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DESCRIPCION
Utilizacion de TRAF2 y de sus homologos para detectar una proteina viral de capsida P21 o un homélogo de ésta
La presente invencion se refiere al campo del diagnéstico biolégico.

Mas precisamente, la invencion se refiere a la utilizacién de una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor
de necrosis tumoral (TNF), TRAF2, o de un homdlogo de ésta, como agente de captura para la deteccion de una
proteina viral. La invencion se refiere también a un procedimiento y a un equipo de deteccién de una proteina viral.

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa, transmisible por la sangre, debida al Virus de la Hepatitis C (VHC), y
que se caracteriza en particular por una inflamacion del higado. Aunque esta infeccion sea asintomatica para el 80%
de las personas infectadas, evoluciona frecuentemente hacia una hepatitis crénica, después hacia una cirrosis, que
se caracteriza por la destruccion de las células del higado, o hepatocitos, y su sustitucion por un tejido cicatricial. Se
habla entonces de fibrosis cicatricial del higado.

Con el tiempo, una hepatitis C puede desembocar en cancer del higado, muy dificil de tratar en la medida en la que
el diagndstico de este cancer es a menudo tardio, y evoluciona con frecuencia hacia el fallecimiento del individuo.

Segun las estimaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), de 3 a 4 millones de personas se infectan
cada ario por el VHC. De 130 a 170 millones de personas tienen una infeccién crénica y se encuentran por lo tanto
expuestas al riesgo de desarrollar una cirrosis y/o un cancer del higado. Cada afio, son mas de 350.000 personas
las que fallecen por enfermedades hepaticas relacionadas con el VHC.

Muy frecuentemente, la transmision se produce cuando la persona infectada no ha sido diagnosticada como tal. Esto
esta en particular relacionado con el hecho de que numerosas personas estan infectadas por el VHC sin desarrollar
sintomas. El virus se transmite por exposicién a sangre infectada, en particular durante una transfusiéon sanguinea,
de un transplante de 6rgano o por contaminaciéon del nifio en el nacimiento cuando la madre esta infectada. La
transmision viral puede también ocurrir durante la reutilizacion de jeringas contaminadas, por ejemplo durante el
consumo de drogas por inyeccion.

Por razones evidentes, es primordial poder diagnosticar de manera precoz, rapida, sensible y a menor coste, la
presencia de este virus en un individuo.

Actualmente, muchas infecciones virales, y en particular por VHC, se diagnostican mediante la deteccién de
anticuerpos dirigidos contra una de las proteinas del virus, en una muestra bioldgica, como la sangre, del individuo
analizado.

Sin embargo, estos ensayos presentan el inconveniente de no poder dar un resultado positivo con un buen intervalo
de confianza antes de un periodo de 30 a 45 dias a partir de la fecha estimada de la infeccién. Este periodo de
tiempo es, en efecto, necesario para el desarrollo de una respuesta inmunitaria suficiente para ser detectable. Se
habla también de seroconversion. De este modo, es frecuente que estos ensayos den unos resultados falsamente
negativos para unos pacientes infectados poco tiempo antes del diagndstico, por ejemplo menos de 3 semanas.
Deben por lo tanto ser renovados unos quince dias después de la obtenciéon de un resultado negativo a fin de
confirmar o negar éste. Este segundo andlisis genera un aumento sustancial de los costes.

Otros ensayos de diagndstico se apoyan en la deteccion de la secuencia de ARN monocatenaria lineal de este virus.
A pesar de que tiene una mejor sensibilidad que los ensayos anteriores, necesitan una valoracién asi como un coste
muy elevado con respecto al material necesario para su realizacion.

Desde hace varios afios ahora, los nuevos ensayos de diagnostico de una infeccion por el VHC se basan en la
deteccion, en una muestra bioldgica, del individuo analizado, de la proteina viral de la capsida, también denominada
p21, o proteina C, con la ayuda de anticuerpos especificos dirigidos contra esta proteina. A pesar de que estos
ensayos sean una alternativa interesante a los ensayos que detectan la presencia del ARN del virus, siguen siendo
no obstante de un coste elevado, en la medida en la que necesitan la utilizaciéon de equipos y de robots todavia
caros (Morota et al., J. Virol. Methods, abril de 2009; 157(1): 8-14). Ademas, estos ensayos necesitan unos locales y
una instalacion especificos, asi como una evaluacion técnica, que sigue siendo dificiimente accesible para los
paises en vias de desarrollo, que no tienen los recursos y las infraestructuras adecuadas para su aplicacion.

A la vista de lo anterior, parece que sigue habiendo una necesidad de disponer de un ensayo de detecciéon de una
infeccion viral por el VHC que sea rapido, simple, con un umbral de sensibilidad que permita un diagnéstico precoz,
y de bajo coste.

Sigue habiendo también la necesidad de disponer de un ensayo de deteccion de una infeccion viral por el VHC fiable
que requiera sélo la deteccién de una proteina viral.
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Existe también una necesidad de disponer de una nueva herramienta de deteccion de proteinas virales del VHC que
sea firme y de buena sensibilidad.

Existe también una necesidad de disponer de una nueva herramienta de captura de proteinas virales de VHC.

Existe también una necesidad de disponer de un ensayo de diagnostico que permita la deteccidon precoz de una
infeccion viral por VHC.

La presente invencion tiene precisamente por objeto satisfacer estas necesidades.

Segun un primer objeto, la presente invencion se refiere a la utilizacion de al menos una proteina de Factor 2
asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o de un homdlogo de TRAF2, para la deteccién, o como
agente de deteccion de una proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o de un homdlogo de ésta.

De manera inesperada, y como se detalla en los ejemplos, los inventores han observado en efecto que la proteina
TRAF2 puede unir una proteina viral de capsida del VHC, o p21, y formar con ella, a través de interacciones
proteina-proteina directas, un complejo proteico. Este fendmeno permite favorecer la captura y la concentracion de
la proteina viral de capsida p21, y por lo tanto mejorar su deteccion en una muestra bioldgica, incluso a bajos
contenidos. Esta propiedad puede por lo tanto ventajosamente ser utilizada para la captura y la detecciéon de esta
proteina viral.

Asi, la invencioén se aprovecha de una propiedad nuevamente observada de TRAF2, a saber su fuerte afinidad frente
a esta proteina viral. Esta propiedad permite disminuir el limite de deteccién, con una fiabilidad satisfactoria, de la
proteina viral de capsida p21 a muy bajas concentraciones, por ejemplo inferior a 100 pg/ml, incluso inferior a 50
pg/ml, incluso también inferior a 30 pg/ml.

La presente invencion permite por lo tanto realizar una deteccién precoz, sensible, rapida, fiable y poco costosa de
una infeccioén por el virus de la hepatitis C, que expresa esta proteina p21, o un homdlogo de ésta. Ventajosamente,
el diagnostico de una infeccion viral, mediante un método segun la invencion, puede requerir sélo la deteccion de la
proteina viral de capsida p21, o de un homologo de ésta.

Segun otro objeto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar la presencia sospechosa de una
proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o de un homdlogo de ésta, en una muestra bioldgica,
comprendiendo dicho procedimiento al menos las etapas que consisten en:

a- poner en contacto dicha muestra con una cantidad eficaz de al menos una proteina de Factor 2 asociada al
receptor de Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o de un homodlogo de TRAF2, en condiciones apropiadas para la
formacion de al menos un complejo proteico entre la proteina TRAF2 o el homdélogo de TRAF2, y al menos una
proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o un homdlogo de ésta.

b- poner en contacto el complejo proteico de la etapa a- con una entidad bifuncional, estando dicha entidad dotada
de un grupo capaz de unirse especificamente al menos a una proteina viral de capsida p21, o un homologo de ésta,
en dicho complejo, y de un grupo capaz de ser detectable, directa o indirectamente, por un modo de deteccion,
efectuandose la puesta en contacto en condiciones apropiadas para el establecimiento de una unién entre dicha
proteina viral de capsida p21 y dicha entidad bifuncional,

c- detectar dicha entidad bifuncional, siendo dicha deteccién de dicha entidad bifuncional unida indicadora de la
presencia de la proteina viral de capsida p21, o del homdlogo de ésta.

Segun un modo de realizacion, una utilizacién o un procedimiento de la invencidon pueden ser realizados in vitro o ex
vivo, y preferentemente in vitro o ex vivo.

Segun también otro objeto, la presente invencion se refiere a un equipo de detecciéon de al menos una proteina viral
de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o un homdlogo de ésta, que comprende:

- al menos un primer receptaculo que comprende al menos una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor
de necrosis tumoral, TRAF2, o un homdlogo de TRAF2, y

- al menos un segundo receptaculo que comprende una entidad bi-funcional dotada de un grupo apto para unirse
especificamente al menos a dicha proteina viral de capsida p21, o dicho homoélogo de ésta, susceptible de estar
presente en un complejo proteico formado con la proteina TRAF2, o el homodlogo de TRAF2, y un grupo apto para
ser detectable, directa o indirectamente, por un modo de deteccion.

Segun otro objeto, la presente invencion se refiere a un complejo proteico constituido de una proteina de Factor 2

asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o un homdélogo de TRAF2, y de una proteina viral de
capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o un homdlogo de ésta.
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Segun otro objeto, la presente invencién se refiere a un complejo proteico aislado, constituido de una proteina de
Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o un homélogo TRAF2, y de una proteina viral
de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o una homologa de ésta.

Tal complejo proteico se inmoviliza ventajosamente sobre un soporte, en particular tal como se define a continuacion
en el presente documento.

Asi, la presente invencion se refiere también a un complejo proteico, constituido de una proteina de Factor 2
asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o un homoélogo TRAF2, y de una proteina viral de
capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o un homdlogo de ésta, estando dicho complejo inmovilizado en un soporte.

Ventajosamente, la invencion permite una mejora de la sensibilidad, de la rapidez y de la fiabilidad del diagnéstico
de infecciones por el Virus de la Hepatitis C, que expresa la proteina viral de capsida p21, o un homologo de ésta.

Mas ventajosamente, la invencion permite proponer un diagnoéstico precoz de una infeccion por VHC.

Mas ventajosamente, la invencion permite proponer unos ensayos y unos dispositivos para el diagnéstico de
infecciones por el Virus de la Hepatitis C, poco costosos, simples, rapidos, y que permitan satisfacer las diferentes
exigencias en el campo, tanto en el plano econémico como en el plano de la salud publica y de la seguridad
sanitaria. Tales ensayos pueden permitir aportar una mejor garantia en cuanto a las transfusiones sanguineas
humanas, establecer un diagnéstico precoz de las infecciones virales, y optimizar los tratamientos terapéuticos
correspondientes.

En el sentido de la invencién, por “agente de deteccion” de una molécula, se entiende designar un compuesto
dotado de la propiedad de unir especificamente, por ejemplo por afinidad, dicha molécula cuando se pone en
contacto con éste en condiciones apropiadas.

Segun la invencion, por “muestra biologica” se entiende designar cualquier muestra, liquidos biolégicos, o tejidos o
células eucariotas cultivados in vitro o ex vivo, procedente de un mamifero, en particular humano, y susceptibles de
estar infectados por, o comprender, un virus VHC o una proteina viral de capsida p21. Por ejemplo, una muestra
biolégica puede ser una extraccion de un fluido corporal, tal como la sangre, el plasma, los extractos leucocitarios, la
saliva, la orina, la bilis, las lagrimas, o la leche materna, o también un sobrenadante de medio de cultivo, un lisado o
un extracto celular o tisular.

Un tejido bioldgico en cultivo puede ser un tejido reconstituido in vitro o ser un tejido extraido en un mamifero y
cultivado ex vivo.

Los cultivos de células consideradas por la invencion pueden ser unos cultivos de células primarias o unos cultivos
de lineas celulares. Pueden ser idénticas o de diferentes naturalezas, como por ejemplo unas células dendriticas,
unos leucocitos, unos linfocitos, unos monocitos, unos macrofagos, etc., infectadas o no por el VHC.

Un mamifero considerado por la invencién puede ser cualquier mamifero susceptible de estar infectado por un virus
de la hepatitis C que comprende una proteina viral de capsida p21, o un homélogo de ésta, tal como un primate o un
ratén quimérico cuyo higado contiene unos hepatocitos humanos, y en particular un ser humano.

Una “infeccion viral” puede ser cualquier infeccion de una célula, de un tejido o de un individuo, en particular de un
ser humano, por un virus que posee y/o es capaz de ser producido por la célula, el tejido o el individuo infectado,
una proteina viral de capsida p21, o un homologo de ésta, y en particular el virus de la hepatitis C.

Segun la invencion, por “homadlogo” se entiende designar, frente a una primera secuencia de aminoacidos, cualquier
secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%,
al menos un 98%, al menos un 99% de homologia con esta primera secuencia de aminoacidos, y que presenta una
actividad bioldgica similar.

Una homologia de secuencia puede ser identificada mediante cualquier técnica habitualmente utilizada en el campo
por el experto en la técnica. A titulo de ejemplo, una homologia de secuencia puede ser determinada por la
utilizacion de la interfaz informatica BLAST disponible en la pagina web NCBI en la direccion
http://blast.ncbi.nim.nih.gov configurada con los parametros por defecto.

Un homodlogo de una primera secuencia de aminoacidos puede diferir de ésta, por ejemplo, por una o varias
deleciones, y/o inserciones, y/o una o varias sustituciones de un aminoacido. Estas modificaciones pueden ser
combinadas. Un homdlogo de una primera secuencia de aminoacidos puede comprender una o varias sustituciones
conservadoras de aminoacidos. Las modificaciones presentadas anteriormente se pueden denominar, de manera
general, “mutacion”. Asi, los homdlogos de la invencion se refieren también a los mutantes y las variantes de
secuencias de aminoacidos de la invencion.
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A titulo de ejemplo de mutaciones que se pueden considerar en la presente invencion, se puede mencionar la
sustitucion de uno o varios restos de aminoacidos por unos restos de aminoacidos que tienen un indice hidropatico
similar, sin por ello afectar de manera sensible a las propiedades biolégicas de la proteina, y en particular a su
propiedad de interaccion con su proteina pareja. El indice hidropatico es un indice atribuido a los aminoacidos en
funcion de su hidrofobicidad y de su carga (Kyte y Doolittle (1982), J. Mol. Biol., 157: 105).

Por “homdlogo” en el sentido de la invencion, se entiende también cubrir unas secuencias de aminoacidos
procedentes de otra especie distinta de la utilizada para la primera secuencia de aminoacidos, pero que poseen el
grado de homologia requerido y que manifiestan las propiedades necesarias para la realizacion de la invencion.

Las secuencias de aminoacidos que son convenientes para la invencion pueden ser naturales o sintéticas, llegado el
caso, susceptibles de ser obtenidas por sintesis quimica o biolégica, o por extraccion a partir de un tejido biolégico,
que expresa naturalmente o después de la transduccién, la secuencia, asi como las diferentes formas post-
traduccionales, los homoélogos, los mutantes o los fragmentos de ésta. Se puede obtener mediante cualquier
procedimiento conocido por el experto en la técnica, en particular como se describe por SAMBROOK et al.
(Molecular Cloning: A laboratory Manual, Ed. Cold Spring Harbor, 2001).

En el sentido de la invencion, por “aproximadamente” se quiere indicar que el valor que sigue a este término se
verifica teniendo en cuenta los limites de errores experimentales aceptables para el experto en la materia.

En el sentido de la invencion, “cantidad eficaz” significa la cantidad minima y suficiente para observar la aparicion de
un efecto buscado, a saber por ejemplo la formacién de un complejo que comprende al menos una proteina viral de
capsida p21, o un homologo de ésta, asociada a TRAF2.

Proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral (TRAF2)

La proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, o proteina TRAF2, ubicua y codificada
por el gen TRAF2, esta implicada en una de las vias de sefializacion iniciada por el receptor del Factor de necrosis
tumoral (TNF).

La oligomerizacion de los receptores al Factor de Necrosis Tumoral (TNF) conlleva el reclutamiento de varias
proteinas a nivel de los receptores a fin de formar un complejo proteico constituido en parte de la proteina TRAF2.
La formacion de este complejo conlleva, a través de la activacion de una cascada de proteinas quinasas de las
cuales IKK (Inhibidor de KappaB quinasa), la fosforilacion de la proteina IkappaB, que permite asi la liberacion de la
proteina NF-kappaB. Esta proteina promovera entonces, en particular, debido a su paso desde el citoplasma hacia
el nucleo de las células, la activacion de ciertos genes celulares que comprenden, a nivel de su promotor, un sitio de
union para NF-kappaB. Esta activacion conlleva en particular un aumento de la proliferacion celular y una inhibicion
de la muerte celular programada, o apoptosis.

Cualquier proteina TRAF2 puede convenir a la invencién. Una proteina TRAF2 mas particularmente considerada en
la presente invencion es preferiblemente una proteina TRAF2 humana.

Una proteina TRAF2 segun la invencidon se puede obtener de diversas maneras conocidas por el experto en la
técnica. Como tal, se puede citar en particular el aislamiento de estas proteinas a partir de muestras biolégicas
humanas, ya se trate de una extraccion efectuada directamente sobre un individuo o de un cultivo in vitro de células
humanas, con la ayuda de técnica de aislamiento o de purificacion de proteinas tradicionalmente utilizadas en los
campos de la investigacion o médico, como por ejemplo una transferencia western.

Una proteina TRAF2 segun la invencion puede también ser obtenida a partir de un cultivo bacteriano, tal como un
cultivo de bacterias de tipo Escherichia coli, en el que un gen que codifica para una proteina TRAF2, en particular
humana, se ha transfectado segun unos métodos de transfeccién habitualmente utilizados en el campo.

Como tal, se puede citar por ejemplo la electroporacion que consiste en aplicar un campo eléctrico sobre las
bacterias a fin de desestabilizar sus membranas, permitiendo asi al gen, presente por ejemplo en un plasmido,
entrar en las células en las que se transcribira y después traducido a fin de producir una proteina TRAF2. Se habla
entonces de proteina TRAF2 recombinante.

Asi, segln un modo de realizacion de la invencion, una proteina TRAF2 conforme a la invencion es preferiblemente
una proteina recombinante, y mas preferentemente una proteina TRAF2 humana recombinante.

Una proteina TRAF2 mas particularmente considerada en la invencion puede estar representada por la secuencia
identificada por la referencia SwissProt W12933 o un homoélogo de ésta, en particular una de sus isoformas de
referencia SwissProt Q12933-2, Q12933-3 0 Q12933-4, o por una proteina recombinante.

Tal proteina TRAF2 recombinante se puede producir en particular en Escherichia coli y puede ser por ejemplo la
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proteina TRAF2 recombinante comercializada por la compafiia Proteogenix bajo la referencia PR-PRO-685-B.

Un homologo de TRAF2 conveniente para la invencion presenta un grado de homologia anteriormente definido, y
una actividad biolégica similar. Una actividad bioldgica similar considerada para un homologo de TRAF2 puede ser
una capacidad para iniciar la via de proliferacion celular y/o bloquear la apoptosis celular anteriormente citada y/o
una aptitud para unirse a una proteina viral de capsida p21 del VHC, o un homdlogo de ésta y/o unirse a la parte
intracelular del receptor al TNF.

Preferentemente, un homologo de TRAF2 que es conveniente para la invencion posee, llegado el caso a un grado
diferente, estas cuatro aptitudes, en particular la capacidad para unir una proteina viral de capsida p21 del VHC, o
un homadlogo de ésta.

Preferentemente, una actividad bioldgica considerada para TRAF2 o un homdlogo de ésta es su aptitud para unir
especificamente, por interacciones proteina-proteina, una proteina viral de capsida p21 del VHC.

Proteina viral detectable

Una proteina viral detectable mediante la invencion es una proteina viral de capsida p21 del VHC, o un homologo de
ésta. Se denomina ventajosamente proteina C.

Existen 6 principales genotipos de este virus, marcados de 1 a 6, y numerosos subtipos, comprendiendo cada uno
de ellos la proteina viral de capsida p21.

El VHC es un virus recubierto de 55 a 65 nm de diametro de capsida icosaédrica que contiene un ARN
monocatenario lineal de polaridad positiva. Una vez que este ARN ha penetrado en la célula, sirve por un lado de
ARN mensajero para la sintesis de proteinas virales y, por otro lado, de matriz para la replicacion por el complejo de
replicacion del virus. Este ARN viral comprende un cuadro de lectura abierto Unico que comprende de 9024 a 9111
nucleétidos que codifica una poliproteina precursora viral Unica de aproximadamente 3033 aminoacidos que sera
escindida, durante su maduracién post-transcripcional, con el fin de dar las diferentes proteinas estructurales del
virus, incluyendo la proteina viral de capsida p21. Esta ultima mide 191 aminoacidos en su forma inmadura y 179
aminoacidos en su forma madura. Esta proteina sirve en particular para la formaciéon de la capsida por
polimerizacion, pero también es capaz de interactuar con diferentes constituyentes celulares.

Entre estos constituyentes celulares, se ha demostrado que es capaz de potencializar la activacion de NF-kappaB
inducida por la via de las TNF a través de la via de sefalizacion dependiente de TRAF2, uniéndose al complejo
proteico TNFR1-TRADD-TRAF2 (Chung et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 1 de junio de 2001;284(1):15-19) y
que es en particular capaz de unirse a la proteina TNFR1 (Zhu et al., J. Virol. 72, 9722-9728).

Segun un modo de realizacidon de la invencion, es posible utilizar una proteina viral p21 de secuencia bien
determinada, y en concentracion definida, por ejemplo para establecer un control positivo o una curva patrén. Una
proteina viral de capsida p21 que puede asi ser utilizada en un procedimiento de la invencién puede ser
representada por la secuencia identificada por la referencia SwissProt Q01403 (posiciones 2-191) o un homdlogo de
ésta, o por una proteina recombinante producida en Escherichia coli y comercializada por Proteogenix bajo la
referencia PR-HCV-241-A, o un homologo de ésta.

Tal como se ha indicado anteriormente, los inventores han observado una interaccién especifica entre una proteina
de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2 o un homdélogo de TRAF2, y una “proteina
viral de capsida de Virus de la Hepatitis C, p21, o un homologo de ésta.

La presente invencion tiene también por objeto un complejo proteico constituido de, que comprende, o que consiste
en, estas dos proteinas.

Ventajosamente, este complejo proteico puede ser inmovilizado en un soporte. Tal soporte puede, preferentemente,
ser seleccionado entre los soportes detallados a continuacién, y mas preferentemente ser seleccionado entre un
material de celulosa, de nitrocelulosa, de plastico, de vidrio, de ceramica, de silice, o de resina polimérica.

Un complejo proteico de la invencion puede ser inmovilizado en un soporte de manera directa o indirecta como se
desarrolla a continuacion.

Segun un modo de realizacion preferido, un complejo proteico se inmoviliza sobre el soporte por medio de la
proteina TRAF2 o de su homdlogo, estando ella misma unida de manera directa al soporte, o de manera indirecta a
través de una proteina diferente de la proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o de un homdlogo de
ésta. Los modos de uniones de una proteina TRAF2 a un soporte pueden ser en particular como se indican a
continuacion.

Procedimiento de deteccion
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Un procedimiento de la invencion para detectar la presencia sospechosa de una proteina viral de capsida p21, o de
un homoélogo de ésta, en una muestra biolégica se basa en la formacién de un complejo proteico entre TRAF2, o un
homologo de ésta, y una proteina viral de capsida p21, o el homdlogo de ésta.

Asi, un procedimiento de la invencion para detectar, en una muestra bioldgica, la presencia sospechosa de una
proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o de un homdlogo de ésta, comprende al menos las etapas
que consisten en:

a- poner en contacto dicha muestra con una cantidad eficaz de al menos una proteina de Factor 2 asociada al
receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o de un homodlogo de TRAF2, en condiciones apropiadas para la
formacion de al menos un complejo proteico entre la proteina TRAF2 o el homdélogo de TRAF2, y al menos una
proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, o de un homadlogo de ésta,

b- poner en contacto el complejo proteico de la etapa a- con una entidad bifuncional, estando dicha entidad dotada
de un grupo apto para unirse especificamente al menos a una proteina viral de capsida p21, o un homadlogo de ésta,
en dicho complejo, y de un grupo apto para ser detectable, directa o indirectamente, por un modo de deteccion,
siendo la puesta en contacto efectuada en condiciones apropiadas para el establecimiento de una unién entre dicha
proteina viral de capsida p21 y dicha entidad bifuncional,

c- detectar dicha entidad bi-funcional, siendo la deteccién de dicha entidad bifuncional unida indicadora de la
presencia de la proteina viral de capsida p21, o del homdlogo de ésta.

Ventajosamente, TRAF2 puede ser inmovilizado sobre un soporte como se describe a continuacion.

La muestra biolégica puede ser utilizada en bruto o preparada, por ejemplo por dilucion, purificacion o adicion de
diversos reactivos destinados, por ejemplo, a neutralizar unas actividades enzimaticas susceptibles de ser
perjudiciales para un procedimiento de la invencién. La muestra biolégica se pone después en contacto con TRAF2
(etapa a-), y se deja incubar durante un tiempo suficiente para la formaciéon del complejo proteico TRAF2-proteina
viral de capsida p21 (o un homdlogo de ésta). Un tiempo de incubacion conveniente para la invenciéon puede variar
de algunos minutos, por ejemplo 10, 20, 30 o 60 minutos, hasta algunas horas, por ejemplo 2, 3 0 4 horas.

Un procedimiento de la invencién puede prever una etapa adicional que consiste en eliminar el excedente de
muestra bioldgica, por ejemplo por aclarado.

Después de la formacion del complejo, una entidad bifuncional que lleva un primer grupo funcional que permite su
union con la proteina viral de capsida p21 (o el homdlogo de ésta) en el complejo proteico y un segundo grupo
funcional que permite, directa o indirectamente, su deteccién, se pone en contacto con el complejo proteico (etapa b-
). El tiempo de incubacién de la entidad bifuncional con el complejo proteico depende de la afinidad de la entidad
frente a la proteina viral de capsida p21 (o un homologo de ésta), y puede variar de algunos minutos a algunas
horas. Por ejemplo, el tiempo de incubacion puede ser de 10, 20, 30 o 60 minutos, o de 2, 3 0 4 horas.

Un procedimiento de la invencion puede comprender, preferentemente, al menos una etapa suplementaria después
de la etapa b- y antes de la etapa c-, consistiendo dicha etapa suplementaria en eliminar la entidad bifuncional no
unida a la proteina viral de capsida p21, o un homdlogo de ésta, en la etapa b-.

El complejo proteico TRAF2/p21 (o un homdlogo de éstas) que ha unido la entidad bifuncional, se somete después a
una etapa de deteccidn que es conveniente para la deteccién del segundo grupo funcional (etapa c-). Esta se puede
efectuar directamente si el segundo grupo funcional es capaz por si mismo de emitir una sefial detectable, como una
sefial luminiscente, radioactiva o coloreada, o indirectamente si el segundo grupo debe ser puesto en contacto y/o
de reaccionar con una o varias entidades adicionales, tales como unas enzimas, unos sustratos cromogénicos o
luminiscentes, o unos anticuerpos marcados en si mismos, para formar un conjunto capaz de emitir una sefal
detectable. El medio de deteccion utilizado es naturalmente adecuado para la naturaleza de la sefial a detectar.

Inmovilizacién de TRAF2 sobre un soporte

Una proteina TRAF2 (o un homdlogo de ésta) puede ser inmovilizada sobre cualquier soporte habitualmente
utilizado en el campo de la fijacion y de la deteccién de las proteinas. Un soporte de la invencion puede ser cualquier
material solido, adaptable, flexible o rigido, sobre o en el que TRAF2 (o un homdlogo de ésta) puede ser unida,
absorbida o sintetizada in situ.

Un soporte que es conveniente para la invencion puede ser de naturaleza organica o inorganica, o también ser una
combinacién de materia organica e inorganica. Ventajosamente, un soporte de la invencion puede estar constituido
de un material de celulosa, de nitrocelulosa, de plastico, de vidrio, de ceramica, de silice, o de resina polimérica.

Tal soporte puede presentarse en cualquier forma, adaptada a la invencion. Por ejemplo, un soporte de la invencion
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puede estar en forma de particulas, de geles, de hojas, de tubos, de esferas, por ejemplo huecas o microporosas, de
capilares, de puntas, de peliculas, de placas de pocillo, de cintas o de columnas.

En particular, un soporte segun la invencion puede ser representado por una placa de pocillo, una bola de latex, una
bola de vidrio, una bola de plastico, una cinta de papel, celulosa o nitrocelulosa, un microtubo, una membrana de
nitrocelulosa, una membrana de nylon, un chip de silice, un chip recubierto de nanoparticulas de oro o de
nanoparticulas imantadas, una lamina de vidrio, una superficie porosa, un sistema microfluidico, o una nanoparticula
imantada.

Preferentemente, un soporte conveniente para la invencién puede ser una membrana de nitrocelulosa o cualquier
superficie conveniente para la realizacion de un ensayo de tipo ELISA, tal como una placa de material plastico que
comprende unos pocillos.

La inmovilizacién de TRAF2, o un homologo de ésta, sobre un soporte, se puede efectuar de manera directa por una
o varias uniones covalentes o por adsorcion. El método de inmovilizacion de TRAF2, o un homdlogo de ésta, al
soporte se selecciona naturalmente a fin de no afectar a las propiedades de ésta para unir la proteina viral de
capsida p21, o un homologo de ésta.

Segun un modo de realizacion preferido, la inmovilizacion se efectia de manera directa por adsorcion.

TRAF2 (o un homélogo de ésta) puede también ser inmovilizada sobre un soporte por uniéon covalente. Una unién
covalente puede resultar de la reaccion de al menos uno de los aminoacidos de TRAF2 (o un homologo de ésta) que
tiene o que lleva una funcion reactiva con una funcién reactiva del soporte. Una funcién reactiva portada por un
aminoacido puede, por ejemplo, ser una funcion —SH, -OH, o —COOH. Estas funciones pueden, por ejemplo,
conducir a la formacién de puentes disulfuro por reacciéon con una funcion tiol del soporte, o de funcién éster o amida
por reaccion respectivamente con una funcién acida, alcohol o aminada del soporte.

Las funciones reactivas pueden ser llevadas naturalmente por los aminoacidos y/o el soporte, o pueden haber sido
introducidas sobre los aminoacidos y/o el soporte, mediante cualquier proceso de modificaciéon conocido por el
experto en la técnica.

Alternativamente, una proteina TRAF2, o un homdlogo de ésta, puede ser inmovilizada de manera indirecta, por
ejemplo por medio de un espaciador.

La eleccién de un espaciador para la realizacion de la invencion se efectuara naturalmente con el fin de no alterar la
aptitud de TRAF2, o un homologo de ésta, para unir o para favorecer la captura de la proteina viral a detectar.

Segun su naturaleza, un espaciador conveniente para la invencion puede ser fijado a TRF2, o un homélogo de ésta,
por reaccion quimica, por generacion de una proteina de fusién TRAF2-espaciador, o por afinidad. El espaciador
puede estar fijado al sopote mediante cualquier tipo de interaccion o de unién apropiadas.

Un espaciador puede ser una secuencia proteica, que puede preferentemente comprender de 1 a 200 aminoacidos,
preferentemente de 6 a 100 aminoacidos, preferiblemente de 10 a 50 aminoacidos. En tal modo de realizacion, la
union TRAF2 — espaciador se puede realizar por preparacion de una proteina de fusién TRAF2-espaciador o por una
union de afinidad entre TRAF2 y el espaciador.

Una proteina de fusién TRAF2 — espaciador se puede preparar por produccion de una proteina recombinante
mediante cualquier herramienta de biologia molecular conocida por el experto en la técnica. Una proteina de fusion
conveniente para la invencion puede ser una proteina TRAF2 — polihistidina. El grupo polihistidina puede estar unido
al soporte por medio de iones. Asimismo, puede convenir a la invencién una proteina de fusion TRAF2 con la
estreptavidina. Esta proteina de fusién puede ser inmovilizada sobre el soporte por interaccién con la biotina,
previamente fijada al soporte, por adsorcién o union covalente.

De manera mas preferida, un espaciador conveniente para la invenciéon puede ser un anticuerpo especifico de
TRAF2, o un homdlogo de ésta. El anticuerpo puede estar unido al soporte por adsorcion.

Tal realizacion puede convenir en particular al desarrollo de ensayos en forma ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).

Entidad bifuncional

Una entidad bifuncional de la invencién es capaz de unirse a al menos una proteina detectable por la invencion en
un complejo tal como se ha definido anteriormente.

Una entidad bifuncional adecuado puede ser preferentemente un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.
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La entidad bifuncional puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal, de tipo IgG, IgA, IgM, o IgE. Un anticuerpo
conveniente para la invencion se puede seleccionar entre unos anticuerpos de raton, de rata, de conejo, de cabra,
de caballo, de llama, de humano o de otro primate.

Puede también ser conveniente para la invencién un fragmento de anticuerpo que tiene las propiedades de uniones
definidas anteriormente. Por “fragmento de anticuerpo” se entiende designar una porcion de un anticuerpo tal como
Fab, Fab', F(ab),;, F(ab'),, y de otros fragmentos similares. Estos términos incluyen también cualquier proteina
sintética o genéticamente modificada que puede actuar como un anticuerpo uniéndose a una proteina detectable de
la invencion, en un complejo proteico tal como se ha definido anteriormente.

Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo conveniente para la invencion puede ser preparado mediante cualquier
procedimiento conocido por el experto en la materia en el campo, como se describe, por ejemplo, en “Making and
using antibodies: a practical handbook” (Howard & Kaser, Ed. CRC, 2006).

Un anticuerpo conveniente para la invencion puede no ser especifico de un virus dado, pero puede reconocer una
familia de proteinas virales p21 o un homoélogo de ésta que pertenece a una familia de virus. Alternativamente, un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo puede ser especifico de una proteina detectable por la invencion que
pertenece a una especie de virus dada. Por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo puede ser
especifico de una proteina viral de capsida p21 o de VHC.

A titulo de anticuerpo antiproteina p21 de VHC conveniente para la invencion, se pueden citar en particular los
anticuerpos vendidos por la compafiia Proteogenix bajo la referencia PR-HCV-241-A, los anticuerpos vendidos por la
compafiia Santa Cruz bajo la referencia SC-52855 o los anticuerpos vendidos por la compafiia Proteogenix bajo la
referencia PR-ANT-286-A.

Una entidad bifuncional conforme a la invencion comprende un grupo capaz de conferirle la propiedad de ser
detectable, directa o indirectamente, por un modo de deteccion. Un grupo detectable puede ser propicio para una
deteccién luminiscente, colorimétrica o radioactiva, preferentemente colorimétrica.

Un grupo detectable “directamente” es un grupo capaz de generar una sefal, por ejemplo colorimétrica,
luminiscente, en particular fluorescente, o radioactiva, susceptible de ser detectada directamente.

Un grupo luminiscente, y en particular fluorescente, conveniente para la invenciéon puede ser cualquier marcador
habitualmente utilizado en el campo, por ejemplo fluoresceina, BODIPY, las sondas fluorescentes de tipo ALEXA, la
cumarina y sus derivados, la ficoeritrina y sus derivados, o unas proteinas fluorescentes tales como la GFP o el
DsRed.

Un grupo radioactivo conveniente para la invencion puede ser, por ejemplo, 3H, 121I, 123I, le 99'“Tc, le "*C o *2p.
En el ambito de un anticuerpo, un grupo detectable directamente puede, por ejemplo, estar unido a la parte Fc.

Un grupo detectable “indirectamente” es un grupo que necesita la presencia de una o varias entidades adicionales,
tales como unas enzimas, unos sustratos cromogénicos o luminiscentes, o unos anticuerpos, ellos mismos
marcados, para formar un conjunto apto para emitir una sefial detectable.

En el ambito de un anticuerpo, un grupo detectable indirectamente puede ser una porcion Fc desnuda o que lleva un
marcador de afinidad, tal como un tag polihistidina, una biotina, o una esteptavidina, o que lleva una enzima, o un
sustrato enzimatico apto para generar una sefial por hidrolisis. La deteccion de este grupo se puede efectuar,
respectivamente, por realizacion de un anticuerpo secundario que lleva un grupo detectable y capaz de reconocer la
porcién Fc o el marcador de afinidad, o por realizaciéon, segun el caso, de un grupo biotina o de un grupo
estreptavidina que lleva un grupo detectable, o por realizacion de un sustrato especifico de la enzima y apto para
emitir una sefial detectable por hidrdlisis, o por realizacion de una enzima especifica del sustrato.

A titulo de anticuerpos secundarios convenientes para la invencién, se pueden citar en particular los anticuerpos de
cabra anti IgG de ratdon marcados con alcalina fosfatasa vendidos por la compafiia Santa Cruz bajo la referencia SC-
2008 o los anticuerpos de cabra anti IgG de raton marcados con Horse Radish Peroxydase vendidos por la
compafiia Santa Cruz bajo la referencia SC-2005.

Segun un modo de realizacion preferido, un procedimiento de la invencion puede utilizar un anticuerpo antiproteina
viral que lleva un grupo funcional detectable directa o indirectamente, como se ha definido anteriormente.

Ventajosamente, un procedimiento de la invencion que comprende la realizacion de una entidad bifuncional que
comprende un grupo funcional detectable indirectamente puede comprender la utilizacion de un anticuerpo que lleva
un sustrato enzimatico cromogénico o una enzima capaz de hidrolizar el sustrato enzimatico cromogénico, o puede
comprender la utilizacion de una pareja anticuerpo primario-anticuerpo secundario. El anticuerpo primario puede
comprender una porcién Fc desnuda o que lleva un marcador reconocido por el anticuerpo secundario. El anticuerpo
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secundario puede comprender un grupo detectable directamente como se ha definido anteriormente o puede
comprender un sustrato enzimatico cromogénico o una enzima capaz de hidrolizar el sustrato enzimatico
cromogénico.

Segun un modo de realizacion particular, una enzima conveniente para la invencidon puede ser una fosfatasa
alcalina, una tirosina, una peroxidasa, o una glucosidasa.

Entra dentro de los conocimientos del experto en la materia determinar el sustrato cromogénico conveniente segun
la enzima considerada.

Cuando la enzima es una fosfatasa alcalina, un sustrato cromogénico conveniente para la invencion puede entonces
ser el BCIP/MBT (sal de 5-bromo-4-cloro-3'-indolifosfato p-toluidina — cloruro de nitro-blue tetrazolio).

Un grupo detectable conveniente para la invencion puede ser fijado mediante cualquier método apropiado a nivel de
la entidad bifuncional. Su localizacién sobre la entidad bifuncional se selecciona con el fin de no afectar a la aptitud
de ésta para unirse a una proteina viral de capsida p21 (o a un homdlogo de ésta) en un complejo proteico de la
invencion.

Modo de deteccion

El modo de deteccion de una entidad bifuncional unida a un complejo de la invencion estara naturalmente adaptado
al grupo detectable utilizado.

Por “modo de deteccién” se entiende cualquier sistema capaz de detectar la emisiéon de una seial por una entidad
bifuncional de la invencion.

Asi, un modo de deteccion de la invencion puede utilizar, por ejemplo, un sistema de deteccion en colorimetria
visible, tal como a simple vista, un sistema de deteccién por radioquimica o por medicina nuclear, tal como la
gammagrafia, un sistema de deteccion por tratamiento de imagenes, por resonancia (IRM), por rayos X, por difusion
de luz, por espectrometria de masa, por espectroscopia, por ejemplo por fluorescencia o por UV-visible, por
ultrasonidos, por radioactividad, por refractometria, optica, piezoeléctrica, acustica, por electroquimica, por
conductividad, por pHmetria o también por via bioldgica.

Segun un modo de realizacion, un modo de deteccion mas particularmente considerado por la invencion se basa en
un sistema de deteccién en colorimetria visible, mas particularmente a simple vista.

La deteccién puede llevarse a cabo de manera cuantitativa o cualitativa.

Una deteccion cualitativa puede conducir a la conclusion de simplemente la presencia o la ausencia de la proteina
viral buscada. Una deteccion cuantitativa puede permitir una determinacion de la proteina buscada en la muestra
bioldgica ensayada.

La cuantificacién de la sefal obtenida se puede efectuar por comparacion de su intensidad a la obtenida con una
muestra control carente de la proteina viral buscada vy, llegado el caso, a la obtenida con una muestra control que
comprende la proteina viral buscada a una concentraciéon conocida.

De manera preferida, es posible realizar una serie de muestras control de concentraciones conocidas, y crecientes,
de la proteina viral buscada, a fin de establecer una curva patrén frente a la cual la intensidad de la sefial medida en
la muestra a ensayar se comparara. Los valores de referencia de la muestra control y de las muestras controles
pueden ser determinados simultaneamente con la medida de la muestra ensayo o ser determinadas anterior o
posteriormente. Cuando los valores de referencia son determinados anteriormente, estos pueden ser almacenados
en una base de datos y ser utilizados para una serie de mediciones de muestras ensayos.

Equipo

La presente invencion se refiere también a un equipo de deteccion de al menos una proteina viral de capsida del
Virus de la Hepatitis C, p21, o un homologo de ésta, que comprende:

- al menos una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o un homdlogo de
TRAF2,y

- al menos un segundo receptaculo que comprende una entidad bifuncional dotada de un grupo capaz de unirse
especificamente al menos a dicha proteina viral de capsida p21, o dicho homoélogo de ésta, susceptible de estar
presente en un complejo proteico formado con la proteina TRAF2, o el homodlogo de TRAF2, y un grupo apto para
ser detectable, directa o indirectamente, por un modo de deteccion.
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Un equipo de la invencion puede ademas comprender al menos un receptaculo que comprende una proteina viral de
capsida p21, o un homologo de ésta, en cantidad o concentracion conocida. Este modo de realizacion puede permitir
la realizacién de un control positivo o de una curva patrén en proteina viral de capsida p21 (o un homologo de ésta).

Un equipo de la invencion puede comprender ademas al menos una instrucciéon de realizaciéon de TRAF2, o de un
homologo de este, y de la entidad bifuncional para detectar la presencia presunta de una proteina viral de capsida
p21 (o de un homadlogo de ésta), en una muestra bioldgica.

TRAF2, la entidad bifuncional, la proteina viral de capsida p21, y sus homologos son ventajosamente tales como se
han definido anteriormente.

Segun un aspecto de la invencion, TRAF2 se puede utilizar como agente de captura de una proteina viral de capsida
p21 o de uno de sus homdlogos. Este aspecto de la invencion se puede utilizar con fines de purificaciéon de una
muestra bioldgica, o de enriquecimiento de una muestra en proteina viral de capsida p21.

En tal realizacion, la utilizacion de una entidad bifuncional tal como se ha definido anteriormente no es necesaria.

Después de la formacion de un complejo proteico TRAF2/p21 (u homdlogo de ésta), se puede efectuar una etapa de
precipitacion o de separacion del complejo obtenido, mediante cualquier medio conocido por el experto en la técnica.
El complejo se desasocia después para recuperar la proteina viral. La etapa de disociacion se puede efectuar
mediante cualquier método conocido en el campo, tal como la utilizacion de un tampdn salino adecuado o una
técnica de acidificacion, y preferentemente una técnica de acidificacion.

Ventajosamente, este modo de realizacion se puede efectuar por utilizacion de una columna de cromatografia
funconalizada mediante TRAF2 o uno de sus homologos.

En la descripcion siguiente, la expresion “comprendido entre” o “que va de” debe entenderse limites incluidos.
Los ejemplos siguientes son dados Unicamente a titulo ilustrativo de la invencion.
Leyendas de las figuras

Figura 1: ilustra las variaciones de la intensidad de la sefal colorimétrica, en % de sefial maxima obtenida por
hidrdlisis del sustrato BCIP-NBT por la fosfatasa alcalina del anticuerpo secundario fijado al anticuerpo primario de
ratén anti-proteina viral de capsida de VHC unido al complejo proteina TRAF2 / proteina viral de capsida de VHC, en
funcién de la concentracion en proteinas virales de capsida de VHC (o carga viral) de sueros humanos infectados
por diferentes tipos de Virus de la Hepatitis C.

Figura 2: ilustra las variaciones de la intensidad de la sefial colorimétrica, en % de la sefial maxima que resulta de la
hidrdlisis del sustrato BCIP-NBT por la fosfatasa alcalina el anticuerpo secundario fijado al anticuerpo primario de
ratones anti-proteina viral de capsida de VHC recombinante fijado al complejo proteina TRAF2/proteina viral de
capsida de VHC recombinante, en funciéon de la concentracion en proteinas virales de capsida de VHC
recombinantes. TRAF2 se utiliza a razén de 10 ng/ul, 15 ng/ul, 25 ng/ul y 50 ng/pl.

Figura 3: ilustra la variacion de la intensidad de la sefial colorimétrica en % de la sefial maxima obtenida durante el
experimento, que resulta de la hidrolisis de BCIP-NBT por la fosfatasa alcalina de un anticuerpo secundario fijado al
anticuerpo primario de ratén anti-proteina viral de capsida de VHC, el mismo fijado al complejo proteina TRAF2 /
proteina viral de capsida de VHC, en funcion de la concentracion en proteina viral de capsida de VHC /o carga viral)
de sueros humanos infectados por diferentes tipos de Virus de la Hepatitis C y en funcién de la concentracion en
proteina TRAF2 utilizada a razén de 10 ng/ul, 15 ng/ul, 25 ng/ul y 50 ng/pl.

Ejemplos
Ejemplo 1

Interaccién entre una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral (TRAF2) y una
proteina viral recombinante de capsida del Virus de la Hepatitis C (p21)

La proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral, TRAF2, se adsorbe en la superficie de
una membrana de nitrocelulosa por depésito de 1 ul de una solucidon que comprende 25 ng/ul de proteina TRAF2
(PROTEOGENIX, referencia PR-PRO-685-B). Los depdsitos, o puntos, son efectuados en linea sobre la membrana
y espaciados cada uno de aproximadamente 1 cm.

La membrana se deja secar, y los sitios de unién no especificos de la membrana son saturados por incubacion
durante 1 hora en una solucion de saturacion (1,5% de leche desnatada en Tris Buffer Saline-0,05% Tween 20
(TBS-T), vendido por la compafia Sigma-Aldrich), a temperatura ambiente.
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Unas muestras (1 pl) de proteina recombinante que comprenden cada una una concentracion dada de proteina viral
de capsida p21 recombinante (PROTEOGENIX, referencia PR-HCV-241-A), a, respectivamente, 20 pg/ml, 200
pg/ml, 1000 pg/ml y 2000 pg/ml son depositados sobre la membrana de nitrocelulosa. Cada muestra se deposita
sobre un punto diferente.

La membrana se aclara y después se dispone 1 pl de una solucién de anticuerpo primario de raton anti-proteina viral
de capsida de VHC, diluida al 1/50 (SANTA CRUZ, SC - 52855), sobre cada punto formado en la etapa anterior.

La membrana se aclara en TBS-T y después se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en una solucion
de anticuerpo secundario de cabra anticuerpo de ratdén marcado con alcalinofosfatasa diluida al 1/2500
(SANTACRUZ SC - 2008).

La membrana se aclara de nuevo en una solucién de TBS-T, después en una solucion de TBS (Tris Buffer Saline).
La membrana se deja después incubar en una solucion de BCIP/NBT (cloruro de 5-bromo-4-cloro-3'-indolifosfato p-
toluidina sal-nitro-blue tetrazolio) (Sigma-Aldrich) hasta la aparicion de la coloraciéon, aproximadamente 5 a 15
minutos.

Finalmente, la membrana se aclara con agua destilada y después la intensidad de la coloracion de los diferentes
puntos se lee cualitativamente a simple vista.

Los resultados son expresados en porcentaje de intensidad con respecto a la sefial maxima obtenida en el
experimento. Un valor que corresponde del 25% de la sefial maxima se retiene como indicando positivamente la
presencia de la proteina viral de capsida p21.

Los resultados obtenidos presentados en la figura 1 muestran, por un lado, que la proteina TRAF2 y la proteina viral
de capsida de VHC p21 interactuan la una con la otra. El complejo formado puede ser detectado con una buena
sensibilidad, a bajas concentraciones en proteinas viral de capsida p21 (25% de sefial maxima a 20 pg/ml). Esta
buena sensibilidad de deteccidon permite ventajosamente diagnosticar de manera precoz una infeccion en un
individuo por un virus que expresa la proteina viral de capsida p21 del virus de la Hepatitis C.

Ejemplo 2

Ensayo de deteccion de la infeccion de diferentes sueros humanos por diferentes tipos de Virus de la Hepatitis C
gracias a la puesta en evidencia de la interaccion entre una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de
necrosis tumoral (TRAF2) y una proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C (p21)

Se ha efectuado un protocolo similar al utilizado en el ejemplo 1 para este ensayo, con la diferencia no obstante de
que las muestras de proteina recombinante que comprenden cada una una concentracion dada de proteina viral de
capsida p21 recombinante utilizadas en el ejemplo 1 son sustituidas por una misma cantidad de un suero humano:

(i) negativo para el VHC (control negativo);

(ii) positivo para el VHC de genotipo 2a y de carga viral en copia de ARN igual a 6549 Ul/ml;

(iii) positivo para el VHC de genotipo 1b y de carga viral en copias de ARN igual a 5527159 Ul/ml;

(iv) positivo para el VHC (genotipo no determinado) y de carga viral desconocida;

(v) positivo para el VHC (genotipo no determinado) y de carga viral en copias de ARN igual a 1061602 Ul/ml;

(vi) negativo para el VHC, pero positivo para el VIH; o

(vii) de un suero fisioldgico a titulo de blanco (control negativo).

Al final de este ensayo, una coloracion visible a simple vista aparece a nivel de los puntos sobre los cuales se han
depositado unos sueros humanos positivos para el VHC.

No obstante, ninguna coloracion aparece a nivel de los puntos de los dos controles negativos asi como a nivel del
punto en el que el suero negativo para VHC pero positivo para VIH se ha depositado.

La figura 1 ilustra los resultados obtenidos para las condiciones representadas por las muestras (i), (ii), (iii), (v) y (vi).

Estos resultados demuestran al mismo tiempo que el presente ensayo es eficaz para diferentes tipos de VHC pero
también que es especifico del VHC, en la medida en la que no reacciona cuando esta en presencia de suero
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procedente de individuos infectados por el VIH y no por el VHC.

Ademas, la medicién de la intensidad de los puntos permite obtener un resultado al mismo tiempo cualitativo, por la
aparicién de una coloracion, pero también cuantitativo. En efecto, la intensidad de coloracién obtenida a nivel de los
puntos varia en funcion de la carga viral del suero ensayado.

Asi, la obtencion de una intensidad de coloracién para unos sueros cuya carga viral es conocida permite establecer
una curva patron de la carga viral en funcion de la intensidad de los puntos. Es entonces posible, cuando un suero
resulta positivo, medir su carga viral frente a esta escala.

También se ha realizado un ensayo similar, en el que, sin embargo, los sueros se han desnaturalizado previamente
con la ayuda de acido (HCI 0,5M). Los resultados obtenidos son idénticos a los indicados anteriormente.

Asi, un ensayo conforme a la invencion tal como se ha indicado anteriormente sigue siendo eficaz incluso cuando
los sueros sufren un tratamiento desnaturalizante por acido.

Ejemplo 3

Puesta en evidencia de la variacion de la intensidad de la sefial colorimétrica de los puntos, en porcentaje de sefial
maxima, en funcién de la cantidad de TRAF2 y de la cantidad de proteinas virales recombinantes de capsida del
Virus de la Hepatitis C (p21)

Se ha efectuado un protocolo similar al utilizado en el ejemplo 1. Sin embargo, las muestras (1 ul) de proteina
recombinante ensayadas comprenden cada una una concentraciéon dada de proteina viral de capsida p21
recombinante (PROTEOGENIX, referencia PR-HCV-241-A), a saber, respectivamente, 20 pg/ml, 100 pg/ml, 200
pg/ml, 400 pg/ml, 800 pg/ml, 1000 pg/ml, y 2000 pg/ml. Cada muestra se deposita en la membrana de nitrocelulosa
en un punto diferente.

Asimismo, unas soluciones que comprenden 10 ng/ul, 15 ng/ul, 25 ng/ul de proteina TRAF2 (PROTEOGENIX,
referencia PR-PRO-685-B) se han utilizado con las diferentes muestras de proteina viral de capsida p21
recombinante indicadas anteriormente.

Los resultados obtenidos son presentados en la Tabla 1 siguiente asi como en la figura 2.

Cantidad TRAF2 (ng/ul)

HCV p21 (pg/ml) 10 15 25 50
0 0 0 0 50

20 0 0 25 50

100 0 25 50 50

200 25 25 50 75

400 25 50 75 75

800 25 75 75 100

1000 50 100 100 75

2000 75 100 100 75

Los resultados son expresados en porcentaje de intensidad con respecto a la sefial maxima obtenida en el
experimento. Un valor que corresponde al 25% de la sefial maxima se retiene como indicando de manera positiva la
presencia de proteina viral de capsida p21.

Destaca de estos resultados que el procedimiento utilizado en la presente invencién mejora el limite de deteccion,
incluso con una baja cantidad de TRAF2 (10 ng/ml).

La cantidad o6ptima en proteina TRAF2 que permite obtener una deteccion muy sensible de la presencia de la
proteina viral de capsida de VHC (a partir de 20 pg/ml) y que al mismo tiempo no produce falsos positivos
(intensidad del punto diferente de 0% de la sefial maxima en ausencia de proteina viral de capsida de VHC) es de 25

ng/pl.

Ejemplo 4

Puesta en evidencia de la variacion de la intensidad de la sefial colorimétrica de los puntos, en porcentaje de la
sefial maxima, en funcién de la cantidad de TRAF2 y de la carga viral en Virus de la Hepatitis C (p21) en diferentes

sueros humanos

Se ha utilizado un protocolo similar al indicado en el ejemplo 3 anterior, sustituyendo no obstante las muestras de
proteina viral de capsida p21 recombinante por una misma cantidad de tres sueros humanos positivos para VHC,
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que comprenden diferentes cargas vitales en copia de ARN, a saber:

(i) igual a 6549 Ul/ml;
(ii) igual a 1061602 Ul/ml; y

(iif) igual a 5527159 Ul/ml.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 2 siguiente asi como en la figura 3.

Cantidad TRAF2 (ng/ul)
Carga viral (Ul/ml) 10 15 25 50
0 0 0 0 50
6549 0 12,5 100 100
1061602 12,5 25 100 100
5527159 25 25 75 100

Los resultados son expresados en porcentaje de intensidad con respecto a la sefial maxima obtenida en el
experimento. Un valor que corresponde al 25% de la sefial maxima se retiene como indicando de manera positiva la

presencia viral de capsida p21.

Destaca de estos resultados que, conforme a lo anteriormente concluido frente a unos resultados obtenidos en el
ejemplo 3 anterior, la cantidad dptima en proteina TRAF2, que permite obtener una deteccién muy sensible de la
presencia de la proteina viral de capsida del VHC en un suero humano (a partir de 6549 Ul/ml) limitando al mismo
tiempo la obtencion de falsos positivos (intensidad del punto diferente de 0% de la sefial maxima en ausencia de

proteina viral de capsida de VHC) es de 25 ng/pl.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién in vitro o ex vivo de al menos una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis
tumoral, TRAF2, o de un homdlogo de TRAF2, como agente de deteccion de una proteina viral de capsida del Virus
de la Hepatitis C, p21, presentando el homodlogo de TRAF2 un grado de homologia de al menos un 85% de la
proteina TRAF2 y una aptitud similar a unir una proteina viral de capsida p21 del Virus de la Hepatitis C.

2. Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que la proteina TRAF2 es una proteina TRAF2 humana.

3. Procedimiento, in vivo o ex vivo, para detectar la presunta presencia de una proteina viral de capsida del Virus de
la Hepatitis C, p21, en una muestra bioldgica, comprendiendo dicho procedimiento al menos las etapas que
consisten en:

a- poner en contacto dicha muestra con una cantidad eficaz de al menos una proteina de Factor 2 asociada al
receptor de Factor de necrosis tumoral, TRAF2, o de un homodlogo de TRAF2, en condiciones apropiadas para la
formacion de al menos un complejo proteico entre la proteina TRAF2 o el homdélogo de TRAF2, y al menos una
proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21.

b- poner en contacto el complejo proteico de la etapa a- con una entidad bifuncional, estando dicha entidad dotada
de un grupo apto para unirse especificamente al menos a una proteina viral de capsida p21, en dicho complejo, y de
un grupo apto para ser detectable, directa o indirectamente, por un modo de deteccion, siendo la puesta en contacto
efectuada en condiciones apropiadas al establecimiento de una unién entre dicha proteina viral de capsida p21 y
dicha entidad bifuncional,

c- detectar dicha entidad bifuncional, siendo dicha deteccién de dicha entidad bifuncional unida indicadora de la
presencia de la proteina viral de capsida p21,

presentando el homologo de TRAF2 un grado de homologia de al menos el 85% con la proteina TRAF2 y una
aptitud similar a unir una proteina viral de capsida p21 del Virus de la Hepatitis C.

4. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, que comprende al menos una etapa suplementaria después de la
etapa b- y antes de la etapa c-, consistiendo dicha etapa suplementaria en eliminar la entidad bifuncional no unida a
la proteina viral de capsida p21.

5. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que la proteina TRAF2, o su homologo, esta inmovilizada en
un soporte organico o inorganico.

6. Procedimiento segun la reivindicacion anterior, en el que el soporte esta constituido de un material de celulosa, de
nitrocelulosa, de vidrio, de ceramico, de silice o de resina polimérica.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en el que dicha entidad bifuncional es un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en el que dicho grupo detectable es un grupo
propicio a una deteccion luminiscente, colorimétrica o radioactiva, preferentemente colorimétrica.

9. Equipo de deteccién de al menos una proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, que comprende:

- al menos un primer receptaculo que comprende al menos una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor
de necrosis tumoral, TRAF2, o un homdlogo de TRAF2, y

- al menos un segundo receptaculo que comprende una entidad bi-funcional dotada de un grupo apto para unirse
especificamente al menos a dicha proteina viral de capsida p21, susceptible de estar presente en un complejo
proteico formado con la proteina TRAF2, o el homdlogo de TRAF2, y un grupo apto para ser detectable, directa o
indirectamente, por un modo de deteccion,

presentando el homologo de TRAF2 un grado de homologia de al menos el 85% con la proteina TRAF2 y una
aptitud similar para unirse a una proteina viral de capsida p21 del Virus de la Hepatitis C.

10. Complejo proteico aislado, constituido de una proteina de Factor 2 asociada al receptor del factor de necrosis
tumoral, TRAF2, o un homélogo de TRAF2, y de una proteina viral de capsida del virus de la Hepatitis C, p21,
presentando el homologo de TRAF2 un grado de homologia de al menos el 85% con la proteina TRAF2 y una
aptitud similar para unirse a una proteina viral de capsida p21 del Virus de la Hepatitis C.

11. Complejo proteico constituido de una proteina de Factor 2 asociada al receptor del Factor de necrosis tumoral,
TRAF2, o un homologo de TRAF2, y de una proteina viral de capsida del Virus de la Hepatitis C, p21, estando dicho
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complejo inmovilizado en un soporte, presentando el homdlogo de TRAF2 un grado de homologia de al menos el
85% con la proteina TRAF2 y una aptitud similar para unire a una proteina viral de capsida p21 del Virus de la
Hepatitis C.
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Figura 1
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