). Esta figura muestra que tanto TNF como CD70 mejoran la función cinasa in vitro del señalosoma IKK en 
células Ramos normales. En células Ramos carentes de NIK, la activación inducida por CD70 del señalosoma esta-
ba bloqueada y no había fosforilación in vitro de IκB, mientras que la activación inducida con TNF del señalosoma no 
se vio afectada en absoluto.

La Figura 5b muestra la autofosforilación de las IKKα y la fosforilación de NEMO en la prueba de cinasa in vitro del 30
señalosoma IKK, aislado 15 minutos después de la aplicación de CD70 o TNF a células Ramos normales y 
NIK(MENOS). Esta figura muestra que tanto TNF como CD70 mejoran la autofosforilación de las IKKs y la fosforilación 
de NEMO en células Ramos normales. El efecto de CD70 sobre el señalosoma se anula en las células Ramos 
NIK(MENOS).

La Figura 5c muestra la incorporación de IKK1, IKK2 y NEMO a través de la inducción con CD70 o TNF en células 35
Ramos normales y NIK(MENOS). El panel superior de la Figura 5c muestra la actividad de fosforilación de IκBα in vitro 
y la presencia de los componentes del señalosoma IKK en los complejos del receptor asociados con CD27 (izquier-
da) y el receptor de TNF p55 (derecha) aislados a partir de células Ramos normales y NIK(MENOS) antes y después de 
la estimulación con CD70 o TNF durante 15 min.

El panel inferior de la Figura 5c muestra la actividad de fosforilación de IκBα in vitro y el análisis de transferencia 40
Western diseñado para detectar los señalosomas IKK aislados a partir de células Ramos en los mismos momentos 
que se aislaron los complejos de receptores. Las cantidades de IKK1 introducidas en los ensayos de cinasa se co-
rrespondían a las que se muestran en esta figura. Esta figura muestra que TNF induce la incorporación de los tres 
componentes del señalosoma (IKK1, IKK2 y NEMO), en aproximadamente la misma proporción que la que se en-
cuentra en el complejo que forman en el citoplasma, tanto en células Ramos normales como NIK(MENOS). CD70 indu-45
ce la incorporación solo de IKK1 en las células Ramos normales.

La Figura 5d muestra una actividad de fosforilación in vitro de IκBα y un análisis de transferencia Western diseñado 
para detectar la presencia de componentes del señalosoma IKK en los complejos de receptores asociados con 
CD27 y preparaciones de señalosoma aisladas a partir de PBMC en reposo antes y después de la estimulación con 
CD70 durante 15 min. Esta figura muestra que CD70 induce la incorporación selectiva de IKK1.50

Las Figs. 6 a-d muestran que CD70 induce la incorporación del señalosoma IKK seguida por una incorporación se-
lectiva de IKK1 a CD27 de una manera que depende de la función cinasa de NIK, así como la incorporación de NIK 
independientemente de su función cinasa.

La Figura 6a muestra un análisis cinético de la incorporación de TRAF2 y RIP, los componentes del señalosoma IKK 
(IKK1, IKK2 y NEMO), los componentes del complejo canónico de NF-κB (IκBα, p65 y p50), y p100 a los complejos 55
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del receptor de CD27 y TNF p55 en células Ramos en varios momentos después de la aplicación de CD70 o de 
TNF, en comparación con la composición del señalosoma IKK citoplásmico (aislado, antes de la estimulación, me-
diante el uso de un anticuerpo para NEMO; derecha), y con los niveles celulares de IκBα (abajo).

Las Figuras 6b, 6c muestran actividad de fosforilación de IκB in vitro y la presencia de componentes del señalosoma 
IKK en los complejos de receptores y señalosomas citoplasmáticos. La Figura 6b muestra complejos de CD27 y 5
preparaciones de señalosomas aisladas a partir de PBMC en reposo antes de la estimulación, y después de la esti-
mulación con CD27 durante 20 min.

La Figura 6c muestra los complejos de receptores asociados con CD27 (izquierda) y el receptor de TNF p55 (dere-
cha) aislados a partir de células Ramos testigo y NIK-, antes de la estimulación y después de la estimulación con 
CD70 o TNF durante 20 min.10

La Figura 6d muestra la comparación de las cinéticas de incorporación de NIK e IKK1 a los complejos de receptores 
de CD27 y TNF p55 en varios momentos después de la aplicación de CD70 o TNF a células NIK- restablecidas con 
tipo silvestre o un mutante de NIK enzimáticamente inactivo (KD-NIK).

La Fig. 7 muestra un modelo especulativo de los mecanismos que inician la activación de NF-κB a través de TNF 
(panel izquierdo) y CD70 (panel derecho). La figura presenta un resumen de los eventos moleculares que conducen 15
desde la activación del receptor de TNF p55 a través de TNF (izquierda) y del receptor CD27 a través de CD70 (de-
recha), a la activación de NF-κB. TNF induce la incorporación independiente de NIK, de los tres componentes princi-
pales del señalosoma a su receptor de una manera que depende de la interacción de estos componentes con 
TRAFs y RIP. Esta incorporación inicia solo la vía canónica. CD70 induce la incorporación y la ubicuitinación masiva 
de TRAF2, pero no de RIP. También induce la incorporación de NIK y, de una manera que depende de la función 20
cinasa de NIK, induce también la incorporación primero de todo el señalosoma y luego solo de IKK a CD27. La in-
corporación de todo el señalosoma a este receptor y la consiguiente activación de IKK1 en el mismo a través de NIK, 
podría ser el mecanismo para la iniciación a través de este receptor de la vía canónica, y la posterior incorporación 
de IKK1 podría ser el mecanismo para la iniciación, a través de tal receptor de la vía alternativa. Las líneas disconti-
nuas representan la inducción de p100 y RelB después de la activación de la vía canónica a través de TNF y CD70 y 25
la consiguiente translocación del complejo p100:RelB al núcleo.

Descripción de las realizaciones preferidas

La presente descripción se refiere al uso de agentes capaces de aumentar o disminuir la actividad de NIK en trastor-
nos inmunes causados o agravados por una activación anormal de NF-κB a través de la vía canónica. En otro as-
pecto, la descripción se refiere al uso de un agente capaz de aumentar o disminuir la formación del complejo NIK-30
SIVA en el tratamiento de trastornos inmunes.

La presente descripción se refiere también a métodos para el escrutinio (identificación y/o selección) de moléculas 
capaces de modular (aumentando o disminuyendo) la actividad de NIK, y a las moléculas que se pueden obtener a 
través de los métodos de la misma.

Los principios y el funcionamiento de la presente invención se pueden entender mejor haciendo referencia a los 35
dibujos y a las descripciones adjuntas.

La familia de factores de transcripción de NF-κB está asociada con un gran número de funciones biológicas inclu-
yendo la respuesta celular inflamatoria e inmune, la regulación del ciclo celular, la diferenciación y la protección de la 
apoptosis [Baeuerle y Baltimore, Cell, 87:13-20, (1996); Ghosh, et al., Annu. Rev. Immunol. 16:225-260, (1998)]. La 
mayoría de estas actividades se han conocido a partir de estudios de la función de NF-κB en la regulación de la 40
supervivencia y la activación de linfocitos.

Está bien demostrado que la activación controlada de NF-κB es esencial para las respuestas inmunes innatas y 
adaptativas normales, y que una regulación anormal del señalosoma de NF-κB en linfocitos, tiene como resultado el 
desarrollo de enfermedades que van desde la inflamación crónica y la autoinmunidad hasta el linfoma [Ruland, y 
Mak, Semin. Immunol. 3:177-83, (2003)]. Por lo tanto, la detención de las señales de NF-κB mediante el bloqueo de 45
las interacciones ligando-receptor permite una supresión eficaz de las actividades de señalización que están asocia-
das con la activación y el crecimiento de linfocitos T y B, la inflamación, la proliferación de fibroblastos y la muerte 
celular. Por lo tanto, la regulación de las actividades de NF-κB se puede probar que es beneficiosa para el tratamien-
to de diversos trastornos, que están asociados con las actividades de señalización celular descritas anteriormente.

La activación de NF-κB es el resultado de la activación de al menos una de las dos vías paralelas de señalización, 50
denominadas canónica y alternativa, que se han descrito con detalle en la sección anterior de la Técnica anterior.

Uno de los elementos clave en la activación de NF-κB es la cinasa que induce NF-κB (NIK). Aunque esta proteína ha 
estado implicada inicialmente en la activación de la vía canónica de NF-ΚB como respuesta a múltiples agentes 
inductores [N. L. Malinin, M. P. Boldin, A. V. Kovalenko, D. Wallach, Nature 385, 540-4 (1997); H. Akiba et al., J. Biol. 
Chem. 273, 13353-8 (1998)], estos estudios de la técnica anterior a los que se hace referencia, se basan en la capa-55
cidad de mutantes de NIK hiperexpresados para bloquear la señalización, un enfoque que ahora se considera poco 

E04799393
05-06-2014ES 2 469 670 T3

 



10

fiable como es evidente por el hecho de que el mismo enfoque experimental proporcionaba una evidencia de que 
NIK actúa en la activación de TNF de la vía canónica, un hallazgo que desde entonces se ha considerado incorrecto 
[L. Yin et al., Science 291, 2162-5. (2001)]. 

Por lo tanto, los estudios más recientes refutan las primeras conclusiones y proporcionan pruebas abrumadoras de 
que NIK no participa en la activación de la vía canónica y que los estudios que sugerían que NIK participa en la 5
señalización de CD27 eran erróneos [S. Ghosh, M. Karin, Cell 109 Supl, pág. 81-96 (abril, 2002); E. Dejardin et al., 
Immunity 17, 525-35 (oct, 2002) y J. L. Pomerantz, D. Baltimore, Mol Cell 10, 693-5 (oct, 2002).

Por lo tanto, aunque la inhibición de NIK se ha sugerido como un posible enfoque de agente terapéutico en el trata-
miento del síndrome de respuesta inflamatoria sistémica, es muy poco probable que agentes inhibidores de NIK se 
utilicen como fármacos eficaces, en enfermedades que están causadas o agravadas por la activación de NF-κB a 10
través de la vía canónica, ya que en la actualidad la comunidad científica duda claramente del papel de NIK en la 
activación de la vía canónica.

De acuerdo con la presente invención, se ha establecido que NIK, en contraste con las enseñanzas de la técnica 
anterior, participa en la vía de activación canónica de NF-κB. Además, se ha encontrado que NIK también participa 
en la activación de la vía alternativa de NF-κB a través de la señalización de CD70/CD27.15

Los presentes hallazgos establecen un papel para NIK en la activación de NF-κB y por lo tanto proporcionan el moti-
vo para utilizar diversos agentes dirigidos a NIK en el tratamiento de diversas enfermedades inmunes, que están 
causadas o agravadas por la activación de NF-κB.

Tal y como se ilustra en la sección de Ejemplos a continuación, los presentes inventores han establecido que NIK 
tiene un papel crucial en la activación de la vía alternativa, así como de la vía canónica a través del ligando de CD40 20
(CD40L), BLyS/BAFF y CD27. Además, se encontró que NIK se une a SIVA, una proteína asociada con CD27 (Pra-
sad et al., 1997), y de este modo media en las vías de activación tanto canónica como alternativa de NF-κB como 
respuesta a este receptor. Aunque NIK no se requería para la activación del señalosoma a través del receptor de 
TNF p55, la activación del señalosoma con CD27 dependía de NIK. Por otra parte, a diferencia de la activación a 
través del receptor de TNF p55, la activación con CD27, en una manera dependiente de NIK, inducía la incorpora-25
ción selectiva de IKK1 a este receptor, un proceso que podría ser el evento inicial en la activación dependiente de 
NIK de ambas vías de NF-κB a través de CD27.

La explicación de las vías alternativa y canónica que activan NF-κB, que es posible con el presente estudio (véase la 
Figura 6), permite el diseño de terapias refinadas destinadas a bloquear específicamente los efectos nocivos de una 
actividad no regulada de los transductores y efectores de estas vías.30

Por lo tanto, la presente invención proporciona un segundo uso médico para el tratamiento de un trastorno inmune 
en un individuo, tal y como se define en las reivindicaciones.

Tal y como se utiliza en esta memoria, la expresión "trastorno inmune" se refiere a un trastorno asociado con una 
respuesta inmune insuficiente o excesiva, específica de antígeno o no específica de antígeno (es decir, innata), en la 
que hay una actividad anormal de al menos una proteína (descrita adicionalmente más adelante) que participa en 35
una señalización de NF-κB dependiente de NIK (es decir, las vías canónica y alternativa, como se ilustra en la Figura 
6). Ejemplos de tales trastornos incluyen, pero no se limitan a, mieloma múltiple (MM), síndrome de inmunodeficien-
cia adquirida (SIDA), síndrome de Sjogren (SS), leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (LLC-B), lupus eritemato-
so sistémico, enfermedad de colon inflamatorio, síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), síndrome de 
disfunción multiorgánica (SDMO) y síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), enfermedad de Addison, aler-40
gias, espondilitis anquilosante, amiloidosis, anemia, asma, aterosclerosis, anemia hemolítica autoinmune, tiroiditis 
autoinmune, bronquitis, colecistitis, dermatitis de contacto, enfermedad de Crohn, dermatitis atópica, dermatomiosi-
tis, diabetes mellitus, enfisema, eritema nudoso, gastritis atrófica, glomerulonefritis, síndrome de Goodpasture, gota, 
enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, hipereosinofilia, síndrome de intestino irritable, esclerosis múltiple, 
miastenia gravis, inflamación del miocardio o pericardio, osteoartritis, osteoporosis, pancreatitis, polimiositis, artritis 45
reumatoide, esclerodermia, anafilaxia sistémica, esclerosis sistémica, colitis ulcerosa, síndrome de Werner y compli-
caciones del cáncer, hemodiálisis y circulación extracorpórea; infecciones víricas, bacterianas, fúngicas, parasitarias, 
protozoarias y helmínticas; y trauma.

Tal y como se utiliza en esta memoria, el término "tratar" se refiere a la prevención, curación, reversión, atenuación, 
alivio, minimización, inhibición o detención de los efectos perjudiciales de un trastorno inmune descrito anteriormen-50
te.

Tal y como se utiliza en esta memoria, el término "individuo" se refiere a un mamífero, preferiblemente un ser huma-
no. 

De acuerdo con la presente descripción, a un individuo se le puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz 
de un agente capaz modular la actividad de un gen diana o de un producto génico diana (es decir, ARN o proteína) 55
que participa en una señalización de NF-ΚB dependiente de NIK, tratando de este modo el trastorno inmune en el 
individuo.
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Tal y como se utiliza en esta memoria, la expresión "modular la actividad" se refiere a aumentar o disminuir una 
actividad catalítica intrínseca (por ejemplo, la actividad cinasa de NIK), interaccionar con una actividad (por ejemplo, 
la interacción de NIK-SIVA tal y como se ilustra en el Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos) o la expresión (por ejem-
plo, la expresión de NIK tal y como se ilustra en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos) del gen diana o del produc-
to génico diana.5

Se puede utilizar como dianas una variedad de genes y sus productos de acuerdo con la presente descripción (véa-
se la Figura 6). Ejemplos de tales genes diana se enumeran a continuación junto con ejemplos de trastornos inmu-
nes que los involucran.

BLyS - BLyS se une la proteína del receptor de BAFF y favorece la supervivencia de linfocitos B maduros y la res-
puesta de los linfocitos B. La proteína se expresa abundantemente en los leucocitos de sangre periférica y se expre-10
sa específicamente en los monocitos y macrófagos. También se encuentra en el bazo, los ganglios linfáticos, la 
médula ósea, los linfocitos T y las células dendríticas. La participación del estimulador de los linfocitos B (BLyS) en 
el mieloma múltiple (MM) se mostró en varios aspectos. Se observó que las células del MM expresaban receptores 
de BLyS y que BLyS, a su vez, modulaba la capacidad proliferativa y la supervivencia de las células de MM. La pro-
teína BLyS también se encontró en la médula ósea de pacientes con MM [Novak et al., Blood. Publicación electróni-15
ca previa a la edición impresa (2003)]. También se observó que los niveles de BLyS junto con globulina aumentaban 
a medida que avanzaba la enfermedad de VIH [Rodríguez et al., AIDS. 17:1983-1985 (2003)]. La participación de la 
molécula de BLyS en otra enfermedad autoinmune, el síndrome de Sjogren (SS), se mostró por su capacidad para 
mediar en la activación policlonal de los linfocitos B, y su papel en la producción de autoanticuerpos. También se 
mostró que en pacientes humanos con SS, el nivel de BLyS se correlaciona con el nivel de autoanticuerpos. Por lo 20
tanto, BLyS puede desempeñar un papel en la activación de linfocitos B específicos autorreactivos B y modular el 
nivel de la producción de autoanticuerpos que son el sello distintivo de la enfermedad [Mariette et al., Ann. Rheum. 
Dis. 62:168-171, (2003)]. Otra enfermedad, en la que BLyS ha mostrado tener un papel, es el lupus eritematoso 
sistémico. La hiperexpresión de BLyS en ratones conduce a una enfermedad sistémica similar a lupus eritematoso 
(“SLE-like”). La hiperexpresión de BLyS también es común en el LES humano. El tratamiento de ratones propensos 25
a LES con un antagonista de BLyS mejora la progresión de la enfermedad e incrementa la supervivencia [Stohl, 
Artritis Res. Ther. 5:136-138, (2003)]. Un efecto de ByLS se mostró en leucemia linfocítica crónica de linfocitos B 
(LLC-B), una enfermedad caracterizada por la acumulación de linfocitos B CD5(+) en la periferia y la médula ósea.
Todas las células estudiadas de pacientes con LLC-B, expresaban uno o varios de los 3 receptores conocidos para 
BLyS. Las células de LLC-B procedentes de un subconjunto de pacientes expresan de forma aberrante BLyS y 30
ARNm de APRIL, mientras que estas moléculas no eran detectables en los linfocitos B normales. Además, BLyS se 
encontró que protegía las células de LLC-B de la apoptosis y mejoraba la supervivencia celular [Novak et al., Blood. 
100:2973-2979, (2002)]. Heterotrímeros de dos proteínas, APRIL y BLyS se encontraron en las muestras de suero 
de pacientes con enfermedades reumáticas sistémicas de base inmunitaria, implicando también un papel de estas 
moléculas en las enfermedades reumáticas [Roschke et al., J. Immunol. 169:4314-4321, (2002)]. El método de la 35
presente invención prevé la regulación por disminución de la señalización de BLyS a través de la vía de NF-κB de-
pendiente de NIK, para superar los trastornos inmunes descritos anteriormente.

CD40L - Este ligando puede activar la señalización de NF-ΚB dependiente de NIK (véase el Ejemplo 6 de la sección 
de Ejemplos) a través de la unión al receptor de CD40. CD40L se mostró que estaba implicado en la infección por 
VIH. Se sugirió que revertir la carencia relativa de CD40L observada en la infección por VIH puede facilitar el resta-40
blecimiento inmune en el SIDA [Kornbluth, J. Leukoc. Biol. 68:373-382, (2000)]. El método de la presente invención 
prevé la regulación al alza de la señalización de CD40L a través de la vía de NF-κB dependiente de NIK para super-
ar los trastornos inmunes descritos anteriormente.

CD27 - La expresión de CD27, a través de células de la leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (LLC-B) ha mos-
trado que influye sobre el resultado clínico de esta enfermedad [Bannerji y Byrd, Curr. Opin. Oncol. 12:22-29, 45
(2000)]. También se observó que CD27 tiene una expresión heterogénea en pacientes con mieloma múltiple. Se 
observó que una expresión baja de CD27 se correlaciona con pacientes con una enfermedad de alto riesgo [Guike-
ma et al., Br. J. Haematol. 121:36-43, (2003)]. CD27 también se encontró en pacientes con lupus eritematoso sisté-
mico en relación con el recuento de linfocitos y el curso de la enfermedad [Swaak et al., Clin. Rheumatol. 14:293-
300, (1995)]. Por lo tanto, la presente descripción contempla una regulación al alza o a la baja seleccionada de la 50
señalización de CD27 a través de la vía de NF-κB dependiente de NIK, según el trastorno inmune que se va a tratar.

NIK - La "cinasa que induce NF-κB" se une a SIVA, TRAF2, TRAF5, TRAF6, IKKA Y NF-kappa-B 2/P100. Esta pro-
teína se expresa débilmente en el testículo, intestino delgado, bazo, timo, leucocitos de sangre periférica, próstata, 
ovario y colon.

SIVA - Una regulación al alza de CD27 y SIVA se mostró en la disfunción renal (por ejemplo, tejido renal isquémico y 55
lesionado). La expresión de ambas proteínas se observó en poblaciones celulares conocidas porque mueren por 
apoptosis o necrosis [Schumer et al., Am. J. Pathol. 140:831-838, (1992); Shimzu y Yamanaka, Virchows Archiv. B 
Cell Pathol. 64:171-180; (1993), Basile et al., Am. J. Physiol. 272: F640-F647, (1997)]. Se sugirió que las estrategias 
dirigidas a la modificación de la apoptosis renal mediada por CD27, tendrían un impacto positivo sobre el curso de la 
lesión renal isquémica aguda [Padanilam et al., Kidney Int. 54:1967-1975, (1998)]. Por lo tanto, la presente descrip-60
ción prevé la regulación a la baja de la señalización de SIVA a través de la vía de NF-ΚB dependiente de NIK, para 
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superar los trastornos renales descritos anteriormente. La interacción de SIVA con la proteína de la cápsida VP2 del 
virus Coxsackie B3 (CVB3) se mostró que sustentaba la enfermedad causada por CVB3 [Henke (2003) Clin. Exp.
Med. 2(4):192-6]. Por tanto, la presente descripción prevé la regulación a la baja de la señalización de SIVA a través 
de la vía de NF-κB dependiente de NIK para superar trastornos víricos. La ausencia de interacciones SIVA-CD27 
estaba implicada en la génesis de mielomas, lo que sugiere una regulación al alza de la señalización de SIVA-CD27 5
a través de la vía de NF-κB dependiente de NIK para superar la génesis de mielomas [Katayama (2003) Br J Hae-
matol. 120(2):223-34].

Tal y como se ha mencionado anteriormente en este documento, el tratamiento del trastorno inmune de acuerdo con 
la presente descripción, se efectúa proporcionando al individuo un agente que es capaz de aumentar (es decir, regu-
lar al alza) o disminuir (es decir, regular a la baja) la actividad de al menos un gen diana o un producto génico diana, 10
tal como se ha descrito anteriormente en este documento.

Un agente capaz de regular al alza la expresión de un gen diana de la presente descripción, puede ser una secuen-
cia de polinucleótidos exógena, diseñada y construida para expresar al menos una porción funcional del gen diana 
de la presente descripción. Por consiguiente, la secuencia de polinucleótidos exógena puede ser una secuencia de 
ADN o ARN que codifica una molécula de CD27 (nº de orden de GenBank NM_001242), CD40L (nº de orden de 15
GenBank NM_000074), BLyS (nº de orden de GenBank NM_006573), SIVA (SIVA1 y SIVA2, nº de orden de Gen-
Bank NM_006427 y NM_021709, respectivamente), o NIK (nº de orden de GenBank NM_003954), capaz de modular 
el trastorno inmune.

Así, por ejemplo, para expresar NIK exógena en células de mamífero, una secuencia de polinucleótidos que codifica 
NIK (SEQ ID NO: 1) se liga preferiblemente a una estructura artificial de ácido nucleico adecuada para la expresión 20
celular en mamíferos. Tal estructura artificial de ácido nucleico incluye una secuencia promotora para dirigir la trans-
cripción de la secuencia de polinucleótidos en la célula, de una manera constitutiva o inducible. Un promotor ade-
cuado puede ser, por ejemplo, un promotor obtenido a partir de vectores de lentivirus (por ejemplo, pSUPER) que es 
capaz de dirigir la expresión de NIK en los linfocitos B (véase el Ejemplo 2). La estructura artificial de ácido nucleico 
de la presente descripción puede incluir además secuencias de polinucleótidos adicionales, tales como, por ejemplo, 25
secuencias que codifican marcadores de selección o polipéptidos informadores, secuencias que codifican un origen 
de replicación en bacterias, secuencias que permiten la traducción de varias proteínas a partir de un único ARNm 
(IRES) como para dirigir la expresión simultánea de NIK y SIVA para obtener mayores niveles de expresión de cada 
uno y, por ello, niveles de activación de NF-κB más elevados (véase el Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos), se-
cuencias para la integración genómica de la región que codifica el polipéptido promotor quimérico y/o secuencias 30
incluidas generalmente en un vector de expresión de mamífero tal como pcDNA3, pcDNA3.1(+/-), pZeoSV2(+/-), 
pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto, pCR3.1, que están disponibles en Invitrogen, pCI que está 
disponible en Promega, pBK-RSV y pBK-CMV que están disponibles en Stratagene, pTRES que está disponible en 
Clontech, y sus derivados.

Se apreciará que la estructura artificial de ácido nucleico se puede administrar al individuo empleando cualquier 35
modo de administración adecuada, tal como se describe a continuación (es decir, terapia génica in vivo). Alternati-
vamente, la estructura artificial de ácido nucleico se introduce en una célula adecuada a través de un vehícu-
lo/método de entrega génica apropiado (transfección, transducción, recombinación homóloga, etc.) y un sistema de 
expresión según sea necesario y, a continuación, las células modificadas se expanden en cultivo y se devuelven al 
individuo (es decir, terapia génica ex vivo).40

Las técnicas de transferencia de ácido nucleico que se prefieren actualmente in vivo incluyen la transfección con 
estructuras artificiales víricas o no víricas, tales como adenovirus, lentivirus, virus del Herpes simple I, o virus ade-
noasociado (VAA) y sistemas basados en lípidos. Los lípidos útiles para la transferencia del gen mediada por lípidos 
son, por ejemplo, DOTMA, DOPE y DC-Cho1 [Tonkinson et al., Cancer Investigation, 14(1): 54-65 (1996)]. Las es-
tructuras artificiales más preferidas para uso en terapia génica son virus, más preferentemente adenovirus, VAA, 45
lentivirus o retrovirus. Una estructura artificial vírica tal como una estructura artificial retrovírica incluye al menos un 
promotor/potenciador de la transcripción o un elemento(s) que define un locus, u otros elementos que controlan la 
expresión génica a través de otros medios tales como corte y empalme alternativo, exportación de ARN nuclear o 
modificación postraduccional del mensajero. Tales estructuras artificiales de vectores también incluyen una señal de 
empaquetamiento, repeticiones terminales largas (LTRs) o porciones de las mismas, y sitios de unión al cebador de 50
cadena positiva y negativa, apropiados para el virus utilizado, a menos que ya está presente en la estructura artificial 
vírica. Además, tal estructura artificial incluye típicamente una secuencia señal para la secreción del péptido desde 
una célula hospedadora en la que está ubicado. Preferiblemente, la secuencia señal para este fin es una secuencia 
señal de mamífero, o la secuencia señal de las variantes de polipéptidos de la presente descripción. Opcionalmente, 
la estructura artificial también puede incluir una señal que dirige la poliadenilación, así como uno o varios sitios de 55
restricción y una secuencia de terminación de la traducción. A modo de ejemplo, tales estructuras artificiales inclui-
rán típicamente una LTR 5’, un sitio de unión a ARNt, una señal de empaquetamiento, un origen de síntesis de una 
segunda cadena de ADN y una LTR 3' o una porción de la misma. Se pueden utilizar otros vectores que son no 
víricos, tales como lípidos catiónicos, polilisina y dendrímeros.

Un agente capaz de regular positivamente un gen diana de la presente descripción también puede ser cualquier 60
compuesto que es capaz de incrementar la transcripción y/o la traducción de un ADN endógeno o un ARNm que 
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codifica un gen diana de la presente descripción. Por ejemplo, PHA se puede utilizar para incrementar CD27 y 
CD70. Además anticuerpos anti-CD2 y anti-CD3 se pueden utilizar para aumentar los niveles de CD27 (de Jong et 
al.) mientras que la expresión de CD40L se puede utilizar para aumentar los niveles de CD70 (Hintzen et al.). Alter-
nativa o adicionalmente, la regulación al alza se puede efectuar administrando al individuo al menos una diana de 
este tipo, tal y como se ha descrito anteriormente en este documento. Tales proteínas se pueden sintetizar bioquími-5
camente, como mediante el uso de técnicas de fase sólida convencionales. Estos métodos incluyen métodos exclu-
sivos de síntesis en fase sólida, métodos de síntesis en fase sólida parciales, condensación de fragmentos, síntesis 
en solución clásica. Estos métodos se utilizan preferentemente cuando el péptido es relativamente corto (es decir, 
10 kDa) y/o cuando no se puede producir por técnicas recombinantes (es decir, no están codificados por una se-
cuencia de ácido nucleico) y por lo tanto implican una técnica química diferente.10

Los procedimientos de síntesis peptídica en fase sólida son bien conocidos en la técnica y están descritos adicio-
nalmente por John Morrow Stewart y Janis Dillaha Young, Solid Phase Peptide Syntheses (2ª ed., Pierce Chemical 
Company, 1984).

Los péptidos sintéticos se puede purificar mediante cromatografía líquida preparativa de alto rendimiento [Creighton 
T. (1983), Poteins, structures and molecular principles. WH Freeman and Co. Nueva York] y cuya composición se 15
puede confirmar mediante la secuenciación de aminoácidos.

En casos en los que se desean grandes cantidades de los péptidos de la presente descripción, las proteínas de la 
presente descripción se pueden generar usando técnicas recombinantes tales como las descritas para la producción 
a gran escala de CD70 recombinante en células HEK293T (véase el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos que sigue 
a continuación) y por Bitter et al., (1987) Methods in Enzymol. 153:516-544, Studier et al. (1990) Methods in Enzy-20
mol. 185:60-89, Brisson et al. (1984) Nature 310:511-514, Takamatsu et al. (1987) EMBO J. 6:307-311, Coruzzi et al. 
(1984) EMBO J. 3:1671-1680 y Brogli et al., (1984), Science 224:838-843, Gurley et al. (1986) Mol. Celular. Biol. 
6:559-565 y Weissbach & Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, Nueva York, 
Sección VIII, págs. 421-463.

Se apreciará que las dianas proteicas de la presente descripción también se pueden obtener comercialmente. Por 25
ejemplo, BAFF recombinante (nº de cat. PF088) y CD40L recombinante (nº de cat. PF091) están disponibles en 
Merck Biosciences.

Tal y como se mencionó anteriormente, el tratamiento de trastornos inmunes de acuerdo con la presente descrip-
ción, también se puede efectuar regulando a la baja un gen diana o su producto, tal como se ha descrito anterior-
mente en este documento.30

Un ejemplo, de un agente capaz de regular a la baja un producto génico diana de la presente invención, es un anti-
cuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse específicamente al producto génico diana e inhibir la unión del 
mismo a moléculas efectoras. Por ejemplo, los anticuerpos dirigidos a las coordenadas de aminoácidos 123-175 de 
SIVA1 (SEQ ID NO: 3) o a las coordenadas de aminoácidos 58-110 de SIVA2 (SEQ ID NO: 4) evitarán la formación 
del complejo NIK-SIVA para reducir de ese modo la señalización de NF-κB. Alternativamente, los anticuerpos de la 35
presente descripción todavía pueden conservar la unión del producto génico diana con moléculas efectoras de los 
mismos, pero inhibir su actividad catalítica. Un anticuerpo de este tipo dirigido contra el bucle de activación de NIK 
fosforilado se describe en el Ejemplo 4 de la sección de Ejemplos que sigue a continuación.

Preferiblemente, el anticuerpo se une específicamente al menos a un epítopo del producto génico diana. Tal y como 
se usa en esta memoria, el término "epítopo" se refiere a cualquier determinante antigénico sobre un antígeno al que 40
se une el paratopo de un anticuerpo.

Los determinantes epitópicos normalmente consisten en agrupamientos de superficies químicamente activas de 
moléculas tales como aminoácidos o cadenas laterales de hidratos de carbono y por lo general tienen características 
de estructuras tridimensionales, así como características de carga específicas.

El término "anticuerpo" tal y como se usa en esta invención, incluye moléculas intactas así como fragmentos funcio-45
nales de las mismas, tales como Fab, F(ab’)2 y Fv, que son capaces de unirse a macrófagos. Estos fragmentos de 
anticuerpos funcionales se definen como sigue: (1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento monovalente que 
se une a antígeno de una molécula de anticuerpo, se puede producir mediante digestión del anticuerpo completo 
con la enzima papaína, para producir una cadena ligera intacta y una porción de una cadena pesada; (2) Fab’, el 
fragmento de una molécula de anticuerpo que se puede obtener tratando un anticuerpo completo con pepsina, se-50
guido por reducción, para producir una cadena ligera intacta y una porción de la cadena pesada; se obtienen dos 
fragmentos Fab’ por molécula de anticuerpo; (3) (Fab’)2, el fragmento del anticuerpo que se puede obtener tratando 
un anticuerpo completo con la enzima pepsina sin una reducción posterior; F(ab’)2 es un dímero de dos fragmentos 
Fab' que se mantienen unidos por dos enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un fragmento modificado genética-
mente que contiene la región variable de la cadena ligera y la región variable de la cadena pesada, expresadas 55
como dos cadenas; y (5) Anticuerpo de cadena sencilla ("SCA"), una molécula modificada genéticamente que con-
tiene la región variable de la cadena ligera y la región variable de la cadena pesada, unidas por un enlazador poli-
peptídico adecuado como una molécula de cadena sencilla fusionada genéticamente.
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Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales, así como fragmentos de los mismos son bien 
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual., Cold Spring Harbor 
Laboratory, Nueva York, 1988)

Los fragmentos de anticuerpo de acuerdo con la presente invención se pueden preparar mediante hidrólisis proteolí-
tica del anticuerpo o mediante expresión en E. coli o en células de mamífero (por ejemplo, cultivo de células de ova-5
rio de hámster chino o de otros sistemas de expresión de proteínas) del ADN que codifica el fragmento. Los frag-
mentos de anticuerpo se pueden obtener por digestión con pepsina o papaína de anticuerpos completos por méto-
dos convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo se pueden producir mediante escisión enzimática de 
anticuerpos con pepsina, para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab’)2. Este fragmento se puede escindir 
adicionalmente usando un agente reductor de tiol, y opcionalmente un grupo de bloqueo para los grupos sulfhidrilo 10
resultantes de la escisión de enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes 3.5S Fab’. Como alternativa, 
una escisión enzimática que emplea pepsina produce dos fragmentos Fab’ monovalentes y un fragmento Fc direc-
tamente. Estos métodos se describen, por ejemplo, en Goldenberg, documentos de Patente de EE.UU. nº 4.036.945 
y 4.331.647, y las referencias contenidas en los mismos. Véase también Porter, R. R. [Biochem. J. 73: 119-126 
(1959)]. Otros métodos para escindir anticuerpos, tales como la separación de cadenas pesadas para formar frag-15
mentos de cadena ligera-pesada monovalentes, la escisión adicional de fragmentos u otras técnicas enzimáticas, 
químicas o genéticas, también se pueden utilizar, siempre que los fragmentos se unan al antígeno que es reconoci-
do por el anticuerpo intacto.

Los fragmentos Fv comprenden una asociación de cadenas VH y VL. Esta asociación puede ser no covalente, como 
se describe en Inbar et al. [Proc. Acad. Sci. USA 69:2659-62 (19720]. Alternativamente, las cadenas variables pue-20
den estar unidas por un enlace disulfuro intermolecular o reticuladas por productos químicos tales como glutaralde-
hído. Preferiblemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas VH y VL conectadas por un enlazador peptídico. 
Estas proteínas que se unen a antígeno de cadena sencilla (sFv) se preparan construyendo un gen estructural que 
comprende secuencias de ADN que codifican los dominios VH y VL conectados por un oligonucleótido. El gen es-
tructural se inserta en un vector de expresión, que se introduce posteriormente en una célula hospedadora tal como 25
E. coli. Las células hospedadoras recombinantes sintetizan una cadena polipeptídica sencilla con un péptido enlaza-
dor que une los dos dominios V. Los métodos para producir sFvs se describen, por ejemplo, en [Whitlow y Filpula, 
Methods 2: 97-105 (1991); Bird et al., Science 242:423-426 (1988); Pack et al., Bio/Technology 11:1271-77 (1993); y 
el documento de patente de EE.UU. nº 4.946.778.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una región sencilla determinante de comple-30
mentariedad (CDR). Los péptidos CDR ("unidades mínimas de reconocimiento") se pueden obtener construyendo 
genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo, mediante el uso de 
la reacción en cadena de la polimerasa para sintetizar la región variable a partir del ARN de células productoras de 
anticuerpos. Véase, por ejemplo, Larrick y Fry [Methods, 2: 106-10 (1991)].

Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, múridos) son moléculas quiméricas de inmuno-35
globulinas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab')2 u otras 
subsecuencias de anticuerpos que se unen a antígeno) que contienen una secuencia mínima obtenida a partir de 
inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo recep-
tor) en las que los residuos que forman una región determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se 
sustituyen por residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como ratón, rata o conejo 40
que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la estructura de Fv de 
la inmunoglobulina humana se sustituyen por los residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humani-
zados también pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias 
de CDRs o estructurales importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprenderá sustancialmente todos de 
al menos uno, y típicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDRs 45
se corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR (estruc-
turales, del inglés “framework”) son las de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo 
humanizado de forma óptima también comprenderá al menos una porción de una región constante de inmunoglobu-
lina (Fc), típicamente la de una inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et 
al., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)].50

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. Generalmente, un anticuer-
po humanizado tiene uno o varios residuos de aminoácidos introducidos dentro de él procedentes de una fuente que 
no es humana. Estos residuos de aminoácidos no humanos se denominan frecuentemente residuos de importación, 
que se toman típicamente a partir de un dominio variable de importación. La humanización se puede realizar esen-
cialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et 55
al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)], mediante la sustitución de CDRs 
de roedor o secuencias de CDR por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, 
tales anticuerpos humanizados son anticuerpos quiméricos (documento de patente de EE.UU. nº 4.816.567), en los 
que sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspon-
diente de una especie no humana. En la práctica, los anticuerpos humanizados son típicamente anticuerpos huma-60
nos en los que algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios 
análogos en anticuerpos de roedores.
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Los anticuerpos humanos también se pueden producir usando diversas técnicas conocidas en la técnica, incluyendo 
genotecas de presentación de fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 
222:581 (1991)]. Las técnicas de Cole et al. y de Boerner et al., también están disponibles para la preparación de 
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pág. 77 
(1985) y Boerner et al., J. Immunol, 147(1):86-95 (1991)]. Del mismo modo, los anticuerpos humanos se pueden 5
preparar mediante la introducción de loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por ejemplo, rato-
nes en los que los genes de inmunoglobulina endógenos se han inactivado parcial o completamente. Después de la 
estimulación, se observa la producción de anticuerpos humanos, que se asemeja estrechamente a la observada en 
humanos en todos los aspectos, incluyendo la reorganización de genes, el ensamblaje y el repertorio de anticuerpos 
Este enfoque se describe, por ejemplo, en los documentos de patente de EE.UU. nº 5.545.807; 5.545.806; 10
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, y en las siguientes publicaciones científicas.: Marks et al., 
Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368 812-13 
(1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); y 
Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995)

Otro agente capaz de regular a la baja un gen diana de la presente invención es una molécula de ARN pequeño de 15
interferencia (ARNsi) dirigida contra el gen de SIVA.

La interferencia con ARN es un proceso de dos etapas; en la primera etapa, que se denomina como la etapa de 
iniciación, el ARNds de entrada se digiere en ARNs pequeños de interferencia (ARNsi) de 21-23 nucleótidos (nt), 
probablemente por la acción de Dicer, un miembro de la familia de ARNasa III de las ribonucleasas específicas de 
ARNds, que procesa (escinde) el ARNds (introducido directamente o a través de un transgén o un virus) de una 20
manera dependiente de ATP. Eventos de escisión sucesivos degradan el ARN a dúplex de 19-21 pb (ARNsi), cada 
uno con extremos sobresalientes en 3’ de 2 nucleótidos [Hutvagner y Zamore Curr. Opin. Genetics and Development 
12:225-232 (2002); y Bernstein Nature 409:363-366 (2001)].

En la etapa efectora, los dúplex de ARNsi se unen a un complejo de nucleasa para formar el complejo de silencia-
miento inducido por ARN (RISC). Se requiere un desenrollamiento dependiente de ATP de los dúplex de ARNsi para 25
la activación del RISC. El RISC activo, se dirige a continuación al transcrito homólogo a través de interacciones de 
apareamiento de bases y escinde el ARNm en 12 fragmentos de nucleótidos desde el extremo 3' terminal del ARNsi 
[Hutvagner y Zamore Curr. Opin. Genetics and Development 12:225-232 (2002); Hammond et al. (2001) Nat. Rev. 
Gen. 2:110-119 (2001); y Sharp Genes. Dev. 15:485-90 (2001)]. Aunque el mecanismo de escisión todavía no se ha 
dilucidado, la investigación indica que cada RISC contiene un ARNsi aislado y una ARNasa [Hutvagner y Zamore 30
Curr. Opin. Genetics and Development 12:225-232 (2002)].

Debido a la notable potencia del ARNi, se ha sugerido una etapa de amplificación dentro de la vía de ARNi. La am-
plificación podría ocurrir copiando los ARNds de entrada lo que generaría más ARNsi, o mediante la replicación de 
los ARNsi formados. Alternativa o adicionalmente, la amplificación se podría llevar a cabo mediante múltiples even-
tos de renovación del RISC [Hammond et al. Nat. Rev. Gen. 2:110-119 (2001), Sharp Genes. Dev. 15:485-90 (2001); 35
Hutvagner y Zamore, Curr. Opin. Genetics and Development 12:225-232 (2002)]. Para obtener más información 
sobre ARNi, consúltesen las siguientes revisiones de Tuschl ChemBiochem. 2:239-245 (2001); Cullen Nat. Immunol. 
3:597-599 (2002); y Brantl Biochem. Biophys. Act. 1575:15-25 (2002).

La síntesis de moléculas de ARNi adecuadas para uso en la presente invención se puede efectuar del modo siguien-
te. En primer lugar, la secuencia de ARNm se rastrea aguas abajo del codón de iniciación AUG en busca de se-40
cuencias de dinucleótidos AA. La aparición de cada AA y de los 19 nucleótidos 3' adyacentes se registra como posi-
bles sitios diana para el ARNsi. Preferentemente, los sitios diana de ARNsi se seleccionan a partir del marco de 
lectura abierto, ya que las regiones no traducidas (UTRs) son ricas en sitios de unión a proteínas reguladoras. Las 
proteínas que se unen a UTR y/o los complejos de iniciación de la traducción pueden interferir en la unión del com-
plejo de endonucleasas de ARNsi [Tuschl ChemBioChem. 2:239-245]. Se apreciará, sin embargo, que los ARNsi 45
dirigidos a las regiones sin traducir también pueden ser eficaces, como se demostró para GAPDH en donde ARNsi 
dirigidos a las UTR 5' mediaban en aproximadamente el 90% de la disminución del ARNm de GAPDH celular y un 
nivel de proteínas completamente anulado (www.ambion.com/techlib/tn/91/912.html).

En segundo lugar, los posibles sitios diana se comparan con una base de datos genómica apropiada (por ejemplo, 
humana, de ratón, rata, etc.) usando cualquier programa informático de alineación de secuencias, tal como el pro-50
grama informático BLAST disponible en el servidor de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Los sitios diana putati-
vos que muestran una homología significativa con otras secuencias codificantes se eliminan por filtración.

Las secuencias diana que cumplen los requisitos se seleccionan como molde para la síntesis de ARNsi. Las se-
cuencias preferidas son las que incluyen un bajo contenido en G/C ya que estas han mostrado ser más eficaces en 
la mediación del silenciamiento de genes, en comparación con las que tienen un contenido en G/C superior al 55%. 55
Para una evaluación, se seleccionan preferiblemente varios sitios diana a lo largo de la longitud del gen diana.

Una molécula de ARNsi capaz de hibridarse específicamente con el ARNm de NIK para detener su síntesis, se des-
cribe en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos que sigue a continuación (SEQ ID NO: 15).
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Para una mejor evaluación de los ARNsi seleccionados, se utiliza preferiblemente en conjunción un testigo negativo. 
El ARNsi testigo negativo incluye preferiblemente la misma composición de nucleótidos que los ARNsi, pero carece 
de una homología significativa con el genoma. Por lo tanto, una secuencia de nucleótidos mezclada del ARNsi se 
utiliza preferentemente, con la condición que no muestre ninguna homología significativa con ningún otro gen.

Otro agente capaz de regular a la baja un gen diana descrito en esta memoria es una molécula de ADNzima capaz 5
de escindir específicamente un transcrito de ARNm o una secuencia de ADN del gen diana de la presente descrip-
ción. Las ADNzimas son polinucleótidos monocatenarios que son capaces de escindir secuencias diana mono y 
bicatenarias (Breaker, R.R. y Joyce, G. Chemistry and Biology 1995, 2:655; Santoro, S.W. & Joyce, G.F. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 1997; 943:4262). Se ha propuesto un modelo general (el modelo "10-23") para la ADNzima. Las 
ADNzimas "10-23" tienen un dominio catalítico de 15 desoxirribonucleótidos, flanqueado por dos dominios de reco-10
nocimiento de sustrato con siete a nueve desoxirribonucleótidos cada uno. Este tipo de ADNzima puede escindir 
eficazmente su ARN sustrato en las uniones de purina:pirimidina (Santoro, S.W. y Joyce, G.F Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 199; para una revisión de las ADNzimas véase Khachigian, LM [Curr Opin Mol Ther 4:119-21 (2002)].

Ejemplos de la estructura artificial y la amplificación de ADNzimas sintéticas, modificadas genéticamente que reco-
nocen sitios de escisión diana monocatenarios y de doble cadena, se han descrito en el documento de patente de 15
EE.UU. nº 6.326.174 de Joyce et al. Se ha observado recientemente que ADNzimas con un diseño similar dirigidas 
contra el receptor de la urocinasa humana, inhiben la expresión del receptor de urocinasa, e inhiben con éxito la 
metástasis de células de cáncer de colon in vivo (Itoh et al., 2002, Resumen 409, Ann Meeting Am Soc Gen Ther 
www.asgt.org). En otra solicitud, las ADNzimas complementarias a oncogenes bcr-ab1 tuvieron éxito en la inhibición 
de la expresión de oncogenes en células de leucemia, y tasas menores de recaída en el trasplante autólogo de mé-20
dula ósea en casos de LMC y LLA.

La regulación a la baja de un gen diana de la presente invención también se puede efectuar mediante el uso de un 
polinucleótido no codificante capaz de hibridarse específicamente con un transcrito de ARNm que codifica el produc-
to génico diana.

El diseño de moléculas no codificantes (del inglés “antisense”) que se pueden usar para regular a la baja de manera 25
eficaz un gen diana, debe efectuarse teniendo en cuenta dos aspectos importantes para la metodología no codifican-
te. El primer aspecto es administrar el oligonucleótido en el citoplasma de las células apropiadas, mientras que el 
segundo aspecto es el diseño de un oligonucleótido que se una específicamente al ARNm diseñado dentro de las 
células de manera que inhiba su traducción.

La técnica anterior ilustra un número de estrategias de entrega que se pueden utilizar para administrar de forma 30
eficaz oligonucleótidos a una amplia variedad de tipos celulares [véase, por ejemplo, Luft J Mol Med. 76: 75-6 
(1998); Kronenwett et al. Blood 91: 852-62 (1998); Rajur et al. Bioconjug Chem. 8: 935-40 (1997); Lavigne et al. 
Biochem Biophys Res Commun 237: 566-71 (1997) y Aoki et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun 231: 540-5 
(1997)]

Además, los algoritmos para la identificación de las secuencias que tienen la mayor afinidad prevista para unirse con 35
su ARNm diana, basados en un ciclo termodinámico que da cuenta de las energías de alteraciones estructurales en 
el ARNm diana y el oligonucleótido, también están disponibles [véase, por ejemplo, Walton et al. Biotechnol Bioeng 
65: 1-9 (1999)]

Tales algoritmos se han utilizado con éxito para poner en práctica una metodología no codificante en las células. Por 
ejemplo, el algoritmo desarrollado por Walton et al. ha permitido a los científicos diseñar con éxito oligonucleótidos 40
no codificantes para transcritos de beta-globina de conejo (RBG) y de factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) de 
ratón. El mismo grupo de investigación ha informado recientemente de que la actividad no codificante de oligonu-
cleótidos seleccionados racionalmente contra tres modelos de ARNm diana (lactato deshidrogenasa A y B humana y 
gp130 de rata) en cultivo celular, tal y como se evaluaron mediante una técnica de PCR cinética, resultó eficaz en 
casi todos los casos, incluidas las pruebas contra tres dianas diferentes en dos tipos de células con agentes quími-45
cos a base de oligonucleótidos de fosfodiéster y fosforotioato 

Además, también se han publicado varias metodologías para el diseño y la predicción de la eficacia de oligonucleó-
tidos específicos utilizando un sistema in vitro (Matveeva et al., Nature Biotechnology 16: 1374-1375 (1998)].

Varios ensayos clínicos han mostrado seguridad, viabilidad y actividad de los oligonucleótidos no codificantes. Por 
ejemplo, se han utilizado con éxito oligonucleótidos no codificantes adecuados para el tratamiento del cáncer [Hol-50
mund et al., Curr Opin Mol Ther 1:372-85 (1999)], mientras que el tratamiento de neoplasias hematológicas a través 
de oligonucleótidos no codificantes dirigidos al gen c-myb, p53 y Bcl-2 ha entrado en la fase de ensayos clínicos y ha 
mostrado que es tolerado por los pacientes [Gerwitz Curr Opin Mol Ther 1:297-306 (1999)].

Más recientemente, se ha informado de la supresión de la expresión del gen de la heparanasa humana mediada por 
tecnología no codificante para inhibir la difusión en la pleura de células cancerosas humanas en un modelo de ratón 55
[Uno et al., Cancer Res. 61:7855-60 (2001)].

Por lo tanto, el consenso actual es que los desarrollos recientes en el campo de la tecnología no codificante que, 
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como se ha descrito anteriormente, han dado lugar a la generación de algoritmos para el diseño de no codificantes 
de alta precisión y una amplia variedad de sistemas de administración de oligonucleótidos, permiten a un experto en 
la materia diseñar e implementar metodologías no codificantes adecuadas para reducir la expresión de secuencias 
conocidas sin tener que recurrir a ensayos indebidos y a una experimentación errónea.

Otro agente capaz de regular a la baja un gen diana de la presente invención es una molécula de ribozima capaz de 5
escindir específicamente un transcrito de ARNm que codifica el producto del gen diana. Las ribozimas se están utili-
zando cada vez más para la inhibición específica de secuencia de la expresión génica mediante la escisión de 
ARNm que codifican proteínas de interés [Welch et al., Curr Opin Biotechnol. 9:486-96 (1998)]. La posibilidad de 
diseñar ribozimas para escindir cualquier ARN diana específico, las ha vuelto unos valiosos instrumentos tanto en 
aplicaciones básicas de investigación como terapéuticas. En el área de la terapéutica, las ribozimas han sido explo-10
tadas para dirigirse a ARNs víricos en enfermedades infecciosas, oncogenes dominantes en cánceres y mutaciones 
somáticas específicas en trastornos genéticos [Welch et al., Clin Diagn Virol. 10:163-71 (1998)]. En particular, varios 
protocolos de terapia génica con ribozima para pacientes con VIH ya están en ensayos en la Fase 1. Más reciente-
mente, las ribozimas se han utilizado para la investigación en animales transgénicos, la validación de dianas génicas 
y la elucidación de rutas. Varias ribozimas se encuentran en diversas fases de ensayos clínicos. Angiozima fue la 15
primera ribozima sintetizada químicamente para ser estudiada en ensayos clínicos humanos. Angiozima inhibe es-
pecíficamente la formación del VEGF-r (receptor del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular), un componente 
clave en la ruta de la angiogénesis. Ribozyme Pharmaceuticals, Inc., así como otras empresas han mostrado la 
importancia de la terapéutica anti-angiogénesis en modelos animales. Heptazima, una ribozima diseñada para des-
truir selectivamente el ARN del virus de la hepatitis C (VHC), se ha encontrado que es eficaz para disminuir el ARN 20
vírico de la hepatitis C en ensayos de cultivos celulares. (Ribozyme Pharmaceuticals, Incorporated - página principal 
de la Web)

Un método adicional para la regulación de la expresión de un gen diana en las células, es a través de los oligonu-
cleótidos formadores de triple hélice (OFTs). Estudios recientes han mostrado que los OFTs se pueden diseñar de 
modo que puedan reconocer y unirse a regiones de polipurina/polipirimidina en el ADN helicoidal de doble cadena 25
en una manera específica de la secuencia. Estas reglas de reconocimiento están descritas por Maher III, L. J., et al., 
Science, 1989; 245:725-730; Moser, H. E., et al., Science, 1987; 238:645-630; Beal, P. A., et al., Science, 1992; 
251:1360-1363; Cooney, M., et al., Science, 1988; 241:456-459; y Hogan, M. E., et al., documento de publicación EP 
375 408. La modificación de los oligonucleótidos, tal como la introducción de agentes intercalantes y sustituciones 
de la cadena principal, y la mejora de las condiciones de la unión (pH y concentración de cationes) han ayudado a 30
superar obstáculos inherentes a la actividad de los OFTs, tales como la repulsión de las cargas y la inestabilidad, y 
se ha mostrado recientemente que oligonucleótidos sintéticos se pueden dirigir a secuencias específicas (para una 
revisión reciente véase Seidman y Glazer, J Clin Invest 2003; 112:487-94).

En general, el oligonucleótido formador de triple hélice tiene la conformidad de secuencia:

oligo 3’--A G G T

dúplex 5’--A G C T

dúplex 3’--T C G A

35

Sin embargo, se ha mostrado que los tripletes A-AT y G-GC tienen la mayor estabilidad de triple hélice (Reither y 
Jeltsch, BMC Biochem, 2002, Sept12, publicación electrónica). Los mismos autores han demostrado que OFTs di-
señados de acuerdo con la norma A-AT y G-GC no forman triples hélices no específicas, lo que indica que la forma-
ción de triple hélice es de hecho específica de la secuencia.

Por ello, para cualquier secuencia dada en la región reguladora del gen diana, se puede concebir una secuencia 40
formadora de triple hélice. Los oligonucleótidos formadores de triple hélice tienen preferiblemente una longitud de al 
menos 15, más preferiblemente 25, aún más preferiblemente 30 o más nucleótidos, hasta 50 o 100 pb.

La transfección de células (por ejemplo, a través de liposomas catiónicos) con los OFTs, y la formación de la estruc-
tura helicoidal triple con el ADN diana induce cambios estéricos y funcionales, que bloquean el inicio de la transcrip-
ción y la elongación, permitiendo la introducción de cambios de secuencia deseados en el ADN endógeno y que dan 45
como resultado la regulación a la baja específica de la expresión génica. Ejemplos de tal supresión de la expresión 
génica en células tratadas con OFTs, incluyen la inactivación de los genes episomales supFG1 y endógenos HPRT
en células de mamífero (Vasquez et al., Nucl Acids Res. 1999; 27:1176-81, y Puri, et al., J. Biol. Chem., 2001; 
276:28991-98), y la regulación a la baja específica de la secuencia y la diana, de la expresión del factor de transcrip-
ción Ets2, importante en la etiología del cáncer de próstata (Carbone, et al., Nucl Acid Res. 2003; 31: 833-43), y el 50
gen proinflamatorio ICAM-1 (Besch et al., J. Biol. Chem., 2002; 277:32473-79). Además, Vuyisich y Beal han mos-
trado recientemente que OFTs específicos de secuencia se pueden unir a ARNds, inhibiendo la actividad de las 
enzimas dependientes de ARNds, tales como cinasas dependientes de ARN (Vuyisich y Beal, Nuc Acids Res. 2000; 
28:2369-74).
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Además, los OFTs diseñados de acuerdo con los principios mencionados anteriormente, pueden inducir mutagéne-
sis dirigidas capaces de efectuar una reparación del ADN, proporcionando de este modo tanto una regulación a la 
baja como una regulación al alza de la expresión de genes endógenos (Seidman y Glazer, J Clin Invest 2003; 
112:487-94). Una descripción detallada del diseño, la síntesis y la administración de los OFTs eficaces se puede 
encontrar en los documentos de solicitud de patente de EE.UU. nº 2003 017068 y 2003 0096980 de Froehler et al., y 5
2002 0128218 y 2002 0123476 de Emanuele et al., y la Patente de EE.UU. nº 5.721.138 de Lawn.

Se apreciará que polinucleótidos y polipéptidos tal y como los descritos anteriormente en este documento, también 
se pueden utilizar para regular a la baja una actividad de un producto génico diana.

Así, por ejemplo, un polipéptido o polinucleótido de NIK que lo codifica, el cual incluye la mutación de origen natural 
en ratones, alinfoplasia (aly), se puede utilizar para regular a la baja la señalización de NF-κB dependiente de NIK. 10
Esta mutación es autosómica recesiva y se mostró que producía como resultado la ausencia sistémica de ganglios 
linfáticos y placas de Peyer, unas estructuras esplénicas y tímicas desorganizadas con inmunodeficiencia en ratones 
portadores de las mismas [Shinkura (1999) Nature Genet. 22:74-77].

Se apreciará que la regulación a la baja de polipéptidos y polinucleótidos que la codifican se puede caracterizar por 
una función dominante negativa, esencialmente un efecto dominante sobre la actividad del producto del gen diana 15
de tipo silvestre. Por ejemplo, un producto proteico de NIK con cinasa defectuosa, se puede unir a proteínas efecto-
ras (por ejemplo, SIVA), formando de este modo complejos inactivos e inhibiendo la señalización de NF-κB depen-
diente de NIK. Mutantes dominantes negativos de NIK son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo Hay 
(2003) Biochem. Biophys. Acta. 1642 (1-2):33-44; y Chandrasekar (2003) Biochem. J. 373:547-58. Una molécula 
dominante negativa de IKKα que bloquea la activación de NF-κB ha sido descrita por Shikama (2003) Eur. J. Immu-20
nol 33:1998-2006. Una molécula dominante negativa de TRAF-2 ha sido descrita por Costabnzo (2003) J. Cell Phy-
siol 195:402-10.

Alternativamente, un agente capaz de regular a la baja un gen diana de la presente descripción también puede ser 
cualquier compuesto que sea capaz de disminuir el proceso de transcripción y/o de traducción o los niveles de un 
ADN endógeno o ARNm que codifica un producto de un gen diana de la presente descripción. Por ejemplo, el trata-25
miento con PMA se puede utilizar para niveles de ARNm de CD27 como se describe en De Jonge 1991 infra.

Se apreciará que agentes adicionales (es decir, moduladores inmunes putativos) que se pueden usar en la presente 
descripción, se pueden identificar mediante el examen de su capacidad para aumentar o disminuir la señalización de 
NF-κB dependiente de NIK. Así, por ejemplo, se pueden someter a ensayo agentes para estudiar su capacidad para 
incrementar o disminuir la formación de complejos NIK-SIVA o la regulación de CD27 dependiente de NIK, utilizando 30
métodos citológicos, genéticos y/o bioquímicos que son bien conocidos en la técnica y se describen en los Ejemplos 
1-3 de la sección de Ejemplos, que sigue a continuación.

Las moléculas/agentes que se pueden usar para modular la actividad de NIK se pueden escrutar (identificar y/o 
seleccionar) poniendo en contacto una célula con un ligando de una familia de receptores de TNF/NGF capaz de 
inducir la vía canónica y alternativa dependiente de NIK en la célula, incubar la célula antes, después o durante 35
dicha puesta en contacto con moléculas sometidas a ensayo individuales, detectar la activación de la vía canónica 
en la célula y seleccionar molécula/s individuales capaces de modular la inducción de la vía canónica inducida por 
dicho ligando.

En una realización preferida, el ligando CD70, CD40L o Blys/BAFF se utiliza para el escrutinio de moléculas. Por 
otra parte, se pueden identificar nuevos ligandos capaces de inducir la vía canónica y alternativa dependiente de 40
NIK, tal y como se ejemplifica a continuación para CD70.

La detección de la activación de la vía canónica, para el escrutinio de las moléculas, se puede llevar a cabo median-
te el control de parámetros indicativos de la vía canónica, tales como como la degradación de IκB, la fosforilación de 
IκBα y la translocación de p65.

En una realización preferida de la invención, un tipo de célula linfoblastoide tal como células Ramos, Raji y BJAB se 45
utilizan para el escrutinio de las moléculas de la invención.

Además moléculas/agentes que se pueden utilizar para modular la actividad de NIK, se pueden escrutar poniendo 
en contacto una célula linfoblastoide con un ligando de una familia de receptores de TNF/NGF capaz de activar NIK 
y la vía canónica en la célula, incubando la célula antes, después o durante dicha puesta en contacto, con moléculas 
individuales sometidas a ensayo, detectar la activación de la vía canónica y seleccionar molécula/s individuales 50
capaces de modular la inducción de la vía canónica inducida por dicho ligando pero no por cualquier otro ligando 
capaz de inducir la vía canónica de una manera independiente de NIK, tal como TNF.

Los agentes para uso en relación con la presente invención se pueden administrar al sujeto por sí mismos, o como 
parte de una composición farmacéutica en la que se mezclan con un vehículo farmacéuticamente aceptable.

Tal y como se usa en esta memoria, una "composición farmacéutica" se refiere a una preparación de uno o más de 55
los ingredientes activos descritos en esta memoria, con otros componentes químicos tales como vehículos y exci-
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pientes fisiológicamente adecuados. El fin de una composición farmacéutica es facilitar la administración de un com-
puesto a un organismo.

En esta memoria, la expresión "ingrediente activo" se refiere a la preparación responsable del efecto biológico.

En lo sucesivo, las expresiones "vehículo fisiológicamente aceptable" y "vehículo farmacéuticamente aceptable" que 
se pueden utilizar de forma intercambiable, se refieren a un vehículo o un diluyente que no causa una irritación signi-5
ficativa a un organismo y no anula la actividad biológica y las propiedades del compuesto administrado. En estas 
expresiones se incluye un adyuvante. Uno de los ingredientes incluidos en el vehículo farmacéuticamente aceptable 
puede ser por ejemplo, polietilenglicol (PEG), un polímero biocompatible con una amplia gama de solubilidad tanto 
en medios orgánicos como acuosos (Mutter et al. (1979).

En esta memoria, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte añadida a una composición farmacéutica 10
para facilitar aún más la administración de un ingrediente activo. Ejemplos, sin limitación, de excipientes incluyen 
carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azúcares y tipos de almidón, derivados de celulosa, gelatina, aceites 
vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulación y la administración de fármacos se pueden encontrar en "Remington’s Pharmaceu-
tical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, PA, última edición.15

Las rutas de administración adecuadas pueden incluir, por ejemplo, una administración oral, rectal, transmucosa, 
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutáneas e intramedu-
lares como así como inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales, intranasa-
les o intraoculares. Alternativamente, se puede administrar una preparación de una forma local en lugar de sistémi-
ca, por ejemplo, a través de una inyección de la preparación directamente en una región específica del cuerpo de un 20
paciente.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención se pueden preparar mediante procedimientos bien cono-
cidos en la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolución, granulación, elabora-
ción de grageas, levigación, emulsión, encapsulación, atrapamiento o liofilización.

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invención se pueden formular de manera 25
convencional usando uno o varios vehículos fisiológicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares, 
que facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en preparaciones que se pueden utilizar farmacéuticamen-
te. Una formulación apropiada depende de la vía de administración elegida.

Para la inyección, los ingredientes activos descritos en esta memoria se pueden formular en soluciones acuosas, 
preferiblemente en tampones fisiológicamente compatibles tales como solución de Hank, solución de Ringer o tam-30
pón de solución salina fisiológica. Para la administración a través de la mucosa, utilizan en la formulación se utilizan 
los agentes de penetración apropiados para ser permeados a través de la barrera. Tales agentes de penetración se 
conocen generalmente en la técnica.

Para la administración oral, los compuestos se pueden formular fácilmente combinando los compuestos activos con 
vehículos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehículos permiten que los compuestos 35
descritos en esta memoria se formulen como comprimidos, píldoras, grageas, cápsulas, líquidos, geles, jarabes, 
suspensiones espesas, suspensiones y similares, para ingestión oral en un paciente. Las preparaciones farmacoló-
gicas para uso oral se pueden preparar usando un excipiente sólido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante, y 
procesando la mezcla de gránulos, después de añadir auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos 
o núcleos de grageas. Los excipientes adecuados son en particular, cargas tales como azúcares, incluyendo lactosa, 40
sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidón de maíz, almidón de trigo, 
almidón de arroz, almidón de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetil-celulosa, carbo-
metilcelulosa de sodio; y/o polímeros fisiológicamente aceptables tales como polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, 
se pueden añadir agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar o ácido algínico o una sal de 
los mismos, tal como alginato de sodio.45

Los núcleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este fin, se pueden utilizar soluciones 
de azúcar concentradas que pueden contener opcionalmente goma arábiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbo-
pol, polietilenglicol, dióxido de titanio, soluciones de laca y disolventes orgánicos adecuados o mezclas de disolven-
tes. Se pueden añadir colorantes o pigmentos a los comprimidos o a los recubrimientos de las grageas para la 
identificación o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.50

Las composiciones farmacéuticas, que se pueden utilizar por vía oral, incluyen cápsulas de ajuste por presión prepa-
radas a base de gelatina, así como cápsulas selladas blandas preparadas a base de gelatina y un agente plastifican-
te, tal como glicerol o sorbitol. Las cápsulas de ajuste por presión pueden contener los ingredientes activos en mez-
cla por adición con una carga tal como lactosa, aglutinantes tales como almidones, lubricantes tales como talco o 
estearato de magnesio y, opcionalmente, agentes estabilizantes. En las cápsulas blandas, los ingredientes activos 55
se pueden disolver o suspender en líquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina líquida o polietilenglico-
les líquidos. Además, se pueden añadir agentes estabilizantes.
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Todas las formulaciones para administración oral deben estar en dosificaciones adecuadas para la ruta de adminis-
tración elegida.

Para la administración bucal, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos o pastillas formuladas de 
manera convencional.

Para la administración por inhalación nasal, los ingredientes activos para uso descritos en esta memoria se suminis-5
tran convenientemente en forma de una presentación de pulverización en aerosol desde un envase presurizado o un 
nebulizador, empleando un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, dicloro-
tetrafluoroetano o dióxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificación se puede 
determinar proporcionando una válvula para suministrar una cantidad medida. Las cápsulas y los cartuchos, por 
ejemplo, de gelatina para uso en un dispensador, se pueden formular de forma que contengan una mezcla en polvo 10
del compuesto y una base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidón.

Las preparaciones descritas en esta memoria se pueden formular para administración parenteral, por ejemplo, me-
diante inyección de bolo o infusión continua. Las formulaciones para inyección se pueden presentar en forma de 
dosificación unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, opcionalmente, con un conservante aña-
dido. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehículos oleosos o acuosos, y 15
pueden contener agentes de formulación tales como agentes de suspensión, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administración parenteral incluyen soluciones acuosas de la preparación 
activa en forma hidrosoluble. Adicionalmente, las suspensiones de los ingredientes activos se pueden preparar como 
suspensiones adecuadas para inyección oleosas o a base de agua. Los disolventes o vehículos lipófilos adecuados 
incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres sintéticos de ácidos grasos, tales como oleato de 20
etilo, triglicéridos o Iiposomas. Las suspensiones acuosas para inyección pueden contener sustancias que aumentan 
la viscosidad de la suspensión, tales como carboximetil celulosa sódica, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la sus-
pensión también puede contener estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los ingredien-
tes activos para permitir la preparación de soluciones altamente concentradas.

Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para su constitución con un vehículo adecua-25
do, por ejemplo, una solución estéril, exenta de pirógenos a base de agua, antes de su uso.

La preparación descrita en esta memoria se puede formular también en composiciones rectales tales como suposito-
rios o enemas de retención, usando, por ejemplo, bases de supositorio convencionales tales como manteca de ca-
cao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en el contexto de la presente invención incluyen composicio-30
nes en las que los ingredientes activos están contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el objetivo deseado. 
Más específicamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de ingredientes activos, eficaz 
para prevenir, aliviar o mejorar los síntomas de una enfermedad o prolongar la supervivencia del sujeto que está 
siendo tratado.

La determinación de una cantidad terapéuticamente eficaz está incluida en las capacidades de los expertos en la 35
técnica.

Para cualquier preparación utilizada según la invención, una cantidad o dosis terapéuticamente eficaz se puede 
estimar inicialmente a partir de ensayos in vitro. Por ejemplo, una dosis se puede formular en modelos animales y tal 
información se puede utilizar para determinar con mayor precisión dosis útiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los ingredientes activos descritos en el presente documento se pueden de-40
terminar mediante procedimientos farmacéuticos convencionales in vitro, en cultivos celulares o en animales de 
experimentación. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos in vitro y celulares de cultivo y estudios animales se 
pueden utilizar para formular un intervalo de dosificación para uso en humanos. La dosificación puede variar depen-
diendo de la forma de dosificación empleada y de la vía de administración utilizada. La formulación exacta, la vía de 
administración y la dosificación las puede seleccionar el médico particular de cara al estado del paciente. (Véase, 45
por ejemplo, Fingl, et al., 1975, en "The Pharmacological Basis of Therapeutics", cap. 1 pág. 1).

Dependiendo de la gravedad y la capacidad de respuesta del estado a tratar, la dosificación puede ser una sola o 
varias administraciones, con un curso del tratamiento que dure desde varios días a varias semanas o hasta que se 
efectúa la curación o se logra una disminución del estado de enfermedad.

La cantidad de una composición que se va a administrar, por supuesto, dependerá del sujeto que está siendo trata-50
do, la gravedad de la dolencia, la forma de administración, el juicio del médico que prescribe, etc.

Las composiciones de la presente invención formuladas en un vehículo farmacéutico compatible también se pueden 
preparar, colocadas en un recipiente apropiado y etiquetadas para el tratamiento de una afección indicada.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención, si se desea, se pueden presentar en un envase o un 
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dispositivo dispensador, tal como un kit aprobado por la FDA, que puede contener una o varias formas de dosifica-
ción unitarias que contienen el ingrediente activo. El envase, por ejemplo, puede comprender una lámina de metal o 
de plástico, tal como un envase blíster. El envase o el dispositivo dispensador puede ir acompañado de las instruc-
ciones para la administración. El envase o el dispositivo dispensador también puede suministrar una notificación 
asociada con el recipiente en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricación, el uso o la 5
venta de productos farmacéuticos, en donde dicha notificación es un reflejo de la aprobación de la agencia de la 
forma de las composiciones o de la administración a humanos o veterinaria. Dicha notificación, por ejemplo, puede 
ser un etiquetado aprobado por la “Food and Drug Administration” de EE.UU. para medicamentos recetados o un 
prospecto del producto aprobado.

Se aprecia que ciertas características descritas en esta memoria, que son para una mayor claridad, descritas en el 10
contexto de realizaciones separadas, también se pueden proporcionar en combinación en una sola realización. A la 
inversa, diversas características descritas en esta memoria, que se describen, por brevedad, en el contexto de una 
sola realización, también se pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinación adecuada.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invención 15
de una manera no limitante.

Generalmente, la nomenclatura utilizada en esta memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la pre-
sente invención incluyen técnicas moleculares, bioquímicas, microbiológicas y de ADN recombinante. Tales técnicas 
se explican a fondo en la bibliografía. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" Sambrook et 
al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" volúmenes I-III Ausubel, R. M., compilador (1994); Ausubel et al., 20
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical 
Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA", Scientific 
American Books, Nueva York; Birren et al. (compiladores) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", vols. 1-
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologías tal y como se describen en los documen-
tos de Patente de EE.UU. nº 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory 25
Handbook", volúmenes I-III Cellis, J. E., compilador (1994); "Current Protocols in Immunology" volúmenes I-III Coli-
gan J. E., compilador (1994); Stites et al. (compiladores), "Basic and Clinical Immunology" (8ª Edición) Appleton & 
Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (compiladores), "Selected Methods in Cellular Immunology ", W. H. 
Freeman and Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos disponibles se describen extensamente en la bibliografía 
de patentes y científica, véase, por ejemplo, los documentos de Patente de EE.UU. nº 3.791.932; 3.839.153; 30
3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 
4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., compilador (1984); "Nucleic 
Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins S. J., compiladores. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. 
D., y Higgins S. J., compiladores (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R., compilador (1986); "Immobilized Cells 
and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzy-35
mology" vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications", Academic Press, San 
Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course 
Manual" CSHL Press (1996).

Otras referencias generales se proporcionan en este documento. Los procedimientos en el mismo se cree que son 
bien conocidos en la técnica y se proporcionan para la conveniencia del lector. 40

Ejemplo 1

Unión de NIK-SIVA 

La unión de NIK con SIVA y el efecto de su coexpresión se sometieron a ensayo utilizando ensayos de la unión, 
coexpresión e inmunoprecipitación.

Anticuerpos:45

El anticuerpo anti-HIS se adquirió en Sigma. El anticuerpo monoclonal anti-myc (clon 9E10) se purificó a partir del 
líquido ascítico de ratón sobre una columna de afinidad myc-péptido. 

Células:

Las células HEK293T se cultivaron en medio esencial mínimo de Eagle modificado con Dulbecco, complementado 
con suero de ternera fetal al 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina.50

Vectores de expresión:

Un vector para la expresión de NIK (SEQ ID NO: 1) fusionado en el extremo N-terminal con el marcador myc 
(EQKLISEEDL, SEQ ID NO: 5) se obtuvo a partir del Dr. Michael Kracht, Alemania. Los ADNc de SIVA1 humano 
(SEQ ID NO: 6) y SIVA2 (SEQ ID NO: 7) eran una amplificación con PCR de los ESTs y se clonaron en el vector 

E04799393
05-06-2014ES 2 469 670 T3

 



22

pcDNA3.1-HIS (Invitrogen). El plásmido pEGFP se adquirió en Clontech. NIK humana con una mutación correspon-
diente a la de la mutación aly de ratón (G860R) (Shinkura et al., 1999; NM_016896) se generó con un kit de muta-
génesis dirigida al sitio (Stratagene), utilizando (codificante) 5' CCAAGCTATTTCAATCGTGTGAAAGTCCAAATAC 
(SEQ ID NO: 8) y (no codificante) 5' GTATTTGGACTTTCACACGATTGAAATAGCTTGG (SEQ ID NO: 9)

Escrutinio de dos híbridos de levadura:5

Un inserto de NIK digerido con BamHI/XhoI procedente del vector pcNIK se subclonó en los sitios BamHI/SalI del 
vector del dominio de unión de ADN de Gal4, pGBKT7 (Clontech). Una genoteca de médula ósea humana transfor-
mada previamente (HL4053AH, Clontech) se sometió a escrutinio de dos híbridos utilizando pGBKT7-NIK como 
cebo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (manual del protocolo de levadura, Clontech -
www.clontech.com). Se identificaron clones positivos mediante una selección cuádruple y se sometió a ensayo la 10
actividad β-galactosidasa. La unión del clon SIVA a NIK y NIK624-947 se confirmó de nuevo y la unión de NIK a 
TRAF2 se evaluó con un ensayo de la expresión de β-galactosidasa utilizando la cepa informadora de levadura 
SFY526 (Clontech) y los vectores pGBKT7 y pGADT7.

Transfecciones, inmunotransferencia e inmunoprecipitaciones:

Para la coinmunoprecipitación de proteínas transfectadas, se sembraron células HEK293T en placas de 90 mm (1,5 15
x 106 células/placa) y se transfectaron utilizando el método de precipitación con fosfato de calcio (Sambrook et al., 
1989) un día después, utilizando una cantidad total de 10 µg de ADN en 10 ml de medio DMEM con 10% de FBS. 
Para la cotransfección se utilizó una mezcla 1:1 de los plásmidos que codificaban las proteínas sometidas a ensayo. 
Veinticuatro horas después de la transfección, las células se lavaron una vez con solución salina tamponada con 
fosfato (PBS) y se lisaron en 1 ml de tampón de lisis (Tris-HCl 10 mM (pH 7,6), NaCl 250 mM, 1% de NP-40, EDTA 1 20
mM, PMSF 1 mM) que incluía 1 x la mezcla completa de inhibidor de proteasa (Roche Molecular Biochemicals). Los 
materiales lisados, lavados previamente, se incubaron durante 2 horas a 4°C con 2 µg de anticuerpo anti-myc o anti-
HIS preadsorbido a perlas de proteína-G-Sefarosa (Amersham Biosciences). Las perlas se lavaron a continuación 
con tampón de lisis, se sometieron a SDS-PAGE, y las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y 
se analizaron con los anticuerpos indicados. Los anticuerpos se visualizaron con anticuerpos secundarios acoplados 25
a peroxidasa de rábano picante (HRP), usando el sistema de detección con transferencia Western con quimiolumi-
niscencia incrementada (ECL) (Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Prueba del gen informador:

La activación de NF-κB mediada con NIK se midió con el ensayo del gen informador. Células HEK293T (1,5 x 
105/pocillo) se sembraron en placas de 6 pocillos y se transfectaron con el método de precipitación con fosfato de 30
calcio (Sambrook et al., 1989) un día después. Para la cotransfección, se utilizó una mezcla 1:1 de los plásmidos 
que codificaban las proteínas que se iban a someter a ensayo. Para mantener la concentración total de ADN en 2 
µg/pocillo, se añadió un vector pcDNA3 (Invitrogen) "vacío". Veinticuatro horas después de la transfección, las célu-
las se recogieron, se lisaron y se determinó la actividad del gen informador usando el sistema de ensayo con lucife-
rasa (Promega).35

NIK se une a SIVA, una proteína adaptadora asociada con CD27:

El escrutinio de una genoteca de dos híbridos de médula ósea humana utilizando NIK como cebo, reveló que NIK se 
unía específicamente a una porción C-terminal de una proteína denominada SIVA que se había observado previa-
mente que se asociaba con CD27, un receptor de la familia TNF/NGF expresado principalmente en linfocitos T y B 
(Prasad et al., 1997). Como con la unión de TRAF a NIK (Malinin et al, 1997), el presente estudio mostró que la 40
porción C-terminal de SIVA se une a la porción C-terminal de NIK y que esta unión era más fuerte cuando se utiliza-
ban las porciones respectivas y no toda la proteína en los ensayos de unión (Figura 1a). Esto es probablemente 
debido a la propensión de la parte N-terminal de NIK a unirse a su propio extremo C-terminal y por lo tanto a blo-
quear la unión de esta porción con otras proteínas (Xiao y Sun, 2000).

La coexpresión de NIK con SIVA1 o SIVA2, las dos variantes por corte y empalme conocidas de SIVA (Yoon et al., 45
1999), en células HEK293 transfectadas transitoriamente, reveló que NIK se puede unir a SIVA en células de mamí-
fero. Como se muestra en las Figuras 1b-c, NIK coinmunoprecipitaba bidireccionalmente con las dos variantes de 
corte y empalme desde lisados de las células transfectadas. La cantidad de SIVA1 o SIVA2 en las células transfec-
tadas se incrementó cuando se coexpresaba con NIK, al parecer reflejaba una estabilización de SIVA por sus molé-
culas NIK asociadas. La expresión de NIK también se mejoró con la coexpresión de cualquiera de las dos variantes 50
por corte y empalme de SIVA (Figuras 1b, 1c). No se observó tal mejora después de la coexpresión de NIK con 
proteína verde fluorescente (GFP) o IKK1 (Figura 1d). La expresión de SIVA2 no aumentó la cantidad de NIK coex-
presada que contenía una mutación de sentido erróneo inactivante, correspondiente a la encontrada en los ratones 
aly (G860R), a pesar de que este mutante NIK coinmmunoprecipitaba con SIVA1 y en cierta medida también con 
SIVA2 (Figuras 1b-c). 55

SIVA también parecía ser capaz de afectar a la función de NIK. Cuando se expresaba solo, SIVA1 o SIVA2 solo 
causaron una ligera activación de NF-κB. Sin embargo, ambas variantes por corte y empalme mejoraban significati-
vamente la activación de NF-κB mediante la coexpresión con NIK, aunque no afectaban a la activación de NF-κB a 
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través del mutante aly coexpresado por NIK (Figura 1e).

Ejemplo 2

CD27 induce el procesamiento de IκB y NF-κB2/p100 en linfocitos, mientras que la detención de la síntesis de NIK 
en células linfoblastoides Ramos bloquea la activación de NF-κB inducida con CD27

La capacidad de CD70 (ligando de CD27) para inducir el procesamiento de IκB y NF-κB2/p100 en linfocitos se de-5
terminó mediante análisis con transferencia Western que utilizaba anticuerpos dirigidos contra p100, p52, RelB, IκBα 
y p65. El efecto de la presencia de NIK en estas células durante el procesamiento inducido se evaluó mediante aná-
lisis con transferencia Western de las mismas moléculas en células con NIK inhibida.

Reactivos:

CD70 (GenBank número de orden Y13636) se produjo por transfección a gran escala de células 293T de riñón em-10
brionario humano ( HEK) con las estructuras artificiales correspondientes para expresión (véase más abajo). MG132 
se adquirió en Calbiochem. Ficoll-Paque se adquirió en Amersham Biosciences. G418 se adquirió en Life Technolo-
gies. Fitohemaglutinina (PHA) se adquirió en Sigma. En todas las pruebas, se utilizó el medio condicionado de las 
células transfectadas con una dilución de 1:4

Anticuerpos:15

El anticuerpo anti-p52 se adquirió en Upstate Biotecnologies, los anticuerpos contra p65, RelB, CD27 y Lamina A/C 
en Santa Cruz Biotechnology, anti-IκBα en Transduction Laboratories, el anticuerpo monoclonal anti-myc se purificó 
tal y como se ha descrito en el Ejemplo 1. El anticuerpo monoclonal anti-NIK, NIK-81 se obtuvo mediante la inmuni-
zación de ratones con un péptido acoplado a KLH que se correspondía a una secuencia dentro del dominio cinasa 
de NIK (RLGRGSFGEVHRMEDK, SEQ ID NO: 10) que incluía una cisteína en el extremo N-terminal para el aco-20
plamiento. El anticuerpo monoclonal anti-NIK se purificó sobre Affigel (BioRad), una columna de afinidad a la que se 
acopló el péptido ligado a BSA.

Células:

Las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) se aislaron a partir de muestras de la capa leucoci-
taria mediante centrifugación en gradiente de Ficoll-Paque a 450 x g. Las células se sometieron a estimulación con 25
CD70 sin ningún tratamiento previo o después de su activación durante 48 horas con 1 µg/ml de PHA a la que siguió 
un período de reposo de 12 h sin PHA. Las PBMC, así como células de las líneas linfoblastoides B humanas proce-
dentes del linfoma de Burkitt, Ramos (Benjamin et al., 1982), Raji (Pulvertaft, 1964), se cultivaron en medio RPMI 
complementado con suero de ternera fetal al 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Las células 
HEK293T se cultivaron tal y como se ha descrito en el Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos.30

Vectores de expresión:

Los ADNc de los dominios extracelulares de mCD70, se amplificaron mediante PCR a partir de ESTs y se clonaron 
en fusión con una cremallera de leucina modificada y marcador FLAG (Fanslow et al., 1994) en pcDNA3 (Invitrogen). 
El ADNc correspondiente a la NIK de longitud completa se clonó en el vector del dominio que se une a ADN de Gal4, 
pGBKT7 (Clontech). NIK cuya secuencia estaba alterada para volverla no complementaria al ARNsi de NIK, se ge-35
neró usando como cebadores (codificante) 5' GAGGGTCTGGAATACCTACATTCCCGCAGGATTCTGCATGGG 
(SEQ ID NO: 11) y (no codificante) 5' CCCATGCAGAATCCTGCGGGAATGTAGGTATTCCAGACCCTC (SEQ ID 
NO: 12).

ARNsi y transducción de lentivirus:

El ARNsi de horquilla se expresó utilizando el vector pSUPER, tal y como se ha descrito previamente (Brummelkamp 40
et al., 2002). Brevemente, se diseñó un oligonucleótido de doble cadena para contener las secuencias directas e 
inversas que se correspondían a una región en el marco de lectura abierto de NIK humana (nucleótidos 1513-1531) 
ligadas por una región espaciadora de 9 pares de bases (ttcaagaga SEQ ID NO: 15): cadena codificante 5' 
gatccccTACCTCCACTCACGAAGGAttcaagagaTCCTTCGTGAGTGGAGGTAtttttggaaa (SEQ ID NO: 13); cadena no 
codificante 5' agcttttccaaaaaTACCTCCACTCACGAAGGAtctcttgaaTCCTTCGTGAGTGGAGGTAggg (SEQ ID NO: 45
14). Los dos oligonucleótidos se hibridaron y se clonaron en los sitios BglII y HindIII (Brummelkamp et al., 2002) del 
vector pSUPER para expresión bajo el control del promotor de ARN H1 (Brummelkamp et al., 2002). Se realizó una 
transfección transitoria con un exceso de hasta 5 veces de este pSUPER-NIK sobre NIK cotransfectada, tal y como 
se ha descrito anteriormente.

Un vector de lentivirus (Lois et al., 2002) se utilizó con el fin de expresar el pSUPER-NIK constitutivamente en célu-50
las Ramos. El casete que incluía el promotor H1 (Brummelkamp et al., 2002) y el ARNi de NIK se escindió del vector 
pSUPER utilizando EcoRI e HindIII (ambas de New England Biolabs), los extremos cohesivos se volvieron romos 
utilizando ADN polimerasa de T4 (New England Biolabs), y el fragmento romo se insertó en el sitio PacI romo del 
vector de lentivirus FUGW que expresaba GFP (Lois et al., 2002). Las células transducidas se clasificaron mediante 
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FACS según la expresión de GFP (FACS Vantage, Becton-Dickinson): las células clasificadas mostraban expresión 
de GFP y carencia de NIK durante meses. 

Transfecciones, inmunotransferencia e inmunoprecipitaciones:

Las transfecciones, inmunotransferencia e inmunoprecipitaciones se realizaron tal y como se ha descrito en el Ejem-
plo 1 de la sección de Ejemplos.5

Células Ramos (2-4 x 108; 1 x 108 células/ml) se lisaron y se inmunoprecipitaron con antisuero anti-NIK de ratón 
purificado por afinidad, acoplado a perlas de proteína-G-Sefarosa con el fin de detectar NIK endógena. La proteína 
precipitada se detectó por transferencia Western utilizando el anticuerpo NIK-81 y el kit de detección de quimiolumi-
niscencia SuperSignal West Femto (Pierce).

Para la inmunoprecipitación de las proteínas NF-κB, se diluyeron extractos nucleares procedentes de 10-20 x 10610
células hasta alcanzar la siguiente composición: 0,5% de NP-40, HEPES 10 mM, pH 7,9, NaCl 150 mM, EDTA 1 
mM, EGTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM (DTT), PMSF 1 mM, y 1 x la mezcla completa de inhibidor de proteasa. El anti-
cuerpo anti-RelB preadsorbido a perlas de proteína A-Sefarosa (Amersham Biosciences) se incubó con lisados 
nucleares preaclarados durante 2 horas a 4°C. Los inmunoprecipitados se analizaron por SDS-PAGE usando geles 
de NuPAGE con 4-12% de Bis-Tris (Invitrogen), y los geles se sometieron a transferencia Western tal y como se ha 15
descrito anteriormente.

La activación de ligandos de líneas de células linfoides y PBMC, se llevó a cabo típicamente mediante estimulación 
de 1 x 106 células durante los períodos de tiempo indicados en las figuras (0, 0,3 y 4 horas o 0, 1 y 4 horas; Figura 
2a-b) con los ligandos correspondientes, y los extractos nucleares y citoplásmicos se prepararon tal y como se ha 
descrito (Schreiber et al., 1989) y se analizaron por transferencia Western.20

La activación de ligandos de células Raji se realizó mediante la estimulación de las células durante los períodos de 
tiempo indicados en las figuras (0, 0,3 y 4 horas o 0, 1 y 4 horas; Figura 2a-b) con CD70. La activación de ligandos 
de células Ramos normales y NIK(MENOS) se realizó estimulando las células durante los períodos de tiempo indicados 
en las figuras (0, 0,3, 1, 4 y 20 horas; Figuras 2d-e o 0, 0,15, 0,3, 4 y 16 horas; Figura 2h) con CD70.

La reintroducción de NIK en las células NIK(MENOS) se realizó por nucleotransfección de células NIK(MENOS) con el 25
vector de expresión utilizando el kit V de Nucleofector de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Amaxa Bio-
systems). En resumen, 2 x 106 células NIK(MENOS) se nucleofectaron con 4 µg de plásmido de NIK mutado marcado 
con myc y 1 µg de pcDNA.3 en solución V, empleando el programa S18 en el dispositivo Nucleofector. Las células 
que expresaban de forma estable la proteína transfectada se seleccionaron sobre G418 (1 mg/ml).

Ensayo con proteína cinasa C:30

La actividad PKC en células Ramos testigo y en células Ramos carentes de NIK se midió (0, 15 y 30 minutos) des-
pués de la estimulación con CD70 mediante el uso del sistema de ensayo con Proteína Cinasa C de Signatect (Pro-
mega). La actividad enzimática de la PKC se determinó restando los valores obtenidos cuando se realizó el ensayo 
en ausencia de fosfolípidos, de los obtenidos en su presencia.

CD27 induce el procesamiento de IκB y NF-κB2/p100 en linfocitos:35

La capacidad de NIK para unirse a SIVA sugirió que NIK podría desempeñar un papel en la función celular de CD27. 
Por lo tanto, se examinaron los efectos de CD27 sobre la vía de activación alternativa de NF-κB en la que la función 
de NIK había sido implicada.

El tratamiento de leucocitos mononucleares humanos de sangre periférica (PBMC) con el ligando de CD27, CD70, 
inducía una rápida disminución de IκBα (Figuras 2a, 2b, paneles superiores), indicando que el receptor puede des-40
encadenar la activación de la vía canónica de NF-κB. Esta disminución fue más fácil de detectar en PBMC activa-
das, en las que el nivel de IκBα basal es alto (Figura 2b, panel superior), pero con un examen cuidadoso también se 
podría discernir en PBMC no estimuladas, que contienen mucho menos IκBα (Figura 2a, panel superior). En las 
PBMCs en reposo, CD70 también inducía la translocación de NF-κB2/p52 (p52), así como de RelB a los núcleos, lo 
que indicaba que CD27 también estimula la vía alternativa de NF-κB en estas células (Figura 2a, panel inferior). 45
Después de la activación con PHA, que da como resultado un aumento de la expresión tanto de CD27 como de 
CD70 en PBMC (de Jong et al., 1991 y Hintzen et al., 1994), el nivel nuclear basal de p52 y RelB era muy alto, evi-
tando la determinación del efecto de CD70 aplicado sobre la generación de p52 (Figura 2b, panel inferior).

El presente estudio también mostraba que CD70 induce la degradación de IκBα y la translocación nuclear de RelB y 
NF-κB2/p52 en líneas linfoblastoides Ramos y Raji (Figura 2c y paneles de la izquierda en la Figura 2d, 2e). El tra-50
tamiento de células Raji con CD70 induce la degradación de IκBα al cabo de 20 minutos de la aplicación de CD70, 
aunque posteriormente aumentaron los niveles de IκBα. La degradación de IκBα se asoció con la translocación nu-
clear de p65, RelB y NF-κB2/p52 (Figura 2c).

Se observó un patrón similar de degradación de IκBα en células Ramos después de la aplicación de CD70 (Figura 
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2e, panel izquierdo). La degradación de IκBα se asoció con un aumento prolongado de los niveles nucleares de p65 
(Figura 2e, panel izquierdo). Por otro lado, la translocación nuclear de RelB se produjo más bien lentamente, alcan-
zando una translocación máxima aproximadamente 4 horas después de la aplicación de CD70 (Figura 2d, panel 
izquierdo). La translocación nuclear de p52 comenzó en los primeros 20 minutos y se mantuvo durante 20 horas. La 
acumulación de p100 en los núcleos de las células Ramos apareció durante la primera hora (Figura 2d, panel de la 5
izquierda), un proceso que se sugirió que reflejaba la translocación inducida de esta proteína, en asociación con 
RelB, al núcleo (Yilmaz et al., 2003).

La detención de la síntesis de NIK en células linfoblastoides Ramos bloquea la activación inducida por CD27 tanto 
de la vía canónica como de la alternativa de NF-κB:

Para examinar el papel de NIK en la activación de diversas formas de NF-κB a través de CD27, se detuvo la síntesis 10
de NIK en células Ramos infectando estas células con un vector de lentivirus que expresaba un ARN corto de inter-
ferencia de horquilla (ARNsi) capaz de bloquear la síntesis de NIK. El análisis Western confirmó que tanto en una 
situación de expresión transitoria como estable, el vector de ARNsi detenía de forma eficaz la síntesis de NIK (Figura 
2f, paneles superior y medio). Como era de esperar por la referida participación de NIK en la vía alternativa de NF-
κB, el tratamiento de las células Ramos NIK(MENOS) con CD70 no inducía la translocación de p52 o de RelB a sus 15
núcleos. La translocación de p100 inducida por CD70 en estas las células, también se retrasó significativamente 
(Figura 2d, panel derecho). La carencia de NIK también dio como resultado una incapacidad de CD70 para inducir la 
degradación de IκBα o la translocación nuclear de p65 (Figura 2e, panel de la derecha), ambas manifestaciones de 
la vía canónica.

Las pruebas testigo confirmaron que las células Ramos NIK(MENOS) expresan CD27 a niveles comparables con los de 20
las células Ramos normales y por lo tanto muestran una activación normal de la proteína cinasa C (PKC) después 
de la activación con CD27 (Erlichman y Howard, 1999) (Figura 2g y su inserción). Estos resultados indicaron que la 
incapacidad de las células Ramos NIK(MENOS) para activar NF-κB no estaba causada por una función aberrante de 
CD27. Para verificar esta observación, se restableció la expresión NIK en las células NIK(MENOS) (Figura 2f, panel 
inferior) mediante la transfección de estas células con ADNc de NIK marcado con myc, al que se habían introducido 25
cambios conservadores de la secuencia para que no fuera complementario a la secuencia del ARNsi de NIK. Aun-
que los niveles nucleares de IκBα y de p52 en estas células eran algo mayores de lo normal (probablemente debido 
a una señalización espontánea de NIK como consecuencia de su nivel de expresión supranormal), las células re-
constituidas con NIK(MENOS) recuperaron la capacidad de responder a CD70 tanto con un aumento de p52 nuclear 
como con una disminución transitoria en IκBα (Figura 2h), confirmando adicionalmente el papel fundamental de NIK 30
en la activación de la vía alternativa y la vía canónica de NF-κB.

Ejemplo 3

Efecto de la inhibición de NIK sobre las vías canónica y alternativa de NF-κB

La capacidad de CD40, BLyS, TNF, tapsigargina o PMA para inducir las vías canónica y alternativa de NF-κB se 
determinó mediante análisis de transferencia Western que utilizaban anticuerpos dirigidos contra p100, p52, RelB, 35
IκBα y p65. El efecto de la presencia de NIK en las células se evaluó por análisis de transferencia Western de las 
mismas moléculas en células con NIK inhibida.

Reactivos:

La producción de hCD154 (CD40L) y hBLyS/BAFF se realizó mediante transfección a gran escala de células 293T 
de riñón embrionario humano (HEK) con las estructuras artificiales para expresión correspondientes (véase más 40
abajo). En todas las pruebas, los medios condicionados de las células transfectadas eran como se ha descrito en el 
Ejemplo 2. TNF, un regalo del Dr. G. Adolf, Boehringer Institute, Viena, Austria, se aplicó a las células a una concen-
tración de 50 ng/ml. La tapsigargina, el 4β-forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) y la fitohemaglutinina (PHA) se ad-
quirieron en Sigma.

Anticuerpos:45

La fuente de anticuerpos contra p65, RelB, p52, p100, IκB se ha descrito en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos. 
Anti c-Rel fue adquirido en Santa Cruz Biotechnology. Anti-actina β y anti-FLAG se adquirieron en Sigma. Anti-fosfo-
IκBα se adquirió en Cell Signaling Technology.

Células:

Las células Ramos. (Benjamin et al., 1982) se cultivaron como se ha descrito en el Ejemplo 2 de la sección de 50
Ejemplos.

Vectores de expresión:

Los ADNc de los dominios extracelulares de hCD154 (CD40L) (clon de la ATCC 79814) y hBLyS/BAFF (clon de 
Resgen 631119) se amplificaron con PCR a partir de ESTs y se clonaron en fusión con una cremallera de leucina 
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modificada y marcador FLAG (Fanslow et al., 1994) en pcDNA3 (Invitrogen). La inhibición de NIK se generó tal y 
como se ha descrito en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos.

Transfecciones, inmunotransferencia e inmunoprecipitaciones:

Las transfecciones, la inmunotransferencia y las inmunoprecipitaciones se realizaron tal y como se ha descrito en el 
Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos. IκBα fosforilada se detectó después de un pretratamiento (2 h) con el inhibidor 5
de proteasoma MG132 (25 µM).

La activación de ligandos de las células Ramos normales y NIK(MENOS) se realizó mediante la estimulación de las 
células durante los periodos de tiempo indicados: 0, 0,2, 0,5, 1 y 16 horas (Figura 3a), 0, 0,25, 1 y 16 (Figura 3a-b) 
con CD40L, durante períodos de tiempo de 0,3, 4 y 20 horas (Figura 3c-d) con BLyS, durante períodos de tiempo de 
0, 0,3, 4 y 20 horas (Figura 3e) o 0, 0,3, 1, 4 y 20 horas (Figura 3f) con TNF. La estimulación de las células con 10
CD70 y TNF se realizó durante 0, 15 minutos y 4 horas (Figura 3g). La estimulación con tapsigargina y PMA se rea-
lizó durante 0, 30 minutos y 4 horas (Figura 3h).

Estudios de los efectos de diversos ligandos de la familia de TNF sobre la activación de NF-κB en linfocitos han 
mostrado la activación tanto de la vía canónica como de la alternativa de NF-κB a través de dos ligandos, el ligando 
de CD40 (CD40L) (Berberich et al., 1994) (Coope et al., 2002) y BLyS/BAFF (Claudio et al., 2002) (Kayagaki et al., 15
2002) (Hatada et al., 2003). Por otra parte, TNF, aunque es capaz de desencadenar eficazmente la vía canónica, 
parece incapaz de desencadenar la vía alternativa (Matsushima et al., 2001) (Yin et al., 2001) (Dejardin et al., 2002) 
(Yilmaz et al., 2003). TNF induce solo un ligero aumento en p52 nuclear, mucho menos que el inducido por ligandos 
tales como CD40L (Yilmaz et al., 2003) (Derudder et al., 2003), probablemente a través de la estimulación de la 
síntesis de p100 (de Wit et al., 1998). TNF también induce la síntesis de RelB (Bren et al., 2001), que se acumula en 20
parte en el núcleo, aparentemente a través de una translocación nuclear inducida de los dímeros p100:RelB (Yilmaz 
et al., 2003)

Las respuestas de las células Ramos a CD40L, BLyS/BAFF y TNF en el presente estudio eran compatibles con esos 
informes. Los tres ligandos inducían la activación de la vía canónica, tal y como se refleja en la rápida translocación 
nuclear de p65 (Figuras 3b, 3d, 3f, paneles de la izquierda). Esta translocación se asoció con una disminución en 25
IκBα (Figuras 3b, 3f, paneles de la izquierda) o, en el caso de inducción con BLyS/BAFF, se detectó una fosforilación 
de IκBα con ningún cambio visible en sus niveles celulares (Figura 3d, panel izquierdo). CD40L y BLyS/BAFF tam-
bién indujeron un gran aumento de p52 nuclear, así como de RelB, reflejando ambos la activación de la vía alternati-
va (Figuras 3a, 3c, paneles de la izquierda). TNF inducía una translocación nuclear de RelB, pero solo un ligero 
aumento de p52 nuclear (Figura 3e, el panel de la izquierda). La evaluación de la coinmunoprecipitación de diversas 30
proteínas de NF-κB a partir de extractos nucleares de células Ramos, confirmaron que aunque CD70 aumenta la 
acumulación nuclear principalmente de RelB:p52, también aumenta la de RelB:p100, TNF induce un aumento de los 
niveles nucleares de RelB:p100 sin aumentar RelB:p52 (Figura 3g).

La inducción de la vía de NF-κB a través de CD40L, BLyS/BAFF, TNF, tapsigargina y PMA se sometió a ensayo en 
células Ramos en las que se había detenido la expresión de NIK. Todos los efectos de CD40L y BLyS sobre la acti-35
vación de NF-κB (translocación nuclear de p100, p52, p65 y RelB así como degradación de IκBα en el citoplasma) 
se detuvieron en las células Ramos NIK(MENOS) (Figuras 3 a-d, paneles de la derecha). En contraste, la inducción de 
la degradación de IκBα a través de TNF y la translocación nuclear resultante de p65, así como la inducción de la 
translocación nuclear de p100 y RelB, se produjeron en las células NIK(MENOS), con la misma eficacia que en las 
células que expresaban NIK (Figuras 3e, 3f, paneles de la derecha). El agotamiento de NIK tampoco tuvo ningún 40
efecto sobre la degradación de IκBα como respuesta a la tapsigargina, un inhibidor de la adenosina trifosfatasa Ca2+

del retículo sarcoplásmico que desencadena la activación de NF-κB a través de la inducción de estrés del retículo 
endoplásmico (Pahl y Baeuerle, 1996), o a 4β-forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), un agente de activación de NF-
κB a través de la estimulación de PKC (Sen y Baltimore, 1986) (Figura 3h).

Además de la pérdida de falta de respuesta a los efectos de CD70, CD40 y BLyS/BAFF sobre NF-κB, las células 45
Ramos NIK(MENOS) también mostraban algunas alteraciones constitutivas de sus niveles basales de proteínas NF-κB. 
Mostraron una marcada reducción de p52 basal y una disminución significativa de RelB y c-Rel, así como una cierta 
reducción de p100 e IκBα (Figuras 3e, 3f y 3i). La expresión de todas las proteínas anteriores depende en parte de la 
activación de NF-κB (Hannink y Temin, 1990; Ten et al., 1992; Lombardi et al., 1995 y Bren et al., 2001). p65, cuya 
expresión es independiente de NF-κB (Ueberla et al., 1993), se produjo en células NIK(MENOS) en cantidades norma-50
les (Figura 3i), aunque se redujo su nivel nuclear basal (Figura 2e). Estas alteraciones constitutivas de los niveles de 
proteínas NF-κB en las células NIK

(MENOS)
 evocan a las observadas en los linfocitos de los ratones aly (Yamada et 

al., 2000). Probablemente reflejan la detención de los efectos de algunos mediador(es) autocrinos que activan conti-
nuamente NF-κB ligeramente, de una manera dependiente de NIK.

Ejemplo 455

Efecto de los anticuerpos contra el bucle de activación fosforilado de NIK sobre la degradación de IκBα

Anticuerpos contra el bucle de activación fosforilado de NIK (αp-NIK) se introdujeron en células Ramos y BJAB 
creando instantáneamente la eliminación de la activación de NIK. Se midió el efecto de estos anticuerpos sobre la 
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inducción de la degradación de IκBα a través de CD70 y CD40L y TNF.

Reactivos:

CD70 se produjo tal y como se ha descrito en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos. CD40L fue producido tal y 
como se ha descrito en el Ejemplo 3 de la sección de Ejemplos. TNF se obtuvo tal y como se ha descrito en el 
Ejemplo 3 de la sección de Ejemplos. [γ32P]ATP se adquirió de Amersham Biosciences.5

Anticuerpos:

El anticuerpo de IκBα se describe en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos. El anticuerpo monoclonal anti-myc se 
purificó tal y como se ha descrito en el Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos. Un anticuerpo monoclonal contra el 
bucle de activación de NIK fosforilado (α-pNIK) se obtuvo mediante la inmunización de ratones con un péptido aco-
plado a KLH, correspondiente al bucle de activación de NIK en el que Thr559 se había fosforilado. El anticuerpo 10
monoclonal anti-NIK, NIK-81, se obtuvo tal y como se ha descrito en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos. Ambos 
anticuerpos monoclonales anti-NIK se purificaron en columnas de afinidad a las que se habían acoplado sus pépti-
dos correspondientes.

Células:

Las células Ramos y las células HEK293T se han descrito en el Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos. Las células 15
BJAB (Clements et al., 1975) se cultivaron en medio RPMI complementado con 10% de suero de ternera fetal, 100 
U/ml de penicilina, y 100 µg/ml de estreptomicina.

Vectores de expresión:

Los ADNc para los dominios extracelulares de CD70 se clonaron tal y como se ha descrito en el Ejemplo 2 de la 
sección de Ejemplos. hCD154 (CD40L) y hBLyS/BAFF se clonaron tal y como se ha descrito en el Ejemplo 3 de la 20
sección de Ejemplos.

Transfecciones, inmunotransferencia e inmunoprecipitaciones:

Las transfecciones, la inmunotransferencia y las inmunoprecipitaciones se realizaron tal y como se han descrito en el 
Ejemplo 1 y en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos.

Transfección de anticuerpos:25

Los anticuerpos se transfectaron en células en medio exento de suero utilizando el kit Pro-ject Protein Transfection 
Reagent (Pierce), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se aplicaron los ligandos en medio regular (que 
contenía suero) (RPMI 1640 con 10% de FBS), 3-4 horas después de la transfección del anticuerpo.

Evaluación de la absorción de inmunoglobulina marcada con FITC:

La evaluación de la captación de inmunoglobulina marcada con FITC se realizó a través de microscopía de fluores-30
cencia, 0, 1, 4 y 8 horas después de la transfección.

La activación de NIK, se eliminó de forma instantánea con el fin de excluir la posibilidad de que las diferencias de los 
efectos de los ligandos, observadas entre las células NIK(MENOS) y las células normales fueran secundarias a tales 
alteraciones constitutivas que ocurren en las células como consecuencia de una carencia prolongada de NIK. La 
activación de NIK implica la fosforilación de su bucle de activación (Lin et al., 1998). Se observó que un anticuerpo 35
monoclonal que se obtuvo contra un fosfopéptido correspondiente al bucle de activación de NIK fosforilado (α-pNIK)
y que se introdujo en células Ramos, bloqueaba de manera eficaz la función cinasa in vitro de NIK en una forma 
dependiente de la dosis (Figura 4a, panel superior). La Figura 4b ilustra que el tratamiento de células Ramos con un 
kit de transfección de proteínas permitía la introducción eficaz, aunque transitoria de inmunoglobulinas en las célu-
las. La introducción de los anticuerpos α-pNIK en las células Ramos no tuvo ningún efecto sobre la inducción de la 40
degradación de IκBα a través de TNF. Sin embargo, los anticuerpos bloqueaban eficazmente la inducción de la 
degradación de IκBα a través de CD70 o CD40L (Figura 4c). En las células BJAB, CD40L inducía la degradación de 
IκBα y esta inducción se redujo significativamente cuando se introdujeron los anticuerpos α-pNIK (Figura 4d). Estos 
hallazgos confirman adicionalmente que, aunque NIK no participa en la activación de la vía canónica a través de 
TNF, su función en los linfocitos es crucial para la activación de la vía canónica a través de otros ligandos.45

Ejemplo 5

Efecto de CD70 sobre la activación de la vía canónica

Se compararon las capacidades de TNF y CD70 para activar el señalosoma IKK. Su efecto sobre los mecanismos, 
de la vía canónica se examinó en células testigo y carentes de NIK. El efecto de la presencia de NIK en las células 
se evaluó mediante análisis de transferencia Western de las mismas moléculas sobre células con NIK inhibida.50
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Reactivos:

CD70 se describe en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos, TNF se describe en el Ejemplo 3 de la sección de 
Ejemplos.

Anticuerpos:

Anti-myc se purificó tal y como se ha descrito en el Ejemplo 1 de la sección de Ejemplos. Anti-IκBα y anti-NIK (NIK-5
81) se describen en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos. Anti-fosfo-IκBα se describe en el Ejemplo 3 de la sec-
ción de Ejemplos. El anticuerpo contra el bucle de activación de NIK fosforilado (α-pNIK) se describe en el Ejemplo 4 
de la sección de Ejemplos. Las perlas M2 anti-FLAG se adquirieron en Sigma. IKKα (M280 y H744) en Santa Cruz 
Biotechnology, anti-IKKβ y anti-IKKγ en BD-Pharmingen.

Células:10

Las células Ramos y las células PBMC se han descrito en el Ejemplo 2 de la sección de Ejemplos.

Vectores de expresión:

GST-IκBα fue un regalo de Signal pharmaceuticals. Los vectores que inhiben a NIK se describen en el Ejemplo 2 de 
la sección de Ejemplos.

Transfecciones, inmunotransferencia e inmunoprecipitaciones:15

Las transfecciones, la inmunotransferencia y las inmunoprecipitaciones se realizaron tal y como se ha descrito en el 
Ejemplo 2 y en el Ejemplo 3 de la sección de Ejemplos. Para la inmunoprecipitación de los complejos ligando-
receptor CD70/CD27 desde células PBMC y Ramos en reposo, se prepararon lisados celulares tal y como se ha 
descrito para los ensayos de cinasa mencionados anteriormente y se incubaron durante 4 horas a 4°C con 25 µl de 
50% de perlas de agarosa M2-FLAG por ml de lisado. El complejo del receptor de TNF se precipitó tal y como se ha 20
descrito (Zhang et al., 2000). El señalosoma procedente de lisados celulares se inmunoprecipitó utilizando una mez-
cla 1:1 de dos anticuerpos diferentes contra IKK1 (M-280 y H-744, Santa Cruz). Se permitió que la inmunoprecipita-
ción continuara durante 2 horas a 4°C, utilizando 10 µg de anticuerpos anti-IKKα adsorbidos a 25 µl de perlas de 
50% de proteína-A-Sefarosa por ml de lisado.

La fosforilación in vitro de GST-IκBα en células Ramos normales y NIK(MENOS) se realizó estimulando las células 25
durante los períodos de tiempo indicados (0, 0,25 y 4 horas) (Figura 5a) con CD70 o TNF.

Pruebas de cinasa:

La actividad cinasa IKK in vitro de los complejos de receptor y del complejo del señalosoma citoplásmico, utilizando 
GST-IκBα expresada en bacterias (1-54) (Uhlik et al., 1998 y Dejardin et al., 2002)) como sustrato, se evaluó como 
se ha descrito previamente (Uhlik et al., 1998 y Dejardin et al., 2002). Brevemente, 2-4 x 10

8
 células Ramos se lisa-30

ron mediante rotación durante 30 minutos a 4°C en tampón de lisis (HEPES 20 mM, pH 7,6, NaCl 250 mM, 0,5% de 
NP-40, β-glicerofosfato 20 mM, EDTA 1 mM, fosfato de p-nitrofenilo 20 mM, vanadato de sodio 0,1 mM, fluoruro de 
sodio 2 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM y 1x la mezcla inhibidora de proteasa completa). Los residuos celulares se 
eliminaron por centrifugación a 10.000 x g y el material lisado se aclaró previamente con perlas de proteína A/G 
sobre las que se había adsorbido suero preinmune de conejo/ratón, y después se sometió a inmunoprecipitación 35
durante 2 horas a 4°C. Los inmunoprecipitados se lavaron cuatro veces con tampón de lisis y dos veces con tampón 
de cinasa (HEPES 20 mM pH 7,6, MgCl2 20 mM, β-glicerofosfato 20 mM, EDTA 1 mM, fosfato de p-nitrofenilo 2 mM 
y DTT 2 mM). La reacción de la cinasa se permitió continuar incubando las proteínas inmunoprecipitadas unidas a 
perlas de 20 µl en tampón de cinasa (40 µl) que contenía 1 µg de GST-IκBα (1-54) y 5 µCi de [γ32P]ATP a 30°C 
durante 30 minutos. La actividad cinasa de NIK se determinó en las mismas condiciones, empleando NIK marcada 40
con myc que se había hiperexpresado en células HEK293T transfectadas y se inmunoprecipitaron usando anticuer-
pos anti-myc. El ensayo de cinasa se llevó a cabo en presencia de α-pNIK o IgG como testigo, después de la prein-
cubación del inmunoprecipitado con los anticuerpos durante 1 hora a 4°C. Las muestras de las reacciones de cinasa 
se separaron en SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, se visualizaron mediante autorradiogra-
fía y las proteínas indicadas se sometieron a análisis de transferencia Western.45

La activación de la vía canónica a través de CD70 está asociada con una incorporación selectiva dependiente de 
NIK, de IKK1 en CD27:

El evento decisivo en la vía canónica es la estimulación de la actividad cinasa de IκB del complejo del señalosoma 
IKK. Las capacidades de TNF y CD70 para activar el señalosoma IKK se compararon con el fin de examinar las 
diferencias en los mecanismos de activación de la vía canónica a través de estos dos ligandos.50

Se observó que tanto TNF como CD70 mejoraban la función cinasa in vitro del señalosoma IKK, que se manifestaba 
con la fosforilación de GST-IκBα (Figura 5a), así como en la autofosforilación de las IKKs y la fosforilación de NEMO 
(Figura 5b). Sin embargo, aunque la activación del señalosoma a través de TNF no estaba afectada por la carencia 
de NIK, el efecto de CD70 sobre el señalosoma se anuló en las células NIK(MENOS) (Figura 5a, b).
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Después de la activación del señalosoma a través de TNF, los tres componentes del señalosoma (IKK1, IKK2 y 
NEMO) fueron incorporados, con aproximadamente la misma proporción que la que se observó en el complejo que 
forman en el citosol. La incorporación del señalosoma en el receptor de TNF p55 después del tratamiento con TNF, 
se induce con la misma eficacia en las células NIK(MENOS) que en las células de tipo silvestre (Figura 5c, paneles de 
la derecha). CD70 parece inducir la incorporación de solo uno de los tres componentes del señalosoma canónico, 5
IKK1, en CD27 y su incorporación en CD27 después del tratamiento con CD70, está completamente anulada en las 
células NIK(MENOS), lo que indica que se requiere la función NIK para este proceso (Figura 5c, paneles de la izquier-
da). Una incorporación selectiva similar de IKK1 en CD27 después del tratamiento con CD70, también se observó en 
PBMC (Figura 5d). En el caso tanto del receptor de TNF p55 como de CD27, la actividad cinasa de las IKKs asocia-
das con los receptores era más débil que la del señalosoma citoplásmico (fosforilación de GST-IκBα en los paneles10
superior e inferior de la Figura 5c y también en los paneles de la derecha y la izquierda de la Figura 5d), lo que su-
giere que la incorporación no da como resultado una activación completa del señalosoma, sino simplemente la ini-
ciación del proceso de activación.

El evento más temprano conocido en la activación del señalosoma a través de TNF es su incorporación en el recep-
tor de TNF p55, un proceso facilitado por la incorporación de la proteína adaptadora RIP y TRAF2 en ese receptor. 15
CD70 no induce la incorporación de RIP en CD27, sin embargo, como se muestra en la Figura 6a, induce la incorpo-
ración de TRAF2. Curiosamente, las moléculas de TRAF2 incorporadas en CD27 muestran una amplia modificación 
del patrón electroforético, que se corresponde probablemente con la ubicuitinación. CD70 también inducía la incor-
poración del señalosoma. La incorporación del señalosoma en el receptor de TNF se prolongaba, mientras que la 
asociación de los tres componentes del señalosoma con CD27 solo se pudo observar durante unos pocos minutos. 20
Posteriormente las cantidades de IKK2 y NEMO en el complejo de CD27 disminuyeron considerablemente. Sorpren-
dentemente, sin embargo, las cantidades de IKK1 asociadas con el receptor se mantuvieron elevadas durante mu-
cho tiempo (Figura 6a, panel izquierdo). Un mantenimiento selectivo similar de IKK1 en asociación con CD27 des-
pués del tratamiento con CD70, también se observó en PBMC (Figura 6b).

Tanto TNF como CD70 también inducían la incorporación de los tres componentes del complejo canónico de NF-κB, 25
IκBα, p65 y p50. Aunque el procesamiento de p100 está inducido por CD70 y no por TNF, la incorporación de p100 
en su receptor estaba inducida por TNF pero no por CD70 (Figura 6a, panel derecho). Esta incorporación se había 
sugerido previamente que tenía lugar a través de la unión del dominio de muerte en p100 con el de la proteína adap-
tadora asociada al receptor de TNF p55, TRADD, y parece que no sirve para activar NF-κB, sino para amplificar la 
inducción de muerte a través de este receptor mediante la activación de la caspasa-8 (Wang et al. 2002).30

En las células NIK, la incorporación en el receptor TNF p55 se produjo con la misma eficacia que en las células de 
tipo silvestre (Figura 6c, panel derecho). Por el contrario, la incorporación de los componentes del señalosoma en 
CD27 estaba completamente anulada (Figuras 6c, d, paneles de la izquierda). La introducción de NIK de tipo silves-
tre, pero no de NIK con "cinasa-muerte", a las células NIK- restablecía la incorporación como respuesta a CD70 
(Figura 6d, paneles medio y de la derecha).35

CD70, pero no TNF, también inducía la incorporación de NIK a su receptor. Esta incorporación se pudo observar 
tanto en las células que expresaban la enzima de tipo silvestre como en las que expresaban su mutante "nik-muerte" 
(Figura 6d). Por lo tanto, aunque la incorporación de los componentes del señalosoma en CD27 depende de la fun-
ción cinasa de NIK, la incorporación de la propia NIK en el receptor parece que tiene lugar de forma independiente 
de su actividad enzimática.40

Ejemplo 6

Modelo especulativo de los mecanismos que inician la activación de NF-κB a través de TNF y CD70

Después de comparar los eventos iniciadores de la activación de NF-κB independiente de NIK a través de TNF y de 
la activación dependiente de NIK a través de CD70, observamos que la participación de NIK en la activación de la 
vía canónica se limita al efecto de inductores específicos.45

La activación de NF-κB a través del receptor de TNF p55 está asociada con la incorporación de todo el señalosoma 
en él, y en el proceso los componentes del señalosoma interaccionan con TRAF2 y RIP (Zhang et al., 2000) (Devin 
et al., 2000) (Devin et al., 2001). La activación de la vía canónica a través de CD70, igual que su activación a través 
de TNF, está asociada con la incorporación de los componentes del señalosoma IKK1, IKK2 y NEMO en el complejo 
del receptor. Sin embargo, a diferencia de TNF, CD70 induce también la incorporación de NIK y los componentes del 50
señalosoma IKK2 y NEMO en su receptor.

La incorporación del señalosoma junto con NIK en CD27 está seguida poco después por una fuerte disminución 
tanto de IKK2 como de NEMO en el complejo del receptor. IKK1 y NIK, sin embargo, siguen estando asociadas con 
el receptor durante mucho tiempo. La última forma del complejo CD27 sirve probablemente para iniciar la vía 
alternativa (véase el modelo hipotético en la Figura 7).55

Al igual que la incorporación de todo el señalosoma en CD27, la asociación preferida posterior de IKK1 con el recep-
tor no se puede observar en células carentes de NIK o en células que expresan mutantes de NIK no funcionales.

E04799393
05-06-2014ES 2 469 670 T3

 



30

Al parecer, estas dos etapas de la incorporación a través de CD70 están ligadas mecánicamente, lo que garantiza 
que el inicio de la vía de activación alternativa dependiente de NIK está acoplado con el de la vía canónica.

De acuerdo con la invención, se encontró que NIK se une a SIVA, una proteína que parece estar asociada con CD27 
(Prasad et al., 1997). Estudios de la técnica anterior han mostrado que SIVA media en la inducción de la muerte 
celular a través de CD27. Sin embargo, la inducción de muerte parece estar restringida a solo una de las dos varian-5
tes conocidas por corte y empalme de SIVA, a saber, SIVA1, que contiene un motivo de dominio muerte (Yoon et al., 
1999). Observamos que tanto SIVA2 (que carece de un dominio de muerte) como SIVA1 se unen a NIK a través de 
una región C-terminal común a las dos variantes por corte y empalme, e incrementan fuertemente la activación de 
NF-κB mediante NIK hiperexpresada. El hecho de que SIVA no incremente la activación de NF-κB mediante el mu-
tante aly de NIK no funcional, da crédito a la posibilidad de que SIVA tenga algún papel en la activación de NF-κB a 10
través de NIK. Si esta función se refiere efectivamente a la activación de la función NIK a través de CD27, o a algún 
otro aspecto de la función NIK, todavía no se ha aclarado. De ninguno de los otros receptores que han mostrado 
hasta ahora que NIK está implicada en su señalización, se conoce que se una a SIVA. Estos receptores podrían 
incluir algunas otras proteínas adaptadoras en la activación de NIK.

Las actividades mediadas por las vías canónica y alternativa de la activación de NF-κB, aunque son distintas, tam-15
bién están relacionados entre sí. Los dímeros de NF-κB generados por las dos vías reconocen diferentes motivos de 
la secuencia de ADN, y por lo tanto, afectan a promotores diferentes que pueden controlar la expresión de genes 
distintos (Perkins et al., 1992) (Lin et al., 1995) (Dejardin et al., 2002) (Hoffmann et al., 2003). Las dos vías también 
poseen diferentes características cinéticas. La activación de la vía canónica es rápida y resulta ser transitoria, debido 
principalmente a que induce la síntesis de proteínas inhibidoras de NF-κB, tales como IκB y NF-κB2/p100. En con-20
traste, la vía alternativa consigue una activación eficaz solo varias horas después de la estimulación y permanece 
activa durante mucho tiempo. Estas diferencias permiten que las dos vías controlen diferentes grupos de genes, que 
sirven para diferentes funciones. Por lo tanto, consistentemente con su rápida inducción, los dímeros activados por 
la vía canónica controlan un conjunto de genes que median en la respuesta inmune temprana innata, mientras que 
los dímeros generados por la vía alternativa controlan actividades que contribuyen en una variedad de formas a la 25
respuesta inmune adaptativa prolongada e inducida más lentamente. Estas diferencias en la función se correlacio-
nan con las funciones atribuidas a los ligandos que controlan las dos actividades. Las citocinas proinflamatorias tales 
como TNF e interferón IL-1 pueden estimular potentemente la vía canónica, sin embargo, tienen poca capacidad, si 
es que tienen alguna, para estimular la vía alternativa, mientras que ligandos tales como LTα1β2, CD40L, 
BLyS/BAFF y CD70, que controlan la inmunidad adaptativa, también pueden desencadenar eficazmente la vía alter-30
nativa, además de activar la vía canónica.

Sin embargo, el mero hecho de que los mismos ligandos que activan la vía alternativa también activen la vía canóni-
ca, permite interacciones funcionales entre los genes regulados por estas dos vías. Por otra parte, las dos vías de 
señalización interaccionan, afectando a la activación de cada una. La inducción de la vía canónica desencadena la 
síntesis de p100 así como de RelB (de Wit et al., 1998) (Bren et al., 2001), formando ambas el dímero precursor 35
afectado por la vía alternativa, y por lo tanto potenciando esta última. A la inversa, ya que además de la unión a 
RelB, p100 también se asocia con los dímeros controlados por la vía canónica (p65:p50 y c-Rel:p50) y por lo tanto 
bloquea su función, su procesamiento a través de la vía alternativa ayuda a conservar la activación de la vía canóni-
ca.

Para permitir la coordinación de los mecanismos de activación para los dos grupos de dímeros de NF-κB funcional-40
mente distintos que interaccionan, a través del mismo inductor, tienen que estar controlados por elementos regula-
dores comunes y distintos. Otros estudios han revelado varios componentes únicos para la vía alternativa o canóni-
ca. Mostramos, por primera vez, que NIK puede servir como un participante común en estas dos vías diferentes de 
activación de NF-κB.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente en la preparación de un medicamento para el tratamiento de un trastorno inmune causa-
do o agravado por una activación anormal de NF-κB a través de la vía canónica, en donde dicho agente es un anti-
cuerpo capaz de unirse a las coordinadas de aminoácidos 123-175 de SIVA1 (SEQ ID NO: 3) o a las coordenadas 
de aminoácidos 58-110 de SIVA2 (SEQ ID NO: 4), una molécula de ARN pequeño de interferencia o una ribozima 5
en donde el ARN pequeño de interferencia o la ribozima regula a la baja el gen diana SIVA.

2. Un agente para uso en el tratamiento de un trastorno inmune causado o agravado por una activación anor-
mal de NF-κB a través de la vía canónica, en donde dicho agente es un anticuerpo capaz de unirse a las coordina-
das de aminoácidos 123-175 de SIVA1 (SEQ ID NO: 3) o a las coordenadas de aminoácidos 58-110 de SIVA2 (SEQ 
ID NO: 4), una molécula de ARN pequeño de interferencia o una ribozima en donde el ARN pequeño de interferencia 10
o la ribozima regula a la baja el gen diana SIVA.

3. El uso según la reivindicación 1 o el agente para uso según la reivindicación 2, en donde dicho trastorno 
inmune se selecciona entre el grupo que consiste en mieloma múltiple (MM), síndrome de inmunodeficiencia adqui-
rida (SIDA), síndrome de Sjogren (SS), leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (LLC-B), lupus eritematoso sisté-
mico, enfermedad de colon inflamatorio, síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), síndrome de disfun-15
ción multiorgánica (SDMO) y síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA).

4. Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse específicamente a una región de una secuen-
cia de aminoácidos indicada por las coordinadas 123-175 de SEQ ID NO: 3.

5. Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse específicamente a una región de una secuen-
cia de aminoácidos indicada por las coordinadas 58-110 de SEQ ID NO: 4.20

6. Un método in vitro para identificar un modulador inmune putativo, comprendiendo el método identificar una 
molécula capaz de incrementar o disminuir la formación del complejo NIK-SIVA, siendo dicha molécula el modulador 
inmune putativo.

7. Un método in vitro para escrutar moléculas capaces de disminuir la actividad de NIK que comprende poner 
en contacto una célula con un ligando de un miembro de la familia de receptores de TNF/NGF seleccionado entre 25
CD70, CD40L y Blys/BAFF capaz de inducir la vía canónica y alternativa de NF-κB dependiente de NIK, incubar la 
célula antes, durante o después de dicha puesta en contacto con moléculas sometidas a ensayo individuales, detec-
tar la activación de la vía canónica de NF-κB en la célula y seleccionar la/s moléculas individuales capaces de dismi-
nuir la inducción de la vía canónica de NF-κB inducida por dicho ligando.

8. El método según la reivindicación 7, en donde las células son de tipo linfoblastoide.30

9. El método según la reivindicación 7, en donde la/s moléculas seleccionadas son capaces de disminuir la 
inducción de la vía canónica inducida a través de dicho ligando pero no a través de cualquier otro ligando capaz de 
inducir la vía canónica de NF-κB de una manera independiente de NIK.

10. El método según la reivindicación 8 o 9, en donde la célula se selecciona a partir de células Ramos, Raji y 
BJAB.35

11. El método según la reivindicación 9, en donde el ligando capaz de inducir la vía canónica de NF-κB de una 
manera independiente de NIK es TNF.

12. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en donde la activación de la vía canónica 
de NF-κB se detecta controlando parámetros seleccionados entre la degradación de IκB, la fosforilación de IκBα y la 
translocación de p65.40
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