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DESCRIPCION

Método de analisis biologico para anticuerpo contra el receptor de la hormona estimuladora tiroidea, kit de
medicion para el anticuerpo, y célula modificada genéticamente novedosa para su uso en el método de
analisis bioldgico o en el kit de medicion

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides
(TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio.

Técnica anterior

Una hormona estimuladora de la tiroides (TSH) producida por la glandula pituitaria se une a un receptor de la
hormona estimuladora de la tiroides (TSHR) presente en la glandula tiroides para promover la secrecion de una
hormona tiroidea. Puesto que la hormona tiroidea es una hormona que potencia el metabolismo sistémico, el
aumento anormal o la disminucidon anormal de la accién de esta hormona afecta de diversas maneras a la mente y al
cuerpo, causando la enfermedad de la tiroides. Por ejemplo, en relacién con la enfermedad de Graves, un
anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) se produce en el cuerpo, y este anticuerpo, en lugar de TSH, estimula
excesivamente el TSHR de manera que las funciones de la glandula tiroides se incrementan y aparecen sintomas
tales como agrandamiento de la glandula tiroides, exoftalmos y taquicardia. Por otro lado, entre los hipotiroidismos,
hay algunas enfermedades en las que se produce un anticuerpo de bloqueo de la estimulaciéon de la tiroides
(TSBADb) de manera que las funciones de la glandula tiroides se reducen y aparecen sintomas tales como un
aumento de peso, depresion y fatiga general.

Hasta ahora, el andlisis de estos autoanticuerpos (TSAb y TSBAb) contenidos en la sangre se ha utilizado para el
diagndstico de la enfermedad de Graves y el hipotiroidismo.

Los ejemplos representativos de un método de medicion de los autoanticuerpos han sido referidos como sigue:
un método de analisis de radiorreceptores (método TBII) que utiliza una TSH marcada con radiois6topo o
un anticuerpo monoclonal contra TSHR, en el que dicha TSH marcada con radioisétopo o dicho anticuerpo
monoclonal contra TSHR inhibe competitivamente la unién del autoanticuerpo en el suero de un paciente a
TSHR de modo que se puede medir una cantidad de autoanticuerpo unido;
un método de analisis bioldgico (método TSAb) para medir una cantidad de TSAb, en el que células de la
glandula tiroides porcina son tratadas con un anticuerpo que se une a TSHR y la cantidad de TSAb se
determina midiendo un aumento en la concentracion de AMPc en las células de la glandula tiroides
utilizando AMPc marcado con radioisétopo; y
un analisis para autoanticuerpos del receptor de TSH basado en células transfectadas con TSHR (es decir
células CHO) que utiliza niveles de luciferasa inducida por AMPc como criterio de valoracion.
Bibliografia no relacionada con patentes 1: Methods in Enzymology, 74, 405-420 (1981)
Bibliografia no relacionada con patentes 2: J Clin Endocrinol Metab. mayo de 1986; 62 (5): 855-62

Compendio de la invencion
Problema técnico a resolver

Un objeto de la presente invencion es proporcionar una célula que se puede utilizar en un analisis para la medicion
de TSAb y/o TSBAb y para el diagndstico de una enfermedad de la tiroides etc.,, que puede ser manipulada mas
convenientemente que los métodos convencionales sin necesidad de uso de un radiois6topo que requiere técnicas o
equipos especiales.

Solucioén al Problema

El autor de la presente invencion utiliza una proteina sensible al calcio para medir la cantidad de entrada de iones de
calcio en una célula estimulada por AMPc que se forma por la unién de un anticuerpo estimulador de la tiroides
(TSADb) a un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR). Como resultado, el autor de la presente
invencion ha medido correctamente la cantidad de TSAb sin utilizar un radioisétopo. Ademas, el autor de la presente
invencion también ha medido correctamente la cantidad de un anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la
tiroides (TSBADb) utilizando principios similares, y, en consecuencia completado la presente invencion.

Especificamente, la presente invencién se refiere a una célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora
de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc, en donde el canal de calcio dependiente de AMPc
es un canal de calcio CNG (activado por nucleéticos ciclicos) modificado que exhibe una mayor sensibilidad al AMPc
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que al GMPc y una proteina sensible al calcio, en donde la proteina sensible al calcio es una proteina que emite
luminiscencia en la respuesta al calcio.

Efectos ventajosos de la invencion

La presente invencién proporciona un célula util en un analisis para detectar anticuerpos contra TSHR. El uso de la
célula anterior elimina la necesidad de procedimientos complicados acompafiados del uso de radiois6topos. Por lo
tanto, la medicién de la cantidad de un anticuerpo estimulador de la tiroides (TSADb) y la cantidad de un anticuerpo de
bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) contenido en una muestra bioldgica y el diagnéstico de una
enfermedad de la tiroides se puede lograr mediante procedimientos sencillos y seguros utilizando la célula anterior.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 muestra que la luminiscencia emitida desde las células CHO que expresan TSHR
humano, el canal CNG modificado y aecuorina modificada depende de una concentracion de TSH bovina
(bTSH).

[Figura 2] La Figura 2 muestra una cantidad de luminiscencia emitida desde las células CHO que expresan
TSHR humano, el canal CNG modificado y aecuorina modificada, en presencia de una dosis baja de bTSH.
[Figura 3] La Figura 3 muestra los efectos de una concentracion de un sustrato luminiscente para la
aecuorina y el tiempo de incubacion en una cantidad de luminiscencia emitida desde las células CHO que
expresan TSHR humano, el canal CNG modificado y aecuorina modificada.

[Figura 4] La Figura 4 muestra los efectos de una cantidad de plasmido de expresion de TSHR introducido
sobre la cantidad de luminiscencia emitida desde las células CHO que expresan TSHR humano, el canal
CNG modificado y aecuorina modificada.

[Figura 5] La Figura 5 muestra una relacion entre una concentracion de células CHO que expresan TSHR
humano, el canal CNG modificado y aecuorina modificada, y la cantidad de luminiscencia de las células.
[Figura 6] La Figura 6 muestra la relacion entre la concentracion de células CHO que expresan TSHR
humano, el canal CNG modificado y aecuorina modificada, y la cantidad de luminiscencia de las células,
donde se indica la cantidad de luminiscencia como un valor relativo que se calcula en el supuesto de que el
valor relativo para cada blanco es 1.

[Figura 7] La Figura 7 muestra los efectos de una concentracion de CaCl, afiadido sobre la cantidad de
luminiscencia emitida desde las células CHO que expresan TSHR humano, el canal CNG modificado y
aecuorina modificada.

[Figura 8] La Figura 8 muestra que un kit de acuerdo con la presente invencion es capaz de cuantificar un
anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAD).

[Figura 9] La Figura 9 muestra que un kit de acuerdo con la presente invencion es capaz de detectar un
anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBADb).

[Figura 10] La Figura 10 muestra que un kit de acuerdo con la presente invencion utiliza la desensibilizacion
de células para ser capaz de detectar un anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAD).
[Figura 11] La Figura 11 muestra que un kit de acuerdo con la presente invencion es capaz de detectar un
anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) con una mayor sensibilidad en comparacion con un producto
convencional (kit de autoanticuerpos estimulador de la tiroides; kit TSAb "YAMASA" (R)).

[Figura 12] La Figura 12 muestra el curso temporal de una cantidad de luminiscencia emitida desde las
células CHO que expresan TSHR humano, el canal CNG modificado y aecuorina modificada.

[Figura 13] La Figura 13 muestra la dependencia de la concentracion de un anticuerpo de bloqueo.

[Figura 14] La Figura 14 muestra que la adicion de la disolucion de forskolina permite que un anticuerpo de
bloqueo sea detectado de una manera dependiente de la dosis.

[Figura 15] La Figura 15 muestra el cambio en una cantidad de luminiscencia en funciéon del tiempo de
incubacion con un anticuerpo estimulador (TSAD).

[Figura 16] La Figura 16 muestra el cambio en una cantidad de luminiscencia en funcion del tiempo de
incubacion con un anticuerpo de bloqueo (TSBAD).

[Figura 17] La Figura 17 muestra el cambio en una cantidad de luminiscencia inducida por la adicion de
forskolina en funcién del tiempo de incubacion con un anticuerpo de bloqueo (TSBAD).

[Figura 18] La Figura 18 muestra un plasmido pmCNGa2.

[Figura 19] La Figura 19 muestra un plasmido pcDNA mt sAEQ.

[Figura 20] La Figura 20 muestra un histograma de los valores de TSAb de 48 individuos normales medidos
por medio de un kit de acuerdo con la presente invencion.

[Figura 21] La Figura 21 muestra la distribucion de los valores de TSAb en muestras de suero derivadas de
diversas enfermedades de la tiroides medidos por medio de un kit de acuerdo con la presente invencion.

Descripcion de las realizaciones

Se describe una célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de
calcio dependiente de AMPc, en donde el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de calcio CNG (activado
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por nucledticos ciclicos) modificado que exhibe una mayor sensibilidad al AMPc que al GMPc y una proteina
sensible al calcio, en donde la proteina sensible al calcio es una proteina que emite luminiscencia en respuesta al
calcio.

El receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR) puede ser cualquier receptor al que se une una
hormona estimuladora de la tiroides (TSH), e incluye receptores que activan la adenilato ciclasa para aumentar el
AMPc. El origen del TSHR no esta particularmente limitado con tal de que sea un mamifero. El origen puede ser, por
ejemplo, un ser humano, un ratén, un bovido, una rata o un cerdo. Por otra parte, el TSHR puede tener uno o varios
aminoacidos modificados (afadidos, sustituidos, suprimidos) adecuadamente en la secuencia de aminoacidos, o el
TSHR puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 70% o
mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 98% o mas, o 99% o mas con la secuencia de aminoacidos
del TSHR natural; se une a TSH; y tiene la funcion de aumentar el AMPc a través de la activacion de la adenilato
ciclasa. El TSHR puede ser una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1.
Ademas, el TSHR puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia
de 70% o mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 98% o mas, o0 99% o mas con la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1; se une a TSH; y tiene la funcién de aumentar el AMPc a través de la
activacion de la adenilato ciclasa.

Alternativamente, el TSHR puede ser una proteina quimérica de TSHR con un receptor analogo a TSHR, por
ejemplo, un receptor de la hormona del cuerpo luteo, un receptor de la hormona estimuladora del foliculo o un
receptor de gonadotropina coridénica humana. Estas proteinas quiméricas se pueden preparar mediante la
sustitucién de una porcion distinta de los residuos de aminoacidos 8-89 o 8-165 en TSHR por una porcién apropiada
del receptor de la hormona del cuerpo luteo, el receptor de la hormona estimuladora del foliculo o el receptor de
gonadotropina coriénica humana. Por ejemplo, para preparar la proteina quimérica del receptor de la hormona del
cuerpo luteo TSHR, residuos de aminoacidos 90-165 en TSHR se pueden sustituir por el segmento Mc2 de un
receptor de LH-CG, y los residuos de aminoacidos 261 a 370 en el TSHR se pueden sustituir adicionalmente por el
segmento MC4 del receptor de LH-CG.

Segun se utiliza en la presente memoria, la TSH no esta particularmente limitada siempre que se derive de un
mamifero. La TSH se puede derivar de, por ejemplo, un ser humano, un ratén, un bévido, una rata, o un cerdo. La
TSH puede tener uno o varios aminoacidos modificados (afiadidos, sustituidos, suprimidos) adecuadamente en la
secuencia de aminoacidos, o puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una
homologia de 70% o mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 98% o mas, o 99% o mas con la
secuencia de aminoacidos de TSH naturales; se une a TSHR; y tiene la funcién de aumentar el AMPc a través de la
activacion de la adenilato ciclasa.

El canal de calcio dependiente de AMPc es un canal que cambia la cantidad de entrada de iones de calcio en una
célula en respuesta a cambios en la concentracién de AMPc, e incluye canales que aumentan la cantidad de entrada
de iones de calcio en una célula en respuesta al aumento en la concentracion de AMPc. Los ejemplos del canal de
calcio dependiente de AMPc incluyen un canal de calcio CNG (canal iénico activado por nucledtidos ciclicos).
Opcionalmente, el canal de calcio dependiente de AMPc puede tener uno o varios aminoacidos modificados
(afiadidos, sustituidos, suprimidos) en la secuencia de aminoacidos y puede ser modificada (incluyendo sustituida,
afiadida, y suprimida) de manera que presenta, por ejemplo, mayor sensibilidad al AMPc que al GMPc. El canal de
calcio CNG puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 70%
0 mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 98% o mas, o0 99% o mas con la secuencia de aminoacidos
del canal de calcio CNG natural y aumenta la cantidad de entrada de iones de calcio en una célula en respuesta al
aumento en la concentracién de AMPc. Los ejemplos de la modificacion incluyen la sustitucion de la cisteina 4602 en
un canal de calcio CNG de ratdn por triptéfano, la sustitucién del acido glutamico 5832 en un canal de calcio CNG de
ratén por metionina, la sustitucion de la treonina 5372 en un canal de calcio CNG bovino por serina, metionina,
valina, o alanina, y combinaciones de los mismos. Estas sustituciones ilustradas anteriormente no se limitan a las
especies animales en las que las sustituciones se encuentran respectivamente, y también son aplicables a la
sustitucién de aminoacidos en los sitios correspondiente en otras especies de animales. Por ejemplo, la treonina en
un canal de calcio CNG de ratén correspondiente a la treonina 537a en el canal de calcio CNG bovino puede ser
sustituida por serina, metionina, valina, o alanina. Tal sustituciéon se puede realizar en una o mas posiciones. Por
ejemplo, se lleva a cabo la sustitucion de la cisteina 460a en el canal de calcio CNG de ratén por triptéfano, y
también se puede realizar la sustitucion del acido glutamico 583a por metionina. El canal de calcio CNG puede
consistir en una subunidad a y/o una subunidad 3. Puede ser de cualquier constitucion, por ejemplo, consistiendo en
al menos una subunidad seleccionada del grupo que consiste en una subunidad o2, una subunidad a3, una
subunidad 04, y una subunidad B1b. Ademas, la subunidad puede ser modificada como se ha descrito
anteriormente.

El origen del canal de calcio CNG no esta particularmente limitado con tal de que sea un mamifero. El origen puede
ser, por ejemplo, un ser humano, un ratén, un bévido, una rata o un cerdo. El canal de calcio CNG puede ser una
proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2. Ademas, el canal de calcio CNG
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puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 70% o mas,
80% o0 mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 98% o mas, o0 99 % o mas con la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2 y aumenta la cantidad de la entrada de iones de calcio en una célula en respuesta
al aumento en la concentracion de AMPc.

La proteina sensible al calcio es una proteina cuya estructura cambia en respuesta al calcio y que emite
luminiscencia en respuesta al calcio.

Los ejemplos de la proteina sensible al calcio incluyen aecuorina, Cameleon (Invitrogen Corp.), Case12 (Evrogen),
Clitina, obelina, mitrocomina, mineopsina, berovina, una proteina que comprende dos GFP que difieren en color,
unidas a calmodulina sensible al calcio y una secuencia parcial de miosina cadena ligera quinasa unida a la misma,
una proteina que comprende calmodulina sensible a calcio unida entre los residuos 144a y 146a en la secuencia de
aminoacidos de GFP, y una proteina de la sonda Num. G3-85 o A1-2 descrita en la Patente Japonesa Abierta a la
Inspeccién Publica Num. 2002-153279, y sus apoproteinas, si las hubiera, (p. €j., apoaecuorina).

La secuencia de aminoacidos de la proteina sensible al calcio se puede ser modificada (afiadida, sustituida,
suprimida) apropiadamente de acuerdo con el propédsito o puede ser modificada para incrementar la cantidad de
luminiscencia y/o para mejorar una razéon SN. La modificacién incluye la adicion, sustitucion y delecion de uno o
varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos. La proteina sensible al calcio incluye proteinas que consisten
en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 70% o mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas,
95% o0 mas, 98% o mas, 0 99% o mas con la secuencia de aminoacidos de la proteina sensible al calcio natural y
emitir luminiscencia en respuesta al calcio. Por ejemplo, la proteina sensible al calcio puede ser modificada de tal
manera que su gen esta optimizado para el uso de codones humanos y tiene una sefial de direccionamiento
mitocondrial.

La proteina sensible al calcio puede ser una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 3. Ademas, la proteina sensible al calcio puede ser una proteina que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene una homologia de 70% o mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 98% o mas,
0 99 % o mas con la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3 y emite luminiscencia en respuesta
al calcio.

La célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio de acuerdo con la presente invencion que expresa transitoria o
establemente cada uno de los receptores de hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), el canal de calcio
dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio. La célula no esta particularmente limitada y puede ser una
linea celular tal como una célula CHO, una célula HEK293, o una célula 3T3. Por ejemplo, la célula que expresa un
receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina
sensible al calcio de acuerdo con la presente invencion puede ser una célula CHO que expresa establemente cada
proteina, en donde el TSHR tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1, el canal de calcio
dependiente de AMPc es un canal de calcio CNG modificado que tiene la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 2 y la proteina de calcio sensible es apoaecuorina modificada que tiene la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3. Ademas, la célula que expresa un receptor de la hormona
estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio de
acuerdo con la presente invencion puede ser, por ejemplo, una célula CHO que expresa establemente TSHR, el
canal de calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio, cada uno de los cuales es una proteina que
consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 70% o mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o
mas, 95% o mas, 98% o mas, 0 99% o mas con la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de los SEQ ID NO:
1-3 y mantiene las funciones del receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), el canal de calcio
dependiente de AMPc o la proteina sensible al calcio.

Por otra parte, se puede utilizar una célula que expresa de forma natural una o mas proteinas seleccionadas del
grupo que consiste en el receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), el canal de calcio dependiente
de AMPc y la proteina sensible al calcio. En este caso, la célula que expresa un receptor de la hormona
estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio de
acuerdo con la presente invencion también se puede preparar forzando a la célula para que exprese
transitoriamente o establemente la proteina o proteinas que no se expresan en el célula. Los ejemplos de tales
células incluyen una célula derivada de la glandula tiroides de que expresa manera endégena el TSHR (por ejemplo,
FRTL-5 o Nthy-ori 3-1) que es forzada a expresar transitoriamente o establemente cada uno de los canales de calcio
dependientes de AMPc y la proteina sensible al calcio y una célula derivada de tejido olfativo que expresa
endégenamente el canal de calcio CNG que es forzada a expresar transitoriamente o establemente cada uno de los
TSHR vy la proteina sensible al calcio.

La célula que expresa un receptor de hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio de acuerdo con la presente invencion puede ser criopreservada. La
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criopreservacion se puede realizar a una temperatura apropiada, por ejemplo, -20°C o -80°C, en una disolucion de
criopreservacion de células. La disoluciéon de criopreservacion de células no esta limitada e incluye CELLBANKER
(R) (Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd.), BAMBANKER (R) (Lymphotec Inc.), Cellvation (R) (CELOX LABORATORIES,
Inc.), CryoStor (R) (BIOLIFE SOLUTIONS Ltd.). Las células pueden ser criopreservadas en un gran numero para el
mismo lote de modo que el error de medicién derivado de células entre las composiciones o kits se reduce
drasticamente. Como resultado, la reproducibilidad de los resultados de la medicion se puede mejorar. Por otra
parte, la célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio
dependiente de AMPc y una proteina sensible a calcio de acuerdo con la presente invencion mantiene una
sensibilidad suficiente para detectar un anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) y un anticuerpo de bloqueo de la
estimulacion de la tiroides (TSBADb) presentes en la sangre humana, incluso después de ser criopreservados y
descongelados utilizando un bafio caliente. Por otra parte, después de la descongelacion, la célula es transferida
simplemente a un recipiente adecuado y cultivada durante aproximadamente 2 horas, y el estado de la célula no se
deteriora por el reactivo afiadido para la deteccion de TSAb y TSBAb, o por componentes derivados de sangre
humana.

Se describe una composicion que comprende la célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la
tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio de acuerdo con la
presente invencion (por ejemplo, una disolucion acuosa que comprende la célula que expresa un receptor de la
hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible a
calcio de acuerdo con la presente invencion) se puede utilizar para analizar la cantidad de un anticuerpo estimulador
de la tiroides y/o la cantidad de un anticuerpo de bloque de la estimulacion de la tiroides, para el diagndstico de
enfermedad de la tiroides, para determinar un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar una enfermedad de
la tiroides, y/o para determinar el efecto terapéutico en un ser humano bajo tratamiento de la enfermedad de la
tiroides. Segun se utiliza en la presente memoria, la enfermedad de la tiroides incluye el hipertiroidismo y el
hipotiroidismo. El hipertiroidismo incluye la enfermedad de Graves, y el hipotiroidismo incluye la enfermedad de
Hashimoto. Segun se utiliza en la presente memoria, la enfermedad de Hashimoto incluye el hipotiroidismo, que es
positivo para TSBAb en sangre, la tiroiditis atréfica libre de bocio, la tiroiditis atréfica causada por TSBADb y el
mixedema.

La célula que expresa un receptor de hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio es la descrita anteriormente.

El anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) es un anticuerpo capaz de actuar como un agonista de TSHR y se
puede encontrar en la sangre de un paciente de enfermedad de Graves.

El anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) es un anticuerpo capaz de unirse a TSHR y
actuar como un antagonista de TSHR e incluye, por ejemplo, anticuerpos que inhiben competitivamente la union de
TSH a TSHR. El anticuerpo bloqueador de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) se puede encontrar en la sangre de
un paciente de hipotiroidismo, por ejemplo, en la sangre de un paciente con enfermedad de Hashimoto.

El anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) o el anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAD)
presente en una muestra bioldgica se pueden medir mediante el uso de la siguiente mecanismo de accion:
(1) Cuando el anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) esta presente en la muestra biolégica

TSAb aumenta el AMPc a través de la accion sobre TSHR de la célula de acuerdo con la presente invencion. Como
resultado, el canal de calcio CNG se activa de modo que se incrementa la entrada de calcio en la célula. De este
modo, la proteina sensible al calcio emite luminiscencia. Esto significa que la presencia de TSAb en la muestra esta
representada por la luminiscencia de la proteina sensible al calcio como un resultado.

(2) Cuando el anticuerpo de bloqueo de la estimulacién de la tiroides (TSBAb) esta presente en la muestra
biologica

(a) Método que utiliza la inhibicion competitiva de TSH

Tras la adicion junto con TSH, TSBAb inhibe competitivamente la unién de la TSH a TSHR. Como resultado, la
accion de TSH se inhibe para evitar el aumento de la concentracion de AMPc y por lo tanto también a prevenir el
aumento mediado por el canal del calcio CNG de la entrada de calcio. Por lo tanto, se reduce la luminiscencia de la
proteina sensible al calcio. Esto significa que la presencia de TSBAb en la muestra esta representada por la
supresion de la luminiscencia de la proteina sensible al calcio como un resultado.

(b) El método que utiliza la desensibilizaciéon de los canales de calcio CNG

Tras la adicion junto con TSH, TSBAb inhibe competitivamente la unién de la TSH a TSHR. Como resultado, la
accion de TSH es inhibida para evitar el aumento en la concentracion de AMPc. En este caso, si TSBAb esta
ausente, la concentracion de AMPc se aumenta por la accién de TSH para activar el canal de calcio CNG. Sin
embargo, después del tiempo establecido, el canal de calcio CNG es desensibilizado y, por tanto, no responde a la
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forskolina (o agente de aumento de la concentracion de AMPc) recién agregada. Por consiguiente, si TSBAb esta
ausente en la muestra, no se produce la entrada de calcio en la célula. Esto significa que la ausencia de TSBADb esta
representada por la supresion de la luminiscencia de la proteina sensible al calcio como un resultado. Por otro lado,
si TSBAb esta presente en la muestra, el canal de calcio CNG no es desensibilizado. Por lo tanto, la luminiscencia
de la proteina sensible al calcio no se reduce.

Mediante el uso de la composicién descrita, basandose en el mecanismo de accién descrito anteriormente, se puede
detectar un anticuerpo estimulador de la tiroides y/o un anticuerpo de bloqueo estimulador de la tiroides en una
muestra bioldgica; se pueden comparar las concentraciones de un anticuerpo estimulador de la tiroides y/o un
anticuerpo de bloqueo estimulador de la tiroides entre dos muestras biolégicas; o se pueden medir las cantidades
relativas de un anticuerpo estimulador de la tiroides y/o un anticuerpo de bloqueo de la estimulacién de la tiroides en
dos muestras biolégicas. Ademas, mediante el uso de la composicion descrita se pueden medir las concentraciones
de un anticuerpo estimulador de la tiroides y/o un anticuerpo de bloqueo de la estimulaciéon de la tiroides en una
muestra bioldgica.

Segun se utiliza en la presente memoria, la muestra bioldgica incluye muestras derivadas de organismos tales como
sangre y una muestra preparada a partir de sangre e incluye, por ejemplo, sangre humana, una muestra preparada a
partir de sangre humana, sangre canina, una muestra preparada a partir de sangre canina, la sangre felina, y una
muestra preparada a partir de sangre felina.

Mediante el uso de la composicion descrita, se puede medir un anticuerpo estimulador de la tiroides y/o un
anticuerpo de bloqueo estimulador de la tiroides en la sangre humana. Por lo tanto, un sujeto de ensayo puede ser
diagnosticado de enfermedad de la tiroides o no.

Cuando se utiliza el mecanismo de accién descrito anteriormente en (1), la enfermedad de Graves puede
diagnosticarse utilizando la composicion de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, la enfermedad de
Graves se puede diagnosticar mediante la medicion de la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio
emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo y la cantidad de luminiscencia de
la proteina sensible al calcio emitida desde la célula tratada con la misma cantidad de una muestra de sangre
(patrén) de un individuo normal que la de la muestra de sangre del sujeto de ensayo. En este caso, cuando la
cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre del sujeto de ensayo es mayor
que la emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre (patrén) de la persona normal, se puede determinar
que la concentracion en suero de un anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) del sujeto de ensayo es mayor que
la del individuo normal. Por lo tanto, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves el sujeto de ensayo.

Por otra parte, se miden de antemano las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) emitida
desde las células tratadas con muestras de sangre de una gran poblacién de individuos normales, por ejemplo, de
50 a 100 individuos normales, y se pueden calcular la media de las mismas y la desviacion tipica (DT). Cuando la
cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo es
superior a la media + nDT (p. €j.,, n =1, 2, 3, 4, 0 5) de las cantidades de luminiscencia (valores integrados) emitida
desde las células tratadas con las muestras de sangre de la poblacién de individuos normales, se puede determinar
que la concentracion en suero de un anticuerpo estimulador de la tiroides del sujeto de ensayo es mas alta que la de
los individuos normales. Por lo tanto, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves el sujeto de ensayo.

En la presente memoria descriptiva, un valor obtenido de la "muestra derivada de la sangre de un individuo normal"
puede ser, por ejemplo, un valor medido de una muestra de sangre (patron) de un individuo normal o un valor
obtenido de antemano a partir de los valores medidos de una poblaciéon de individuos normales, a menos que se
especifique lo contrario.

Alternativamente, se puede calcular la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula tratada
con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo/la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la
célula tratada con una muestra de sangre de un individuo normal x 100 (%) (en lo sucesivo, este valor calculado se
define como un valor calculado A). Las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) emitida desde
las células tratadas con las respectivas muestras de sangre de una gran poblacién de individuos normales y una
gran poblacién de pacientes con enfermedad de Graves sin tratar (p. €j., de 50 a 100 individuos por poblacion) se
miden de antemano, y se puede ajustar un valor de corte de tal manera que una tasa positiva verdadera de la
enfermedad de Graves y/o una tasa negativa verdadera (es decir, ser un individuo normal) son, por ejemplo, 80% o
mas, 90% o mas, 92% o mas, 94% o mas, 96% o mas, o 98% o mas, respectivamente. Cuando el valor calculado A
es mayor que el valor de corte, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo. El valor de
corte se puede ajustar apropiadamente dependiendo de las propiedades de una poblacion diana, tales como la edad
y el sexo y se puede ajustar a, por ejemplo, 120%, 130%, 140%, 150%, 160%, 170%, 180%, 190% o 200%.

Ademas, también se puede utilizar un patron de anticuerpo (TSAb) (por ejemplo, NIBSC 90/672 o 65/122), y su
concentracion se puede diluir seriadamente para preparar una curva de calibracién. Con referencia a la curva de
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calibracion, la concentracion real en suero de un anticuerpo (TSAb) se puede calcular a partir de la cantidad medida
de luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un
sujeto de ensayo. Esta concentracion se puede comparar con la concentracion en suero medida previamente de un
anticuerpo (TSAb) en cada una de una gran poblaciéon de individuos normales y una gran poblacién de pacientes
con enfermedad de Graves sin tratar (p. €j., de 50 a 100 individuos por poblacién), o datos conocidos referidos en un
documento para diagnosticar o no la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo. Por ejemplo, cuando la
concentracion es superior a la media + nDT (p. €j., n =1, 2, 3, 4, 0 5) de las concentraciones en suero de (TSAb) de
la poblacién de individuos normales, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo.

Para la medicion de la cantidad de luminiscencia, se prefiere para medir el valor integrado por el tiempo dado.

Por ejemplo, el valor integrado se puede medir durante 5s, 10 s, 15,20, 30s,40s, 50 s, 0 1 min.

Ademas, cuando se utiliza el mecanismo de accién descrito anteriormente en (2)(a), el hipotiroidismo (incluyendo la
enfermedad de Hashimoto) se puede diagnosticar utilizando la composicién de acuerdo con la presente invencion.
Por ejemplo, el hipotiroidismo se puede diagnosticar mediante la medicion de la cantidad de luminiscencia inducida
por TSH de la proteina sensible al calcio en la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo y la
cantidad de luminiscencia inducida por TSH de la proteina sensible al calcio en la célula tratada con la misma
cantidad de una muestra de sangre (patrén) de un individuo normal que la de la muestra de sangre del sujeto de
ensayo. En este caso, cuando la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre
del sujeto de ensayo es menor que la emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre (patrén) de la
persona normal, se puede determinar que la concentracién en suero de un anticuerpo de bloqueo de la estimulaciéon
de la tiroides (TSBADb) del sujeto de ensayo es mayor que la del individuo normal. Por lo tanto, se puede diagnosticar
el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Por otra parte, se miden de antemano las cantidades respectivas de luminiscencia inducida por TSH (valores
integrados) de las proteinas sensibles al calcio en las células tratadas con muestras de sangre de una gran
poblacion de individuos normales, por ejemplo, de 50 a 100 individuos normales, y se pueden calcular la media de
las mismas y la desviacion tipica (DT). Cuando la cantidad de luminiscencia inducida por TSH de la célula tratada
con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo es menor que la media - nDT (por ejemplo, n =1, 2, 3, 4, 0 5) de
las cantidades de luminiscencia inducida por TSH (valores integrados) de las células tratadas con las muestras de
sangre de la poblacion de individuos normales, se pueden determinar que la concentracion en suero de un
anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) en el sujeto de ensayo es mayor que en los
individuos normales. Por lo tanto, se puede diagnosticar el hipotiroidismo el sujeto de ensayo.

Alternativamente, se puede calcular la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula tratada
con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo/la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la
célula tratada con una muestra de sangre de un individuo normal x 100 (%) (en lo sucesivo, este valor calculado se
define como un valor calculado B). Las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) atribuidas a las
respectivas muestras de sangre de una gran poblacion de individuos normales y una gran poblacion de pacientes de
hipotiroidismo no tratados (por ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacion) se miden de antemano, y se fija un
valor de corte de tal manera que una tasa positiva verdadera de hipotiroidismo y/o una tasa negativa verdadera (es
decir, ser un individuo normal) son, por ejemplo, 80% o mas, 90% o mas, 92% o mas, 94% o mas, 96% o mas, o
98% o mas, respectivamente. Cuando el valor calculado B es menor que el valor de corte, también se puede
diagnosticar el hipotiroidismo el sujeto de ensayo. El valor de corte se puede ajustar apropiadamente dependiendo
de las propiedades de una poblacion diana, tales como la edad y sexo y se puede ajustar a, por ejemplo, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, o0 90%.

Ademas, también se puede utilizar un patron de anticuerpo (TSBAb) que tiene una concentracion conocida, y su
concentracion se puede diluir seriadamente para preparar una curva de calibracién. Con referencia a la curva de
calibracion, la concentracion real en suero de un anticuerpo (TSBAb) se puede calcular a partir de la cantidad
medida de la luminiscencia inducida por TSH de la proteina sensible al calcio en la célula tratada con una muestra
de sangre de un sujeto de ensayo. Esta concentracion se puede comparar con la concentracién en suero medida
previamente de un anticuerpo (TSBAb) en cada una de una gran poblaciéon de individuos normales y una gran
poblacion de pacientes hipotiroidismo no tratados (p. €j., de 50 a 100 individuos por poblacién), o datos conocidos
referidos en un documento para diagnosticar o no el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. Por ejemplo, cuando la
concentracion es superior a la media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4, o 5) de las concentraciones en suero de
(TSBAD) de la poblacién de individuos normales, se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Para la medicion de la cantidad de luminiscencia, se prefiere medir el valor integrado por el tiempo dado. Por
ejemplo, el valor integrado se puede medir durante 5s,10s,15s,20s,30s,40s,50s, 0 1 min.

Ademas, cuando se utiliza el mecanismo de acciéon descrito anteriormente en (2)(b), se puede diagnosticar el
hipotiroidismo (incluyendo la enfermedad de Hashimoto) utilizando la composicion de acuerdo con la presente
invencion. Por ejemplo, el hipotiroidismo se puede diagnosticar mediante la medicion de la cantidad de luminiscencia
inducida por forskolina de la proteina sensible al calcio en la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto
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de ensayo y la cantidad de luminiscencia inducida por forskolina de la proteina sensible al calcio en la célula tratada
con la misma cantidad de una muestra de sangre (patrén) de un individuo normal que la de la muestra de sangre del
sujeto de ensayo. En este caso, cuando la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la muestra
de sangre del sujeto de ensayo es mayor que la emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre (patron) de
la persona normal, se puede determinar que la concentracién en suero de un anticuerpo de bloqueo de la
estimulacion de la tiroides (TSBADb) del sujeto de ensayo es mayor que la del individuo normal. Por lo tanto, se
puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Por otra parte, se miden de antemano las cantidades respectivas de luminiscencia inducida por forskolina (valores
integrados) de las proteinas sensibles al calcio en las células tratadas con muestras de sangre de una gran
poblacion de individuos normales, por ejemplo, de 50 a 100 individuos normales, y se pueden calcular la media de
las mismas y la desviacion tipica (DT). Cuando la cantidad de luminiscencia inducida por forskolina de la célula
tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo es superior a la media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4,
o 5) de las cantidades de luminiscencia inducida por forskolina (valores integrados) de las células tratadas con las
muestras de sangre de la poblacién de individuos normales, se puede determinar que la concentracion en suero de
un anticuerpo de bloqueo de la estimulacién de la tiroides (TSBAb) del sujeto de ensayo es mas alta que la de los
individuos normales. Por lo tanto, también se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Alternativamente, se puede calcular la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula tratada
con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo/la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la
célula tratada con una muestra de sangre de un individuo normal x 100 (%) (en lo sucesivo, este valor calculado se
define como un valor calculado C). Las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) atribuidas a las
respectivas muestras de sangre de una gran poblacion de individuos normales y una gran poblacion de pacientes de
hipotiroidismo no tratado (por ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacién) se miden de antemano, y se ajusta un
valor de corte de tal manera que una verdadera tasa positiva de hipotiroidismo y/o una tasa negativa verdadera (es
decir, ser un individuo normal) son, por ejemplo, 80% o mas, 90% o mas, 92% o mas, 94% o mas, 96% o mas, o
98% o mas, respectivamente. Cuando el valor calculado C es mayor que el valor de corte, también se puede
diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. El valor de corte se puede ajustar apropiadamente
dependiendo de las propiedades de una poblacién diana, tales como la edad y sexo y se puede ajustar a, por
ejemplo, 150%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800% o 900%.

Ademas, también se puede utilizar un patron de anticuerpo (TSBAb) que tiene una concentracion conocida, y su
concentracion se puede diluir seriadamente para preparar una curva de calibracién. La concentracion real en suero
de un anticuerpo (TSBAb) se puede calcular a partir de la luminiscencia inducida por forskolina medida de la
proteina sensible al calcio en la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo. Esta
concentracion se puede comparar con la concentracion en suero medida previamente de un anticuerpo (TSBAb) en
cada una de una gran poblacién de individuos normales y una gran poblacion de pacientes hipotiroidismo no
tratados (por ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacién), o datos conocidos referidos en un documento para
diagnosticar o no el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. Por ejemplo, cuando la concentracion es superior a la
media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4, o 5) de las concentraciones en suero de (TSBAb) de la poblacion de
individuos normales, se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Para la medicion de la cantidad de luminiscencia, se prefiere para medir el valor integrado por el tiempo dado.
Por ejemplo, el valor integrado se puede medir durante 5s, 10 s, 15,20, 30s,40s, 50 s, 0 1 min.

Por ofra parte, se puede determinar un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar una enfermedad de la
tiroides, por ejemplo, un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar la enfermedad de Graves o
hipotiroidismo, utilizando la composicién de acuerdo con la presente invencion.

Por ejemplo, cuando la concentracion en suero de un anticuerpo estimulador de la tiroides medida utilizando la
composicion de acuerdo con la presente invencion en el examen médico es menor que el valor numérico de un
paciente con la enfermedad de Graves y mas alto que el valor numérico de un individuo normal, se puede
determinar que esta persona es un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar la enfermedad de Graves.
Cuando la concentracién en suero de un anticuerpo de bloqueo de la estimulaciéon de la tiroides es menor que el
valor numérico de hipotiroidismo y mayor que el valor numérico de un individuo normal, se puede determinar que
esta persona es un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar hipotiroidismo. Por otra parte, cuando la
concentracion de suero de un anticuerpo estimulador de la tiroides medida utilizando la composicién de acuerdo con
la presente invencion en el examen médico se incrementa gradualmente con el tiempo, se puede determinar que
esta persona es un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar la enfermedad de Graves. Cuando la
concentracion en suero de un anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides se incrementa gradualmente
con el tiempo, se puede determinar que esta persona es un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar
hipotiroidismo.

Ademas, también se puede determinar la eficacia del tratamiento para un ser humano en tratamiento de enfermedad
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de la tiroides, por ejemplo, un ser humano con la enfermedad de Graves o hipotiroidismo bajo tratamiento de las
mismas utilizando la composicién de acuerdo con la presente invencion.

Por ejemplo, la concentracion de un anticuerpo estimulador de la tiroides o un anticuerpo de bloqueo de la
estimulacion de la tiroides de muestras de sangre tomadas del mismo individuo, tanto antes como después del
tratamiento, y el cambio dependiente del tiempo en la concentraciéon se pueden medir utilizando la composicion de
acuerdo con la presente invencién para determinar la presencia o ausencia de eficacia del tratamiento. Cuando la
concentracion en suero del anticuerpo estimulador de la tiroides medida utilizando la composicién de acuerdo con la
presente invencion es menor después del tratamiento que antes del tratamiento, se puede determinar que el
tratamiento de la enfermedad de Graves es eficaz. Cuando la concentracion de suero del anticuerpo de bloqueo de
la estimulacion de la tiroides medida utilizando la composicién de acuerdo con la presente invencién es menor antes
del tratamiento que después del tratamiento, se puede determinar que el tratamiento del hipotiroidismo es eficaz.

La presente invencién proporciona una composiciéon que comprende la célula que expresa un receptor de la
hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al
calcio. Se describe adicionalmente un kit que comprende la composicion de acuerdo con la presente invencion y
puede comprender adicionalmente al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un medio para el cultivo
celular, una disolucién de deteccioén, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio o una disoluciéon
acuosa del mismo, una disolucién de separacién de anticuerpos, una placa para el cultivo celular o un tubo de
ensayo, TSH o una disoluciéon acuosa de la misma, un anticuerpo anti-TSH y un suero de control de IgG humana
normal. Por ejemplo, cada sustancia que constituye el kit y la composicion esta empaquetada individualmente, y
estos paquetes se pueden colocar en un mismo recipiente, tal como una caja de preparar un kit.

La célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR) un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio de acuerdo con la presente invencion se puede preparar de manera
adecuada y se prepara, por eJempIo a una concentracién de 3 x 10* células/ml a 3 x 10° células/ml. La célula de
acuerdo con la presente invencion puede ser preparada, por ejemplo, suspendiéndola a una concentracion de 3 x
10° células/ml en una disolucion acuosa. Cuando se utiliza una placa de 96 pocillos como placa para eI cultivo
celular, la célula se puede cultivar en placa a una concentracion de, por ejemplo, 3 x 10 células a 3 x 10° células
por pocillo de la placa de 96 pocillos.

El medio para el cultivo celular no esta limitado siempre que pueda mantener Ia ceIuIa de acuerdo con la presente
invencion. El medio de cultivo celular puede estar exento de Ca®* 0 exento de Ca? /Mg

La disolucién de deteccion puede contener CaCl,, azul de tripano, un catién que es capaz de causar la luminiscencia
de aecuorina y puede ser sustituido por calcio (p. €j., un ion de cadmio o un ién de estroncio), un ion de magnesio,
un ion de zinc, un ion de acido sulfdrico y/o un ion de acido carbdnico. Las concentraciones de CaCl, y azul de
tripano pueden ser ajustadas apropiadamente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la concentracion de CaCl;
puede ser de 9 a 18 mM, y la concentracion de azul de tripano puede ser de 0,001 a 0,010%. La disolucion de
deteccion es, por ejemplo, una disolucién acuosa que contiene CaCl, 9 mM y azul de tripano al 0,002%. La
concentracion final de CaCl, cuando se mide la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio se puede
ajustar a 3 a 6 mM. Ademas, la disolucion de deteccion puede contener un catién que puede ser sustituido por
calcio, un ion de magnesio, un ion de zinc, un ion de acido sulfdrico y/o un ion de acido carbdnico, por ejemplo,
disolviendo el catidon que puede ser sustituido por calcio, el idn magnesio, el i6n zinc, el ion de acido sulfarico y/o el
ion de acido carbonico en la disoluciéon de deteccion.

El sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio incluye coelenterazina o un derivado de coelenterazina
que sirve como sustrato luminiscente para la aecuorina. El derivado de coelenterazina incluye ViviRen (R), (Promega
Corp.). La concentracion de ViviRen se puede ajustar apropiadamente y puede ser, por ejemplo, de 0,6 a 30 mM. La
disolucion acuosa del sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio es, por ejemplo, una disoluciéon acuosa
de ViviRen 4 mM (Promega Corp.). La concentracion final de ViviRen cuando se mide la cantidad de luminiscencia
de la proteina sensible al calcio se puede ajustar a 0,24 a 12 mM.

La disolucién de separacion del anticuerpo no esta limitada con tal que se puedan recoger un anticuerpo estimulador
de la tiroides y un anticuerpo de bloqueo estimulador de la tiroides de una muestra de sangre. La disolucion de
separacion anticuerpo puede contener PEG6000 de 10 a 30%. La disolucion de separacion anticuerpo puede ser,
por ejemplo, una disolucién acuosa que contiene PEG6000 al 30%.

Los ejemplos de la placa para el cultivo celular incluyen las que permiten la medicion de la cantidad de luminiscencia
utilizando un luminémetro, por ejemplo, una placa de 96 pocillos que permite el cultivo de células.

El tubo de ensayo no esta particularmente limitado y puede ser seleccionado apropiadamente por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, se puede utilizar un tubo de ensayo adecuado para un aparato para medir la luminiscencia
emitida por la proteina sensible al calcio.
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La TSH no esta limitada con tal que se pueda utilizar como un agonista de TSHR. La TSH puede ser utilizada como
control positivo. La TSH puede ser, pero no esta limitada a, TSH bovina. La TSH puede ser preparada
apropiadamente por los expertos en la técnica y puede ser ajustada de 0,01 a 100 mU/ml. Por ejemplo, la TSH
bovina se prepara en forma de una disolucion acuosa de 1 mU/ml. La concentracion final de TSH bovina cuando se
mide la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio se puede ajustar de 0,6 mU/ml a 6 mU/ml. La
concentracion final de TSH bovina cuando se mide la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio
puede ser, por ejemplo, de 100 mU/ml. Por otra parte, se puede utilizar TSAb en lugar de o ademas de la TSH. El
TSAb puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

El suero de control de IgG humana normal se puede ser utilizado como control negativo y puede ser preparado
apropiadamente por los expertos en la técnica.

El anticuerpo anti-TSH puede ser un anticuerpo policlonal o puede ser un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo anti-
TSH puede ser un anticuerpo derivado de un mamifero apropiado e incluye un anticuerpo de ratéon anti-TSH, un
anticuerpo de rata anti-TSH, un anticuerpo de conejo anti-TSH y un anticuerpo de cabra anti-TSH. El anticuerpo anti-
TSH puede ser modificado apropiadamente por los expertos en la técnica. Por otra parte, también se selecciona
apropiadamente la TSH que sirve como un antigeno. La TSH que sirve como antigeno incluye TSH humana, TSH de
raton, TSH de rata, TSH de conejo, TSH felina y TSH canina. Los ejemplos del anticuerpo anti-TSH utilizado en el kit
descrito incluyen un anticuerpo policlonal de cabra anti-TSH humana. La concentracion del anticuerpo anti-TSH
puede ser ajustada apropiadamente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la concentracion de una disolucién
de anticuerpo anti-TSH empaquetada en el kit se puede ajustar de 0,01 g/ml a 100 mg/ml. La concentracion final del
anticuerpo monoclonal anti-TSH cuando se mide la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio puede
ser, por ejemplo, de 0,05 a 5,48 g/ml.

Entre los pacientes de hipotiroidismo, hay un paciente cuya cantidad de TSH en la sangre es un valor alto. En este
caso, la proteina sensible al calcio en la célula emite luminiscencia debido a la TSH. Por lo tanto, se puede
diagnosticar la enfermedad de Graves en este paciente, aunque él o ella sea un paciente de hipotiroidismo. Sin
embargo, se afiade una muestra de sangre derivada del paciente de hipotiroidismo que tiene una alta cantidad de
TSH junto con el anticuerpo anti-TSH a la célula de acuerdo con la presente invencién para neutralizar la TSH
derivada del paciente. Por lo tanto, se puede evitar el diagnéstico incorrecto de la enfermedad de Graves en el
paciente. Por otra parte, la cantidad de luminiscencia emitida desde la proteina sensible al calcio se puede comparar
entre el caso en el que se afiade el anticuerpo anti-TSH junto con la muestra de sangre derivada del paciente a la
célula de la presente invencion y el caso en el que la muestra de sangre derivada del paciente se afiade a la célula
de la presente invencion sin la adicion del anticuerpo anti-TSH, y de este modo se puede obtener informacién sobre
la cantidad de TSH de la sangre del paciente. Un médico puede diagnosticar mas correctamente la enfermedad de
la tiroides mediante la combinacion de la informacién con los sintomas clinicos de la paciente.

Ademas, el kit descrito contiene adicionalmente el suero de un paciente con la enfermedad de la tiroides, por
ejemplo, los sueros de un paciente con la enfermedad de Graves y/o un paciente con hipotiroidismo. Un suero de
este tipo se puede utilizar como un control o un patrén para el calculo de la concentracion en el diagndstico de la
enfermedad de la tiroides, en la evaluacion de un riesgo de desarrollar la enfermedad, o en la evaluacién de la
eficacia del tratamiento de la enfermedad.

Ademas, el kit descrito puede contener una sustancia que activa la adenilato ciclasa, por ejemplo, forskolina. La
presencia o ausencia de de un anticuerpos de bloqueo de la estimulacion de la tiroides en una muestra derivada de
la sangre de un sujeto de ensayo se pueden determinar mediante la adicion de la muestra junto con TSH a la célula,
el cultivo de la célula durante el tiempo dado, y a continuacion la adicion de forskolina a la misma. Por otra parte,
también se puede medir la concentracion de un anticuerpo de bloqueo de la estimulaciéon de la tiroides de la
muestra. Como resultado, se puede diagnosticar el hipotiroidismo (por ejemplo, la enfermedad de Hashimoto), se
puede determinar un ser humano que tiene un riesgo de desarrollar hipotiroidismo (por ejemplo, la enfermedad de
Hashimoto), o se puede determinar el efecto terapéutico en un paciente que ha sufrido el tratamiento del
hipotiroidismo (por ejemplo, la enfermedad Hashimoto).

La composicion descrita o el kit también es util como coadyuvante de diagnostico que ayuda a un médico a
diagnosticar la enfermedad de Graves y/o el hipotiroidismo en vista de los sintomas clinicos del paciente y/o otros
resultados de los examenes. Por ejemplo, la medicion de la cantidad de un anticuerpo estimulador de la tiroides
(TSADb) en una muestra de sangre de un paciente que exhibe hipertiroidismo utilizando la composicion de acuerdo
con la presente invencion puede ser Util para el diagndstico diferencial entre la enfermedad de Graves y el
hipertiroidismo destructivo (p. €j., la tiroiditis indolora o tiroiditis subaguda).

Se describe adicionalmente un método para diagnosticar la enfermedad de Graves, que comprende las siguientes
etapas (A) a (C):

(A) preparar una mezcla que contiene una célula de acuerdo con la presente invencion, un sustrato
11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2642262 T3

luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio exento de ca® y una muestra derivada de la
sangre de un sujeto de ensayo;

(B) afadir una disolucion que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A); y

(C) medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida desde la célula.

El medio exento de Ca®" utilizado en la etapa (A) del metodo puede ser seleccionado apropiadamente por los
expertos en la técnica y puede ser un medio exento de Ca?/ Mg

La disolucién que contiene Ca®" utilizada en la etapa (B) del método puede ser seleccionada apropladamente por los
expertos en la técnica y puede ser, por ejemplo, una disolucién de CaCl,. La disoluciéon que contiene ca® puede
contener adicionalmente un catiéon que puede ser sustituido por calcio (p. €j., un ion de cadmio o un ién de
estroncio), un ion de magnesio, un ion de zinc, un ion de acido sulfurico y/o un ion de acido carboénico.

La mezcla preparada en la etapa (A) del método puede contener adicionalmente un anticuerpo anti-TSH. El
anticuerpo anti-TSH que contiene en la mezcla preparada en la etapa (A) del método puede evitar que se
diagnostique incorrectamente la enfermedad de Graves en un paciente de hipotiroidismo cuya cantidad de TSH en la
sangre es un valor alto.

El orden de adicion de las sustancias descritas en la etapa (A) del método se puede ser ajustado apropiadamente
por los expertos en la técnica.

Se describe adicionalmente un método para el diagnostico de la enfermedad de Graves, que comprende las
siguientes etapas:

(1) cultivar una célula de acuerdo con la presente invencion, en un medio exento de Ca®* con un
suplemento de un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio;

(2) afadir una muestra derivada de sangre de un sujeto de ensayo a la célula cultivada, que se cultiva
adicionalmente; y

(3) afiadir una disolucion de CaCl; a la célula cultivada, y la medir la luminiscencia de la proteina sensible al
calcio emitida desde la célula.

En el método, la célula puede ser criopreservada. En este caso, la célula puede ser descongelada mediante una
operaC|on suave tal como un bafo templado. La célula descongelada se puede cultivar en un medio exento de
ca’ /Mg complementado con un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio. El sustrato luminiscente
para la proteina sensible al calcio incluye coelenterazina y ViviRen (R).

El medio exento de Ca*" no esta limitado, siempre y cuando la célula se pueda mantener. Por ejemplo, se utilizan
NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl, 1 mM, NaHC03 4,8 mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4. Ademas, el
medio exento de Ca?* puede ser un medio exento de ca’ /Mg La célula se puede sembrar a una concentracion
apropiada en un recipiente apropiado y se siembra, por ejemplo, a una concentracion de 3 a 30 x 10* células/ml y 90
pl/pocillo en una placa de 96 pocillos compatible con un lumindmetro. El tiempo de incubacion en la etapa (1) puede
ser cualquier tiempo, siempre y cuando sea igual o superior a 2 h. El tiempo de incubacion se puede establecer en
2-8 hy es, por ejemplo, de 3 h. En general, para la recuperacion del dafio causado por subcultivo y el aumento de la
cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio tal como la aecuorina, las células son cultivadas
generalmente durante aproximadamente 12-24 h después de la siembra de las células. Se ha confirmado que
incluso si las células se cultivan durante aproximadamente 2 h, la muerte celular causada por los aditivos no es
inducida y la proteina sensible al calcio exhibe una fuerte luminiscencia. Se ha confirmado que incluso
aproximadamente 2 h después de la siembra de las células, se puede detectar una fuerte luminiscencia de la
proteina sensible a calcio, por ejemplo, empleando aecuorina como proteina sensible al calcio, optimizando su
secuencia de ADN para el codén humano, e introduciendo una sefial de direccionamiento mitocondrial, y empleando
adicionalmente ViviRen (R) como sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio.

La muestra derivada de sangre afiadida en la etapa (2) se prepara mediante la adicion de una disolucidon acuosa de
PEG a la sangre de un sujeto de ensayo y recolectando una fraccion precipitada. Por ejemplo, se utiliza PEG6000 al
30% como disolucién acuosa de PEG. Ademas, en algunos casos, también se pueden utilizar una muestra derivada
de la sangre de paciente con la enfermedad de Graves como control positivo y/o una muestra de sangre derivada de
un individuo normal como control negativo y afiadir cada una a la célula en la etapa (2), respectivamente. El tiempo
de incubacién en la etapa (2) no esta limitado y se puede ajustar a 30-60 min, por ejemplo, 30 min. Como resultado,
el AMPc se acumula en la célula. Por lo tanto, se puede medir una fuerte luminiscencia, mas estable, que en
ausencia de cultivo después de la adicién de la muestra inmediatamente después de la adicién de la disolucién de
CaC|2.

Con tal que los tiempos de incubacién en las etapas (2) y (3) se encuentran dentro del plazo de aproximadamente 4
h en total, no se requiere llevar a cabo el cultivo estéril debido al corto tiempo.
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En la etapa (2), se puede afadir adicionalmente un anticuerpo anti-TSH a la célula cultivada. El anticuerpo anti-TSH
puede ser un anticuerpo policlonal o puede ser un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo anti-TSH puede ser un
anticuerpo derivado de un mamifero apropiado e incluye un anticuerpo de ratén anti-TSH, un anticuerpo de rata anti-
TSH, un anticuerpo de conejo anti-TSH y un anticuerpo de cabra anti-TSH. El anticuerpo anti-TSH puede ser
modificado apropiadamente por los expertos en la técnica. Por otra parte, la TSH que sirve como antigeno también
se selecciona apropiadamente. La TSH que sirve como antigeno incluye TSH humana, TSH de ratén, TSH de rata,
TSH de conejo, TSH felina y TSH canina. Los ejemplos del anticuerpo anti-TSH utilizado en el método descrito
incluyen un anticuerpo policlonal de cabra anti-TSH humana.

La disoluciéon que contiene CaCl, utilizada en la etapa (3) puede contener adicionalmente un catién que puede ser
sustituido por calcio (p. €j., un ion de cadmio o un i6n de estroncio), un ion de magnesio, un ion de zinc, un ion de
acido sulfurico y/o un ion de acido carbonico. Las concentraciones de Ca®", el cation que puede ser sustituido por el
calcio, el ion de magnesio, el idn zinc, el ion de acido sulfurico y el ion de acido carbdnico que puede estar contenido
en la disolucion de CaCl, pueden ser ajustadas apropiadamente por los expertos en la técnica, de manera que la
célula pueda ser mantenida y la proteina sensible al calcio tal como la aecuorina emita apropiadamente
luminiscencia.

En la etapa (3), la luminiscencia es emitida por la proteina sensible al calcio tal como la aecuorina inmediatamente
después de la adicién de la disolucién de CaCl, y se puede medir por medio de un método que es bien conocido por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, se utiliza un luminémetro capaz de realizar de forma automatica y continua la
agitacion y de medicion (PerkinElmer Inc., ARVO-Sx), y la cantidad de luminiscencia se puede medir mediante la
integracion de los valores de luminiscencia durante 15-30 s después de agitar. El aparato que se puede utilizar en la
medicién de la cantidad de luminiscencia puede ser seleccionado apropiadamente por los expertos en la técnica.

Como resultado de llevar a cabo el método, cuando la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio
(por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula tratada con la muestra derivada de la sangre de un sujeto de
ensayo es mayor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un individuo
normal, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo. Por otra parte, la concentracion en
suero de un anticuerpo puede ser determinada y comparada con una concentracion patron de anticuerpo de un
paciente con la enfermedad de Graves y/o un individuo normal para diagnosticar o no la enfermedad de Graves en
el sujeto de ensayo.

Por ejemplo, se miden la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un
sujeto de ensayo y la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la misma cantidad de una
muestra de sangre (patrén) de un individuo normal que la de la muestra de sangre del sujeto de ensayo. Cuando la
cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre del sujeto de ensayo es mayor
que la emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre (patrén) de un individuo normal, se puede
determinar que la concentracion en suero de un anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) del sujeto de ensayo es
mayor que la del individuo normal. Por lo tanto, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves en el sujeto de
ensayo.

Por otra parte, se miden de antemano las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) de las células
tratadas con las muestras de sangre de una gran poblacién de individuos normales, por ejemplo, de 50 a 100
individuos normales, y se puede calcular la media de las mismas y la desviacion tipica (DT). Cuando la cantidad de
luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo es superior a la
media + nDT (por ejemplo, n =1, 2, 3, 4, o 5) de las cantidades de luminiscencia (valores integrados) emitida desde
las células tratadas con las muestras de sangre de la poblacion de individuos normales, se puede determinar que la
concentracion en suero de un anticuerpo estimulador de la tiroides del sujeto de ensayo es mas alta que la de los
individuos normales. Por lo tanto, se puede diagnosticar la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo.

Ademas, se puede calcular la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula tratada con una
muestra de sangre de un sujeto de ensayo/la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula
tratada con una muestra de sangre de un individuo normal x 100 (%) (este valor calculado se define como un valor
calculado D). Las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) emitida desde las células tratadas
con las respectivas muestras de sangre de una gran poblaciéon de individuos normales y una gran poblacion de
pacientes con enfermedad de Graves sin tratar (por ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacion) se pueden medir
de antemano, y se puede ajustar un valor de corte de tal manera que una tasa positiva verdadera de la enfermedad
de Graves y/o una tasa negativa verdadera (es decir, ser un individuo normal) son cada una, por ejemplo, 80% o
mas, 90% o mas, 92% o mas, 94% o mas, 96% o mas, o 98% o mas. Cuando el valor D calculado es mayor que el
valor de corte, también se puede diagnosticar la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo. El valor de corte se
puede ajustar apropiadamente dependiendo de las propiedades de una poblacion diana, tales como la edad y sexo y
se puede ajustar a, por ejemplo, 120%, 130%, 140%, 150%, 160%, 170%, 180%, 190% o 200%.

Ademas, también se puede utilizar un patron de anticuerpo (TSAb) (por ejemplo, NIBSC 90/672 o 65/122), y su
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concentracion se puede diluir seriadamente para preparar una curva de calibracién. Con referencia a la curva de
calibracion, la concentracion real en suero de un anticuerpo (TSAb) se puede calcular a partir de la cantidad medida
de la luminiscencia de la proteina sensible al calcio en la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de
ensayo. Esta concentracion se puede comparar con la concentracion en suero medida previamente de un anticuerpo
(TSAb) de cada una de una gran poblacidon de individuos normales y una gran poblacion de pacientes con
enfermedad de Graves tratados (p. €j., de 50 a 100 individuos por poblacion), o datos conocidos referidos en un
documento para diagnosticar o no la enfermedad de Graves en el sujeto de ensayo. Por ejemplo, cuando la
concentracion es superior a la media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4, o 5) de las concentraciones en suero de
(TSADb) de la poblacién de individuos normales, la enfermedad de Graves también se puede diagnosticar en el sujeto
de ensayo.

Por otra parte, como resultado de llevar a cabo el método, cuando la cantidad de luminiscencia de la proteina
sensible al calcio (por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula tratada con la muestra derivada de la sangre de
un sujeto de ensayo es mayor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un
individuo normal y es menor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de
paciente con la enfermedad de Graves, se puede determinar que el sujeto de ensayo es un ser humano que tiene un
alto riesgo de desarrollo de la enfermedad de Graves. Alternativamente, la concentraciéon en suero de un anticuerpo
se puede determinar y comparar con una concentracion patrén de anticuerpo de un paciente de la enfermedad de
Graves y/o un individuo normal para diagnosticar si el sujeto de ensayo es un ser humano que tiene un alto riesgo
de desarrollar o no la enfermedad de Graves.

Ademas, en la etapa (2), las muestras tomadas antes y después del tratamiento del mismo paciente con la
enfermedad de Graves se afiaden como muestra derivada de la sangre de un sujeto de ensayo. La cantidad de
luminiscencia de la proteina sensible al calcio (por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula puede compararse
entre las muestras para determinar la eficacia del tratamiento. Como resultado del ensayo, cuando la cantidad de
luminiscencia de la proteina sensible al calcio tales como aecuorina es menor en la muestra tomada después del
tratamiento que en la muestra tomada antes del tratamiento, se puede determinar que el tratamiento es eficaz.

Se describe adicionalmente un método para el diagnéstico del hipotiroidismo, que comprende las siguientes etapas
(A)a(C).
(A) preparar una mezcla que contiene una célula de acuerdo con Ia presente invencién, un sustrato
luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio exento de Ca®*, TSH o un anticuerpo monoclonal
TSAb estimulador y una muestra derlvada de la sangre de un sujeto de ensayo
(B) afadir una disolucion que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A); y
(C) cuantificar la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida desde la célula.

El medio exento de Ca®" utilizado en la etapa (A) del metodo puede ser seleccionado apropiadamente por los
expertos en la técnica y puede ser un medio exento de ca’ /Mg

La disolucién que contiene Ca®" utilizada en la etapa (B) del método puede ser seleccionada apropiadamente por Ios
expertos en la técnica y puede ser, por ejemplo, una disolucién de CaCl,. Ademas, la disolucién que contiene ca®
puede contener adicionalmente un catién que puede ser sustituido por calcio (p. €j., un ion de cadmio o un ién de
estroncio), un ion de magnesio, un ion de zinc, un ion de acido sulfurico, y/o un ion de acido carbdnico.

El orden de adicion de las sustancias descritas en la etapa (A) del método puede ser ajustado apropiadamente por
los expertos en la técnica.

Se describe adicionalmente un método para el diagndstico de hipotiroidismo (p. €j., enfermedad de Hashimoto), que
comprende las siguientes etapas:

(1) cultivar una célula de acuerdo con la presente invencion, en un medio exento de Ca®* con un
suplemento de un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio;

(2) afadir una muestra derivada de la sangre de un sujeto de ensayo junto con la TSH a la célula cultivada,
que es cultivada adicionalmente; y

(3) afadir una disolucion de CaCl; a la célula cultivada, y medir la luminiscencia de la proteina sensible al
calcio emitida desde la célula.

Las etapas (1) - (3) pueden ser llevadas a cabo apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia al
método para el diagndstico de la enfermedad de Graves descrito anteriormente.

En algunos casos, en la etapa (2), se pueden utilizar una muestra derivada de la sangre de un individuo normal
como control negativo y/o una muestra derivada de la sangre de un paciente hipotiroidismo como control positivo, y
cada una de ellas puede ser afadida a la célula, respectivamente. Por otra parte, el tiempo de incubacion en la
etapa (2) no esta limitado y se puede ajustar a 30-120 min, por ejemplo, 30 min. Ademas, en la etapa (2), la TSH
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puede ser TSH bovina. En algunos casos, se puede afiadir TSAb en lugar de o ademas de TSH. El TSAb puede ser
un anticuerpo monoclonal.

Como resultado de llevar a cabo el método, cuando la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio
(por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula tratada con la muestra derivada de la sangre de un sujeto de
ensayo es menor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un individuo
normal, se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. Por otra parte, la concentraciéon en suero de
un anticuerpo puede ser determinada y comparada con una concentracion patrén de anticuerpos de un paciente de
hipotiroidismo y/o un individuo normal para diagnosticar o no el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Por ejemplo, se miden la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un
sujeto de ensayo y la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la misma cantidad de una
muestra de sangre (patrén) de un individuo normal como la de la muestra de sangre del sujeto de ensayo. Cuando la
cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre de un sujeto de ensayo es menor
que la emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre (patrén) de un individuo normal, se puede
determinar que la concentracion en suero de un anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) del
sujeto de ensayo es mayor que la del individuo normal. Por lo tanto, se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el
sujeto de ensayo.

Por otra parte, las cantidades respectivas de luminiscencia inducida por TSH (valores integrados) de las proteinas
sensibles al calcio en las células tratadas con muestras de sangre de una poblacion de un gran numero de
individuos normales, por ejemplo, de 50 a 100 individuos normales, se miden de antemano, y se pueden calcular
una media de las mismas y la desviacion tipica (DT). Cuando la cantidad de luminiscencia inducida por TSH de la
célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo es menor que la media - nDT (p. €j.,, n =1, 2, 3, 4,
o 5) de las cantidades de luminiscencia inducida por TSH (valores integrados) de las células tratadas con las
muestras de sangre de la poblacion de individuos normales, se pueden determinar que la concentracion en suero de
un anticuerpo de bloqueo de la estimulacién de la tiroides (TSBAb) del sujeto de ensayo es mas alta que la de los
individuos normales. Por lo tanto, también se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Ademas, se puede calcular la cantidad de luminiscencia (valor integrado) en la célula tratada con una muestra de
sangre de un sujeto de ensayo/la cantidad de luminiscencia (valor integrado) de la célula tratada con una muestra de
sangre de un individuo normal x 100 (%) (en lo sucesivo, este valor calculado se define como un valor calculado E).
Las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) atribuidas a las respectivas muestras de sangre de
una gran poblacion de individuos normales y una gran poblacién de pacientes hipotiroidismo no tratados (por
ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacion) se miden de antemano, y un se fija un valor de corte de tal manera
que una tasa positiva verdadera de hipotiroidismo y/o una tasa negativa verdadera (es decir, ser un individuo
normal) son cada una, por ejemplo, 80% o mas, 90% o mas, 92% o mas, 94% o mas, 96% o mas, o 98% o mas.
Cuando el valor E calculado es menor que el valor de corte, también se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el
sujeto de ensayo. El valor de corte se puede ajustar apropiadamente dependiendo de las propiedades de una
poblacion diana, tales como la edad y sexo y se puede ajustar a, por ejemplo, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 0 90%.

Ademas, también se utiliza un patrén de anticuerpo (TSBAb) que tiene una concentracion conocida, y su
concentracion se puede diluir seriadamente para preparar una curva de calibracién. Con referencia a la curva de
calibracion, la concentracion real en suero de un anticuerpo (TSBAD) se calcula a partir de la cantidad medida de la
luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo. Esta
concentracion se puede comparar con la concentracion de suero medida previamente de un anticuerpo (TSBAb) de
cada una de una gran poblacién de individuos normales y una gran poblacion de pacientes hipotiroidismo no
tratados (p. e€j., de 50 a 100 individuos por poblacién), o datos conocidos referidos en un documento para
diagnosticar o no el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. Por ejemplo, cuando la concentracion es superior a la
media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4, o 5) de las concentraciones en suero de (TSBAb) en la poblacion de
individuos normales, también se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Por otra parte, como resultado de llevar a cabo el método, cuando la cantidad de luminiscencia de la proteina
sensible al calcio (por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula tratada con la muestra derivada de la sangre de
un sujeto de ensayo es menor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un
individuo normal y es mayor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un
paciente de hipotiroidismo, se puede determinar que el sujeto de ensayo es un ser humano que tiene un alto riesgo
de desarrollar hipotiroidismo. Alternativamente, la concentracion en suero de un anticuerpo puede ser determinada y
comparada con una concentracion patron de anticuerpos en un paciente de hipotiroidismo y/o un individuo normal
para determinar que el sujeto de ensayo es un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar o no
hipotiroidismo.

Ademas, en la etapa (2), las muestras tomadas antes y después del tratamiento del mismo paciente de
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hipotiroidismo se afiaden como muestra derivada de la sangre de un sujeto de ensayo. La cantidad de luminiscencia
de la proteina sensible al calcio (por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula puede compararse entre las
muestras para determinar la eficacia del tratamiento. Como resultado del ensayo, cuando la cantidad de
luminiscencia de la proteina sensible al calcio tal como la aecuorina es mayor en la muestra tomada después del
tratamiento que en la muestra tomada antes del tratamiento, se puede determinar que el tratamiento es eficaz.

Adicionalmente se describe un método para el diagndstico del hipotiroidismo, que comprende las siguientes etapas
(A)a(C).
(A) preparar una mezcla que contiene una célula de acuerdo con la presente invencion, un sustrato
luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio que contiene Ca®*, TSH o un anticuerpo
monoclonal TSAb estimulador y una muestra derivada de la sangre de un sujeto de ensayo;
(B) afiadir forskolina a la mezcla preparada en (A); y
(C) cuantificar la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida desde la célula.

El medio que contiene Ca®" utilizado en la etapa (A) del método puede ser seleccionado apropiadamente por Ios
expertos en la técnica y puede ser, por ejemplo, un medio que contiene CaCl,. Ademas, el medio que contiene ca®
puede contener adicionalmente un catidon que puede ser sustituido por calcio (por ejemplo, un ion de cadmio o un ién
de estroncio), un ion de magnesio, un ion de zinc, un ion de acido sulfurico, y/o un ion de acido carbodnico. Las
concentraciones de Ca?*, el cation que puede ser sustituido por el calcio, el ion de magnesio, €l i6n zmc el ion de
acido sulfurico y el ion de acido carbonico que puede estar contenido en el medio que contiene ca® pueden ser
ajustadas apropiadamente por los expertos en la técnica, de manera que la célula pueda ser mantenida y la proteina
sensible al calcio tal como la aecuorina emita apropiadamente luminiscencia.

El orden de adicion de las sustancias descritas en la etapa (A) del método puede ser ajustado apropiadamente por
los expertos en la técnica.

Se describe adicionalmente un método para el diagnostico de hipotiroidismo (por ejemplo, enfermedad de
Hashimoto), que comprende las siguientes etapas:

(1) cultivar una célula de acuerdo con la presente invencién, en un medio que contiene Ca®* tratado con un
sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio;

(2) afadir una muestra derivada de la sangre de un sujeto de ensayo junto con TSH a la célula cultivada,
que es cultivada adicionalmente; y

(3) afiadir forskolina a la célula cultivada, y la medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida
desde la célula.

Las etapas (1) - (3) pueden ser llevadas a cabo apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia al
método para el diagndstico de la enfermedad de Graves descrito anteriormente.

En algunos casos, en la etapa (2), se pueden utilizar una muestra derivada de la sangre de un individuo normal
como control negativo y/o una muestra derivada de la sangre de un paciente hipotiroidismo como control positivo
puede ser utilizado y cada una de ellas se puede afadir a la célula, respectivamente. Por ofra parte, el tiempo de
incubacion en la etapa (2) no esta limitado y se puede ajustar a 10-120 min, por ejemplo, 10 min. Ademas, en la
etapa (2), la TSH puede ser TSH bovina. En algunos casos, se puede afiadir TSAb en lugar de o ademas de TSH. El
TSAb puede ser un anticuerpo monoclonal.

En la etapa (3), la concentracion de forskolina puede ser ajustada apropiadamente por los expertos en la técnica.

Como resultado de llevar a cabo el método, cuando la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio
(por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula tratada con la muestra derivada de la sangre de un sujeto de
ensayo es mayor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un individuo
normal, se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. Por otra parte, la concentraciéon en suero de
un anticuerpo puede ser determinada y comparada con una concentracion patrén de anticuerpos en un paciente de
hipotiroidismo y/o un individuo normal para diagnosticar o no el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Por ejemplo, se miden la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un
sujeto de ensayo y la cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la misma cantidad de una
muestra de sangre (patrén) de un individuo normal como la de la muestra de sangre del sujeto de ensayo. Cuando la
cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre de un sujeto de ensayo es mayor
que la emitida desde la célula tratada con la muestra de sangre (patrén) de un individuo normal, se puede
determinar que la concentracion en suero de un anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) del
sujeto de ensayo es mayor que la del individuo normal. Por lo tanto, se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el
sujeto de ensayo.
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Por otra parte, se miden de antemano las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) de las células
tratadas con muestras de sangre de una poblacién de un gran ndmero de individuos normales, por ejemplo, de 50 a
100 individuos normales, y se pueden calcular una media de las mismas y la desviacion tipica (DT). Cuando la
cantidad de luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo es
superior a la media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4, o 5) de las cantidades de luminiscencia (valores integrados)
emitidas desde las células tratadas con las muestras de sangre de la poblacién de individuos normales, se puede
determinar que la concentracion en suero de un anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBAb) del
sujeto de ensayo es mas alta que la de los individuos normales. Por lo tanto, también se puede diagnosticar el
hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Ademas, se puede calcular la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula tratada con una
muestra de sangre de un sujeto de ensayo/la cantidad de luminiscencia (valor integrado) emitida desde la célula
tratada con una muestra de sangre de un individuo normal x 100 (%) (en lo sucesivo, este valor calculado se define
como un valor calculado F). Las cantidades respectivas de luminiscencia (valores integrados) atribuidas a las
respectivas muestras de sangre de una gran poblacién de individuos normales y una gran poblacién de pacientes
hipotiroidismo no tratados (por ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacion) se miden de antemano, y un se fija un
valor de corte de tal manera que una tasa positiva verdadera de hipotiroidismo y/o una tasa negativa verdadera (es
decir, ser un individuo normal) son cada una, por ejemplo, 80% o mas, 90% o mas, 92% o mas, 94% o mas, 96% o
mas, 0 98% o mas. Cuando el valor F calculado es mayor que el valor de corte, también se puede diagnosticar el
hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. El valor de corte se puede ajustar apropiadamente dependiendo de las
propiedades de una poblacién diana, tales como la edad y sexo y se puede ajustar a, por ejemplo, 150%, 200%,
300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800% o 900%.

Ademas, también se puede utilizar un patron de anticuerpo (TSBAb) que tiene una concentracion conocida, y su
concentracion se puede diluir seriadamente para preparar una curva de calibracién. Con referencia a la curva de
calibracion, la concentracion real en suero de un anticuerpo (TSBAb) se puede calcular a partir de la cantidad
medida de la luminiscencia emitida desde la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de ensayo. Esta
concentracion se puede comparar con la concentracion de suero medida previamente de un anticuerpo (TSBAb) de
cada una de una gran poblacién de individuos normales y una gran poblacion de pacientes hipotiroidismo no
tratados (por ejemplo, de 50 a 100 individuos por poblacién), o datos conocidos referidos en un documento para
diagnosticar o no el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo. Por ejemplo, cuando la concentracion es superior a la
media + nDT (por ejemplo, n = 1, 2, 3, 4, o 5) de las concentraciones en suero de (TSBAb) de la poblacion de
individuos normales, también se puede diagnosticar el hipotiroidismo en el sujeto de ensayo.

Por otra parte, como resultado de llevar a cabo el método, cuando la cantidad de luminiscencia de la proteina
sensible al calcio (por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula tratada con la muestra derivada de la sangre de
un sujeto de ensayo es mayor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un
individuo normal y es menor que la emitida desde la célula tratada con una muestra derivada de la sangre de un
paciente hipotiroidismo, se puede determinar que el sujeto de ensayo es un ser humano que tiene un alto riesgo de
desarrollar hipotiroidismo. Alternativamente, la concentracion en suero de un anticuerpo puede ser determinada y
comparada con una concentracion patron de anticuerpo de un paciente de hipotiroidismo y/o un individuo normal
para determinar que el sujeto de ensayo es un ser humano que tiene un alto riesgo de desarrollar o no
hipotiroidismo.

Ademas, en la etapa (2), las muestras tomadas antes y después del tratamiento del mismo paciente de
hipotiroidismo se afiaden como muestra derivada de la sangre de un sujeto de ensayo. La cantidad de luminiscencia
de la proteina sensible al calcio (por ejemplo, aecuorina) emitida desde la célula puede compararse entre las
muestras para determinar la eficacia del tratamiento. Como resultado del ensayo, cuando la cantidad de
luminiscencia de la proteina sensible al calcio tal como aecuorina es menor en la muestra tomada después del
tratamiento que en la muestra tomada antes del tratamiento, se puede determinar que el tratamiento es eficaz.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira adicionalmente con referencia a los Ejemplos.

Ejemplos

1. Detalles sobre el método de construccion de células congeladas

La secuencia de ADNc de un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides humana (Num. GenBank
NM_000369) (SEQ ID NO: 5) se amplific6 mediante el método de PCR a partir de una biblioteca de ADNc derivada
de la glandula tiroides humana y se cloné en pUC18. El ADNc de hTSHR clonado en pUC18 se escindié con BamHI

y se volvié a clonar en un vector de pZeoSV2 (Invitrogen Corp.) para preparar pZeoSV2 hTSHR.

La secuencia de ADNc de un canal de calcio dependiente de nucledétidos ciclicos (NUm. GenBank BC048775) (SEQ
ID NO: 4) se amplificé mediante el método de PCR a partir de una biblioteca de ADNc derivado de células epiteliales
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olfativas de ratdn y se clond en un vector de expresion de 1994 pb (pCMVSPORT, Invitrogen Corp.) para preparar
pmCNGa2 (Figura 18). Ademas, para mejorar la selectividad de AMPc y la sensibilidad al mismo, se preparé un
constructo pmCNGa2MW que expresaba un canal de calcio dependiente de nucledtidos ciclicos modificados (SEQ
ID NO: 6) en el que la cisteina 4602 (C) estaba sustituida por triptéfano (W) y el acido glutamico 583° (E) estaba
sustituido por metionina (M) mediante el método de mutacion puntual por PCR. Por otra parte, se tratdé una
secuencias de ADNc de apoaecuorina sintética (676 pb) (SEQ ID NO: 7) que se habia optimizado para el uso de
codones en seres humanos mediante el método de elongacion de oligo ADN, y que tenia una sefal de
direccionamiento mitocondrial con las enzimas de restriccion Kpnl y Nhel y se cloné en pcDNA3.1 (Invitrogen Corp.)
tratado con Kpnl y Nhel para preparar un vector de expresion de apoaecuorina pcDNA mt sAEQ (Figura 19).

Las células CHO se sembraron a una concentracion de células de 1,0 x 10° células/ml en una placa de petri de 10-
cm?. Al dia siguiente, las células fueron transfectadas con 1 ug de pZeoSV2 hTSHR, 2 pg de pmCNGa2MW, y 2 ug
de pcDNA mt sAEQ por placa de Petri utilizando FUGENE6 (TM) (Roche Applied Science). Al dia siguiente, las
células se disociaron de la placa de Petri por medio de la adicién de 400 pl de una disolucion de Versene (EDTA) a
la placa de Petri y se suspendieron en un medio DMEM/F12 que contenia 10 ml de cFCS al 5%. La suspension
obtenida se centrifugd a 1000 rpm durante 5 min. A continuacion, el sedimento se disolvié a una concentracion de 2-
5 x 10° células/ml en 1 ml de CELLBANKER y se almacend a -80°C.

2. Curva dependiente de la concentracion y sensibilidad de deteccion minima de TSH (bTSH) obtenida utilizando
células congeladas

Se descongeléd 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampon de muestra (NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl; 1 mM, NaHCOs; 4,8
mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4). Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10 ml de un
tampodn de muestra al precipitado obtenido, y se afiadieron 7,5 ul de ViviRen 4 mM (Promega Corp.) a la misma. La
mezcla se sembré a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del cultivo a 37°C
durante 3 h en una atmosfera de CO,, se afiadio a esto (n = 6) bTSH diluido seriadamente con PBS a una
concentracion de 10 pl/pocillo, y las células se cultivaron durante 30 min. A continuacion, se afiadié una disolucion
de CaCl, 3 mM a esto a una concentracion de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de luminiscencia utilizando un
luminémetro (PerkinElmer Inc., ARVO-Sx; en lo sucesivo, se utilizé el mismo modelo en los Ejemplos). Se muestra
una curva dependiente de la concentracion bTSH en la Figura 1.

Como se muestra en la Figura 2 (vista aumentada del intervalo de baja concentracién), la cantidad minima
detectable para bTSH fue de 0,16 pU/ml de manera que el valor detectado fue susceptible de ser discriminado
significativamente del valor que se calcula por el valor del blanco + 3SD. Ademas, dado que aecuorina realiza una
reaccion luminiscente, se obtuvo una elevada relacion de sefial con respecto al blanco (razén S/N) (es decir, unos
100 pU/ml de bTSH, razén S/N de aproximadamente 45 veces (9000000/200000)) mediante el método de la
presente invencion.

Como se muestra en la Figura 2 (vista aumentada del intervalo de baja concentracion), la cantidad minima
detectable para bTSH fue de 0,16 pU/ml de manera que el valor detectado fue susceptible de ser discriminado
significativamente del valor que se calcula por valor del blanco + 3SD. Por lo tanto, la sensibilidad fue de un orden de
magnitud mayor que la de la kit disponible existente de YAMASA CORP: cantidad minima detectable para bTSH, 1
pU/mL (Atsuo Nagata, et al.: Clinical Endocrinology, 41: 1023, 1993).

Por otra parte, dado que la aecuorina realiza una reaccién luminiscente, la elevada relacién de sefial con respecto a
blanco (S/N), (es decir, unos 100 pU/ml de bTSH, razén S/N de aproximadamente 45 veces (9000000/200000)),
obtenida mediante el método de la presente invencion fue muy superior a la del kit YAMASA (100 pU/ml de bTSH,
SN =7).

3. Estudio de reproducibilidad

Se diluyé un patron TASb derivado de pacientes con enfermedad de Graves humana: MRC Research Standard B
1966 Long-acting Thyroid Stimulator (NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control, cédigo 65/122)
con suero de un individuo normal para preparar las muestras de control H (1,88 mU LAST/ml), M (1,25 mU LAST/ml)
y L (0,94 mU LAST/ml). Se afiadieron 150 yl de PEG600 al 30% a 50 pl de cada suero de control preparado, y las
mezclas se agitaron y después se dejaron en reposo a 4°C durante 5 min. Después de centrifugacion a 3000 rpm a
4°C durante 20 min, los precipitados obtenidos se disolvieron por separado en 400 ul de un tampén de muestra para
preparar soluciones de muestras. Se descongelé 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en
1 se descongel6 en un bafo caliente y se suspendié en 10 ml de un tampon de muestra. Después de centrifugacion
a 1000 rpm durante 5 min, se afadieron 10 ml de un tampoén de muestra al precipitado obtenido, y a esto se le
afiadieron 7,5 ul de ViviRen 4 mM. La mezcla se sembré a una concentracién de 80 ul/pocillo en una placa de 96
pocillos. Después del cultivo a 37°C durante 3 h en una atmésfera de CO,, se afiadieron a esto por separado las
muestras preparadas (n = 2) a una concentracion de 20 pl/pocillo, y las células se cultivaron durante 30 min. A
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continuacion, se afiadié a esto una disolucién de CaCl, 9 mM a una concentracion de 50 yl/pocillo, y la cantidad de
luminiscencia se midié utilizando un luminémetro. La comparacion se realizé en cada uno de los casos en los que
seis de las muestras L, M y H fueron purificadas y analizadas simultdneamente (reproducibilidad entre rondas), el
caso en el que las muestras L, M, y H fueron purificadas y analizadas independientemente en 10 dias diferentes
(reproducibilidad entre rondas), y el caso en el que las muestras L, M, y H de diferentes lotes de produccion fueron
purificadas y analizadas el mismo dia (reproducibilidad entre lotes). Ademas de la adicién a las muestras de analisis,
H (576 TSAb%), M (342 TSAb%), y L (197 TSAb%) puntuadas por separado utilizando el kit YAMASA se afiadieron
a la placa, y se dibujo una curva de calibracion. Un valor determinado a partir de la linea de regresion obtenida se
definié como una concentracion de la muestra (TSAb% basandose en el kit YAMASA) (YAMASA TSAb% = Valor de
la muestra/Valor del suero de un individuo normal x 100 (%)).

[Tabla 1]

Reproducibilidad entre series | Reproducibilidad entre series Reproducibilidad entre lotes
n 6 10 3

L M H L M H L M H
Valor maximo 242 387 587 248 333 583 190 343 543
Valor minimo 186 293 471 188 280 470 171 307 492
Media 217 364 525 202 309 512 183 322 512
DT 20 37 40 18 15 36 11 19 27
CV (%) 9 10 8 9 5 7 6 6 5

Se confirmé que el método de la presente invencion producia una alta reproducibilidad debido a que el sistema de
analisis tenia una alta sensibilidad y una alta razén S/N. Por otra parte, 5-6% CV demostré que el método de la
presente invencién tenia una alta reproducibilidad entre lotes. El sistema de analisis con poca diferencia entre los
diferentes lotes se podria construir utilizando células CHO y condiciones de transfeccion optimizadas.

Se ha informado de que el valor CV de la reproducibilidad del kit TSAb disponible de YAMASA CORP. era de 10-
15%, lo que demuestra una alta reproducibilidad del método de la presente invencion.

Por otra parte, puesto que el kit existente se produce por congelacion de células de la glandula tiroides derivadas de
tejido porcino, su problema es que la variacion entre lotes es grande debido a las diferencias individuales entre los
cerdos de los que deriva el tejido (CV entre lotes: 10-19%). Por el contrario, se confirmé que el método de la
presente invencion tenia una alta reproducibilidad incluso entre los diferentes lotes.

4. Estudio sobre el tiempo de incubacion después de la adicion de sustrato (ViviRen) para la luminiscencia de
aecuorina

Se descongeléd 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampdn de muestra. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron
10 ml de un tampdn de muestra al precipitado obtenido, y se afiadieron a esto 7,5 ul de ViviRen 4 mM. Después de
la adicién, 30 min, 0 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, u 8 h, la mezcla se sembrd a una concentracion de 90 ul/pocillo en una placa
de 96 pocillos. Se afadié a esto bTSH diluido seriadamente con PBS a una concentraciéon de 10 pl/pocillo, y las
células se cultivaron durante 30 min. A continuacion, se afnadié a esto una disolucién de CaCl, 9 mM a una
concentracion de 50 pl/pocillo, y la cantidad de luminiscencia se midié utilizando un luminémetro.

Se demostrd que la cantidad de luminiscencia alcanzaba una meseta a las 2 h de la adicion de ViviRen (véase la
Figura 3).

5. Estudio sobre la cantidad de plasmido receptor utilizado en la transfeccion

Se sembraron 10 ml de células CHO que tenian una concentracion de 1 x 10° células/ml en una placa de Petri de 10
cm?y se cultivaron durante 1 dia. A continuacion, se mezclaron 3 pg de pcDNA mt SAEQ, 1 pg de pmCNGa2MW, y
de 0 a 1 ug del plasmido pZeoSV2 TSHR y se mezclaron adicionalmente con 600 ul de DMEM/F12y 18 ul de
FUuGENES6 (Roche Applied Science), y se realizé la transfeccion. Después de un cultivo adicional durante la noche,
se retird el medio, y las células se lavaron con 10 ml de PBS. A continuacion, se afiadieron a esto 800 ul de
Versene, y las células se cultivaron a 37°C durante 5 min y luego se suspendieron en 10 ml de DMEM/F12 cFCS.
Después de centrifugar a 1000 rpm durante 5 min, el precipitado se disolvio en 10 ml de DMEM/F12 cFCS, y a esto
se le afiadieron 6,5 ul de ViviRen 4 mM. Después del cultivo a 37°C durante 3 h, el medio fue reemplazado por PBS,
y la disolucion de cultivo se sembré a una concentracion de 90 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos.Treinta minutos
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después de la adicion de una serie de concentracion de bTSH, se afadié a esto una disolucion de CaCl,s 3 mM a
una concentracion de 50 pl/pocillo, y la cantidad de luminiscencia se midi6 utilizando un luminémetro.

Se demostro que se requeria el plasmido receptor en una cantidad de 1 pg/placa en la transfeccion para obtener la
cantidad 6ptima de luminiscencia (véase la Figura 4).

6. Optimizacion de la concentracién celular

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampdn de muestra. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron
10 ml de un tampon de muestra al precipitado obtenido. Se prepar6 una serie de células cuya concentracion celular
se habia ajustado a concentraciones de 3 x 10° células/ml a 3 x 10° células/ml. A esto se le afadieron 7,5 ul de
ViviRen 4 mM, y la mezcla se sembrd a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del
cultivo a 37°C durante 3 h en una atmoésfera de CO,, se afadié a esto bTSH diluido seriadamente con PBS a una
concentracion de 10 pl/pocillo, y las células se cultivaron durante 30 min. A continuacion, se afiadié a esto una
disolucion de CaCl; 9 mM a una concentracion de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de luminiscencia utilizando un
luminémetro.

Como se muestra en las Figuras 5 y 6, la cantidad de luminiscencia aumentd de una manera dependiente de la
concentracion celular. Se demostré que 3 x 10° células/ml era la concentracion 6ptima, basandose en el valor
relativo donde cada valor en blanco se define como 1.

7. Estudio sobre la concentracion de la disolucion de deteccion de CaCl, anadida

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampdn de muestra. Después de centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron
10 ml de un tampo6n de muestra al precipitado obtenido, y se afiadieron a esto 7,5 ul de ViviRen 4 mM. La mezcla se
sembro a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del cultivo a 37°C durante 3 h en
una atmadsfera de CO,, se afiadi6 a esto bTSH diluido seriadamente con PBS a una concentracion de 10 pl/pocillo, y
las células se cultivaron durante 30 min. A continuacion, se afadié a esto una disolucion de deteccion de CaCl,
(concentraciones finales: 0 a 30 mM) a una concentraciéon de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de luminiscencia
utilizando un luminémetro.

Se demostro que las concentraciones de CaCl, 6ptimas eran de 3 a 6 mM a las cuales se obtienen un valor bajo en
el fondo (0) y una cantidad de luminiscencia elevada en la muestra (véase la Figura 7).

8. Estudio de linealidad de la dilucién utilizando suero de control con anticuerpo estimulador

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 m de un tampdn de muestra. Después de centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron
10 ml de un tampodn de muestra al precipitado obtenido, y se afiadieron a esto 7,5 ul de ViviRen 4 mM. La mezcla se
sembro a una concentracion de 80 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se cultivaron a 37°C durante 3
h en una atmésfera de CO,. Las fracciones de IgG de una serie de suero de control positivo (que se adheria a
Roche NIBSC 90/672; 40 Ul/ml, 13 Ul/ml, 8 Ul/ml, y 4 Ul/ml) purificadas y diluidas con PEG6000 al 30% se diluyeron
por separado 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, o 1/32 veces con un tampén de muestra, y cada disolucion se afiadié a una
concentracion de 20 ul/pocillo. Después del cultivo durante 30 minutos, se afadié a esto una disolucién de CaCl; 9
mM a una concentracion de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de luminiscencia utilizando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 8, se confirmo que la cantidad de luminiscencia aumentaba con la linealidad.

9. Estudio sobre el método para detectar el anticuerpo de bloqueo de la estimulacion tiroidea (TSBADb)

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 m de un tampon de muestra. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afadieron
10 ml de un tampo6n de muestra al precipitado obtenido, y se afiadieron a esto 7,5 yl de ViviRen 4 mM. La mezcla se
sembro a una concentracion de 90 p/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del cultivo a 37°C durante 3 h en
una atmésfera de CO,, se anadieron al mismo por separado una fraccion de anticuerpo de bloqueo de la
estimulacion tiroidea derivada de un paciente con hipotiroidismo (TSBAb) y una fraccion de IgG derivada de suero
de un individuo normal purificada con PEG6000 al 30% a una concentracion de 10 pl/pocillo. Al mismo tiempo, se
afnadié adicionalmente a esto bTSH (concentraciones finales: 100 pU a 2,5uU/ml) a una concentracion de 10
pl/pocillo. Después del cultivo durante 30 minutos, se afadi®é a esto una disolucion de CaCl, 9 mM a una
concentracion de 50 pl/pocillo, y la cantidad de luminiscencia se midié utilizando un luminémetro.

Se demostré que 90% o mas de la luminiscencia era inhibida en la fraccion de anticuerpo derivado de paciente con
hipotiroidismo en presencia de 2,5 a 10 yU/ml de bTSH (véase la Figura 9). Aproximadamente el 50% de inhibicion
se observé en la presencia de 100 yU/mL de bTSH, lo que demuestra la inhibicion competitiva de acuerdo con la
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concentracion de bTSH competidor (véase la Figura 9).

Cuando se detecta el anticuerpo de bloqueo, se observa generalmente una reduccion de la sefial en presencia de
bTSH. Se sabe que los métodos convencionales tienen la desventaja de que la relacion S/N es tan baja como 5 a 10
veces Yy el intervalo de medicion se estrecha debido a la baja razén S/N. Por el contrario, el método de la presente
descripcién tiene un amplio intervalo de mediciéon de manera que la razén S/N en presencia o ausencia de bTSH es
50 veces. Por lo tanto, el anticuerpo de bloqueo se puede detectar con una elevada sensibilidad.

10. Estudio sobre el método para la detecciéon de anticuerpos de bloqueo de la estimulacion tiroidea (TSBAb) por
medio de desensibilizacion celular

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un baiio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampdn de muestra. Después de centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron
10 ml de un medio DMEM/F12 cFCS que contenia calcio al precipitado obtenido, y a esto se le afiadieron 7,5 pl de
ViviRen 4 mM. La mezcla se sembroé a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del
cultivo a 37°C durante 3 h en una atmésfera de CO,, se afiadieron por separado a esto una fracciéon de anticuerpo
de bloqueo de la estimulacion tiroidea derivada de un paciente con hipotiroidismo (TSBADb) y una fraccion de IgG
derivada de suero de un individuo normal purificada con PEG6000 al 30% a una concentracion de 10 pl/pocillo. Al
mismo tiempo, se afiadié adicionalmente bTSH (concentraciones finales: 100 pU a 2,5 yU/ml) a una concentracion
de 10 pl/pocillo. Después del cultivo durante 30 min, se afadié a esto una disolucién de forskolina 10* M a una
concentracion de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de luminiscencia utilizando un luminémetro.

En la Figura 10, no se observé diferencia entre el anticuerpo de bloqueo y las muestras individuales normales debido
a la desensibilizacion insuficiente en la presencia de bTSH con concentraciones de 5 pU o inferiores. Sin embargo,
en la presencia de 100 pU de bTSH, la cantidad de luminiscencia se redujo en el suero de individuo normal, y se
observé un aumento de la cantidad de luminiscencia en presencia del anticuerpo de bloqueo, lo que demuestra que
de acuerdo con el método de la presente invencion, el presencia o ausencia del anticuerpo de bloqueo puede ser
detectada utilizando la desensibilizacion.

[Mecanismo de la luminiscencia en presencia o ausencia de anticuerpo de bloqueo de acuerdo con el método de la
presente descripcion]

En estas condiciones, el calcio esta presente en el medio en el momento de la adicion de bTSH a las células; por lo
tanto la reaccién luminiscente se produce inmediatamente después de la adicion de bTSH en ausencia del
anticuerpo de bloqueo como se observa en sueros de individuos normales. Por el contrario, en presencia del
anticuerpo de bloqueo (TSBAb), TSBAb inhibe la acciéon de bTSH, de manera que no se produce reaccion
luminiscente. En este estado, tras la subsiguiente adicion de forskolina, que activa la adenilato ciclasa, se forma
AMPc para provocar la luminiscencia sin la mediacion de un receptor de TSH. Sin embargo, en ausencia de TSBAb,
las células ya estan desensibilizadas por la reaccion luminiscente que ya se ha producido a través de la adenilato
ciclasa activada por bTSH. Por lo tanto, la luminiscencia no se produce ni siquiera por la adicién de mas forskolina
como segundo estimulo. Por el contrario, en presencia de TSBADb, el anticuerpo de bloqueo impide que bTSH active
la adenilato ciclasa. Por lo tanto, tras la subsiguiente adicién de forskolina, se forma AMPc que ocasiona una
reaccion luminiscente.

[Discusion]

Los métodos convencionales para la deteccion de un anticuerpo de bloqueo se indican mediante el % de inhibicion
con respecto a un individuo normal. Sin embargo, el problema de la indicacién que utiliza el % de inhibicion es la
falta de fiabilidad cuantitativa en un intervalo de concentracion elevada de 90% o mas.

El método de la presente descripcion, que utiliza la accion de desensibilizacion de células y forskolina puede estar
indicado por el aumento en la cantidad de luminiscencia con respecto a un individuo normal. Por lo tanto, el limite
superior no esta definido, y la presencia o ausencia del anticuerpo de bloqueo puede ser detectada con la linealidad,
incluso en un intervalo de concentracion elevada.

11. Comparacioén de la sensibilidad con kit existentes que utilizan un patrén de anticuerpo estimulador

Se descongeléd 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampdn de muestra. Después de centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron
10 ml de un tampdén de muestra al precipitado obtenido, y a esto se le afiadieron 7,5 ul de ViviRen 4 mM. La mezcla
se sembré a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se diluyd MRC Research Standard B
1966 (NIBSC 65/122) con suero de un individuo normal para preparar una serie de concentracion. Se afiadieron 150
pl de PEG6000 30% a 50 pl de cada muestra de control en la serie preparada, y las mezclas se agitaron y luego se
dejaron en reposo a 4°C durante 5 min. Después de la centrifugacion a 3000 rpm a 4°C durante 20 min, los
precipitados obtenidos se disolvieron por separado en 50 ul de un tampdn de muestra para preparar soluciones de
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muestra. Después del cultivo a 37°C durante 3 h en una atmésfera de COo, las soluciones de muestra se afnadieron
a esto por separado a una concentracion de 10 pl/pocillo, y las células se cultivaron durante 30 min. A esto se le
afiadié disolucion de deteccion de CaCl, 9 mM a una concentracion de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de
luminiscencia utilizando un luminémetro.

También se muestran los valores medidos por separado utilizando el kit YAMASA existente utilizando la glandula
tiroides porcina. El kit YAMASA existente dio como resultado 200 TSAb% a 0,94 mU LAST/ml y no pudo detectar
concentraciones por debajo del umbral de sensibilidad. Por el contrario, se confirmd que el método de la presente
invencion era capaz de detectar el anticuerpo estimulador con 2018 TSAb% a 0,94 mU LAST/ml y con 242 TSAb%
incluso a 0,06 mU LAST/ml y era capaz de detectar el anticuerpo estimulador con una gran sensibilidad que es
aproximadamente 16 veces mayor que la de el kit existente (véase la Figura 11).

12. Estudio sobre el cambio dependiente del tiempo en la luminiscencia utilizando el kit que emplea células
congeladas

Se descongeléd 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendio en 10 ml de un tampdn de muestra (NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl; 1mM, NaHCOs 4,8
mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4). Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10 ml de un
tampon de muestra al precipitado obtenido, y se afiadieron a esto 7,5 pl de ViviRen 4 mM (Promega Corp.). La
mezcla se sembré a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del cultivo a 37°C
durante 3 h en una atmdsfera de CO,, se afiadieron por separado las muestras H (valor elevado), M (valor medio), y
L (valor bajo) purificadas con PEG6000 al 30% (n = 6) a una concentracion de 10 pl/pocillo. Después de cultivar
durante 30 minutos, se afiadié a esto una disolucién de CaCl, 9 mM a una concentracion de 50 pl/pocillo y se agité
durante 3 s. A continuacion, se midi6 la cantidad de luminiscencia a lo largo del tiempo durante 13 s utilizando un
luminémetro. Como resultado, como se muestra en la Figura 12, se observé una luminiscencia relativamente estable
tan pronto como se afiadio la disolucién de CaCl,.

13. Estudio sobre la fiabilidad cuantitativa del anticuerpo de bloqueo de la estimulacion tiroidea (TSBAb)

(1) Método para la detecciéon de anticuerpo de bloqueo de la estimulacion tiroidea (TSBADb) utilizando la inhibicion
competitiva contra bTSH

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampdn de muestra (NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl, 1 mM, NaHCOs 4,8
mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4). Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10 ml de un
tampon de muestra al precipitado obtenido, y a esto se le afadieron 7,5 pl de ViviRen 4 mM (Promega Corp.).
Después del cultivo a 37°C durante 3 h en una atmésfera de CO,, se mezclaron 90 ul de la disolucion de células con
10 pl de cada muestra en una serie de diluciones de un anticuerpo de bloqueo derivado de un paciente con
hipotiroidismo purificado con PEG6000 al 30%, y se cultivaron durante 30 min. A continuacién, se afiadi6 a esto una
disolucion de CaCl, 9 mM a una concentracion de 50 pl/pocillo y se midioé la cantidad de luminiscencia utilizando un
luminémetro. Como se muestra en la Figura 13, el anticuerpo de bloqueo de la estimulacion tiroidea (TSBAb) se
detectd cuantitativamente utilizando esta célula congelada.

(2) Dependencia de la concentracion del método para detectar anticuerpo de bloqueo de la estimulacion tiroidea
(TSBADb) utilizando la desensibilizacion celular

Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampo6n de muestra (CaCl; 3 mM, NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl> 1 mM,
NaHCO3 4,9 mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4). Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10
ml de un tampdn de muestra al precipitado obtenido, y a esto se le afiadieron 7,5 ul de ViviRen 4 mM (Promega
Corp.). La mezcla se sembr6 a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Cada muestra de una
serie de diluciones de anticuerpo de bloqueo derivado de un paciente con hipotiroidismo purificado con PEG6000 al
30% se anadio a esto a una concentracion de 10 pl/pocillo, y, adicionalmente, se afiadié a esto una disoluciéon de
bTSH (concentracion final: 100 pl/ml) a una concentracion de 10 pl/pocillo. Después del cultivo a 37°C durante 30
min en una atmodsfera de CO,, se afnadié a esto una disolucion de forskolina 10* M a una concentracién de 50
pl/pocillo, y se midio la cantidad de luminiscencia utilizando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 14, se detectd el anticuerpo de bloqueo de la estimulacion tiroidea (TSBAb) de una
manera dependiente de la concentracion utilizando esta célula congelada.

14. Estudio sobre la duracion de la accién (tiempo de incubacion) del anticuerpo estimulador de la tiroides (TSAb) o
del anticuerpo de blogueo de la estimulacion tiroidea (TSBADb)

(1) Método para la deteccion de anticuerpo estimulador (TSAb)
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Se descongeld 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampén de muestra (NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl, 1 mM, NaHCOs 4,8
mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4). Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10 ml de un
tampon de muestra al precipitado obtenido, y a esto se le afiadieron 7,5 pl de ViviRen 4 mM (Promega Corp.).

La mezcla se sembro a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afadieron por separado a
esto muestras de de suero de individuos con valor elevado (H), valor medio (M), valor bajo (L), y normal (N)
purificadas con PEG6000 al 30% a una concentracion de 10 pl/pocillo. Después del cultivo durante 30 minutos a 1,5
h, se afadié a esto una disoluciéon de CaCl, 9 mM a una concentracion de 50 pl/pocillo, y se midié la cantidad de
luminiscencia utilizando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 15, la cantidad de luminiscencia alcanzé una meseta después de 30 minutos a 1 hora
de duracién de la accion del anticuerpo estimulador (TSAb) sobre la célula de acuerdo con la presente invencion.

(2) Estudio sobre la duracion de la accion en el método para la deteccion del anticuerpo de bloqueo de la
estimulacion tiroidea (TSBAb) utilizando la inhibicién competitiva contra bTSH

Se descongeléd 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un tampén de muestra (NaCl 130 mM, KCI 5 mM, HEPES 20 mM, MgCl, 1 mM, NaHCOs 4,8
mM, PEG6000 al 5%, pH 7,4). Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10 ml de un
tampon de muestra al precipitado obtenido, y a esto se le afiadieron 7,5 ul de ViviRen 4 mM (Promega Corp.). La
mezcla se sembré a una concentracion de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos, y las células se cultivaron
durante 3 h. Una muestra de suero derivado de un paciente con hipotiroidismo y una muestra de suero de un
individuo normal purificadas con PEG6000 al 30% se afadieron por separado a esto a una concentracion de 10
pl/pocillo, y, ademas, se afiadié a esto una disolucion de bTSH (concentracion final: 10 yU/ml) a una concentracion
de 10 pl/pocillo. Después de cultivar durante 10 minutos a 2 horas, se afiadié a esto una disolucién de CaCl, 9 mM a
una concentracion de 50 pl/pocillo, y la cantidad de luminiscencia se midio utilizando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 16, la cantidad de luminiscencia alcanzé una meseta después de una duracién de 30
minutos de accién de bTSH (que compite con el anticuerpo de bloqueo (TSBADb)) sobre la célula de acuerdo con la
presente invencion.

(3) Método para la deteccion de anticuerpo de bloqueo de la estimulacion de la tiroides (TSBADb) utilizando la
desensibilizacion de células

Se descongeléd 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de un medio independiente de CO, (Num. Cat 18045, Invitrogen Corp.). Después de una
centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 10 ml de un medio independiente de CO; al precipitado
obtenido, y se afiadieron a esto 7,5 ul de ViviRen 4 mM (Promega Corp.). La mezcla se sembrd a una concentracion
de 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos, y las células se cultivaron durante 3 h. Se afiadieron por separado a
esto una muestra de suero derivado de un paciente con hipotiroidismo y una muestra de suero de un individuo
normal purificadas con PEG6000 al 30% a una concentracion de 10 pl/pocillo, y, ademas, se afiadié a esto una
disolucion bTSH (concentracion final: 100 yU/ml) a una concentracion de 10 pl/pocillo. Después de cultivar durante
10 min a 2 h, se afadi6 a esto una disolucién de forskolina 10*M a una concentracion de 50 pl/pocillo, y se midi6 la
cantidad de luminiscencia utilizando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 17, la cantidad de luminiscencia alcanzé una meseta después de una duracién de 10
min de accion de bTSH (que compite con el anticuerpo de bloqueo (TSBADb)) sobre la célula de acuerdo con la
presente invencion.

15. Analisis que utiliza diversas muestras de pacientes con enfermedades de la tiroides

Se utilizaron las células congeladas preparadas en 1y un kit de diagndstico para la enfermedad de Graves como se
ha descrito anteriormente que contiene un medio para el cultivo celular, una disoluciéon de lavado de células,
ViviRen, una disolucién de calcio, un anticuerpo anti-hTSH de cabra, un suero de control y una placa de 96 pocillos
descrita mas abajo para estudiar la actividad de TSAb en suero en diferentes grupos de pacientes con
enfermedades de la tiroides. Especificamente, se utilizaron los sueros de 198 pacientes con enfermedad de Graves
no tratada, 18 pacientes con hipotiroidismo, 48 individuos normales, 2 casos de enfermedad de Plummer, 6 casos de
tiroiditis postparto, 22 casos de tiroiditis indolora y 22 casos de tiroiditis subaguda, todos los cuales habian sido
clinicamente y definitivamente diagnosticados, (véase la Tabla 2). Se afiadieron 150 pl de PEG6000 al 30% a 50 pl
del suero de cada paciente, y las mezclas se agitaron y a continuacion se dejaron reposar a 4°C durante 5 min.
Después de una centrifugacion a 3000 rpm a 4°C durante 20 min, los precipitados obtenidos se disolvieron por
separado en 400 ul de un medio para el cultivo de células (PEG6000 al 5%, medio independiente de CO; (cloruro de
calcio, D-pantotenato de calcio, L-glutamina, libre de rojo fenol, Invitrogen Corp.)) para preparar soluciones de las
muestras. Las soluciones de las muestras se afiadieron por separado (n = 2) a una concentracion de 10 pl/pocillo a
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una placa de 96 pocillos. Se descongelé 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas en un bafio caliente y se
suspendié en 10 ml de una disolucion de lavado celular (medio independiente de COs). Tras la centrifugacion a 1000
rpm durante 5 min, se afladieron 12 ml de un medio para el cultivo de células al precipitado obtenido para preparar
una disolucion celular. Se afiadieron 7,5 yl de ViviRen 4 mM a la disolucion celular, y la mezcla se sembré a una
concentracion de 90 uL/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después de cultivar durante 4 h, se le afiadié a esto una
disolucion de calcio 3 mM a una concentracion de 100 pl/pocillo, y se midié la cantidad de luminiscencia utilizando
un luminémetro. Entre los pacientes con hipotiroidismo, hay un paciente que tiene un valor elevado de hTSH en
suero. De este modo, para neutralizar la accién de hTSH, se afiadieron 1,2 ul de un anticuerpo policlonal anti-hTSH
de cabra (Meridian Life Science, Inc.) al medio para el cultivo celular, y se realizdé un analisis en estas condiciones.
Se calculé un valor medido para cada paciente basandose en una curva de calibracion de un punto obtenida
definiendo, como 1800, el valor medido de un suero de control que contenia NIBSC 65/122 diluido (1,874 mU
LAST/ml) con un suero de un individuo normal. Por otra parte, se analizaron los sueros de los mismos pacientes que
antes utilizando el kit existente (kit TSAb, YAMASA CORP.) de acuerdo con las instrucciones incluidas en el kit.

Se ajustd un valor de corte de TSAb a partir de los valores de TSAb del suero de individuos normales. La
distribucion de la frecuencia de los valores de TSAb en suero de 48 individuos normales se muestra en la Figura 20.
La media de los valores en los individuos normales fue de 124 + 34, mostrando una distribucién normal. El valor de
corte se ajustd a la media + 3DT = 180.

El valor de TSAb de cada enfermedad de tiroides se muestra en la Figura 21. 195 de los 198 pacientes con
enfermedad de Graves no tratados resultaron positivos (98%). 3 casos de hipotiroidismo resultaron positivos, y cada
uno de los casos de tiroiditis indolora y tiroiditis postparto resultaron positivos. En la tabla 3, se estudié una razén
positiva de enfermedad de Graves utilizando 198 pacientes con enfermedad de Graves no tratada en el kit existente
y el kit de la presente descripcion. La razén de verdaderos positivos del kit existente fue 68%, y la del kit
proporcionado por la presente descripcion fue 98%, demostrando que el kit de la presente descripcion era bastante
superior en sensibilidad para la deteccién de la enfermedad de Graves al kit existente.

[Tabla 2]

Kit existente Kit proporcpnado por la presente
invencion
Enfermedad n

Razon de Razon de

Positivo |Negativo verdaderos positivos Positivo | Negativo verdaderos positivos

Enfermedad de Graves no

tratada (EG) 198 | 134 64 68 195 3 98
Hipotiroidismo (Hipo) 18 3 15 3 15
Individuo normal (Normal) | 48 0 48 0 48
:EprT)armedad de Plummer 2 0 2 0 2
Tiroiditis postparto (PPT) 6 0 6 1 5
Tiroiditis indolora (PT) 22 0 22 1 21
Tiroiditis subaguda (SAT) | 22 0 22 0 22
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[Tabla 3]

Diagnastico clinico- Diagnéstico clinico-definido

definido
Positivo |Negativo |Total Positivo |Negativo | Total
Positivo | 134 3 137 ) . Positivo 195 5 200
Kit existente . Kit proporcionado .
(TSAb porcino) Negativo |64 115 179 i;::]?/relrelxc?gﬁsente Negativo |3 113 116
Total 198 118 316 Total 198 118 316
Razon de Razon de
verdaderos 68% verdaderos 98%
positivos positivos
Razon de Razon de
verdaderos 97% verdaderos 96%
negativos negativos
Tasa de o Tasa de o
Concordancia 79% Concordancia 7%

Aplicabilidad Industrial
La presente invencion proporciona una célula que es adecuada para un método y un kit para la determinacion de un

anticuerpo del receptor de TSH, que son faciles de manipular y son seguros. De ese modo, se pueden diagnosticar
enfermedades de la tiroides.
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210

Gly Ala Val Pro

225

<210> 4
<211> 1995
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 4

215

220

32

Thr Gly Ser
15

Leu Pro Pro
30

Asp Phe Asp
45

Phe Leu Asp

Tyr Lys Ala

Gln Ala Lys
95

Gly Met Lys
110

Trp Lys Arg
125

Ile Thr Leu

Lys Asp Gln

Lys Ser Ala
175

Arg Val Cys
190

Thr Arg Gln
205

Ala

Glu

Asn

val

Ser

80

Arg

Tyr

Leu

Ile

Asn

160

Gly

Asp

His

Lys Leu Tyr Gly



atgatgaccg
cctectectt
tctgtggcag
ccacgcaggg
tgggccaaca
cgtgggectg
ggcgagggaa
tggtattace
gtagccagag
gattacttct
ctagaacaag
ttgcagttca
ggtatccaca
ttetttgace
gtcctctaca
tccattgget
tacctggcta
ggagagacac
attggtgtce
aatgccacac
cgaaaggtca
aataagaaga
gagatagcca
gaagctggcece

gattatattt

ttggcagtgg
tttggtgaga
aatatccgta
getgtgactg
atgaaggaag
gagaagctgg
ctggctgagt
aagatgaaac
gctgttgetg

<210> 5

aaaaatccaa
ctatcaagge
ctgatgatga
gaaggggtgg
aaaatttccg
agctccagac
agggcaccaa
gttggttgtt
cctgettcag
cagacactgt
ggctcctggt
aattggatgt
geectgaggt
gcactgagac
tcttggtcat
ttggggttga
gggagtacat
cacceccctgt
tcatctttge
gagcagagtt
gtaaagacat
cagtagatga
ttaatgttca
tgctggtgga

gecgtaaggg

tagctgatga
ttagtatcct
gtctgggcta
agtatcctga
gtctactgga
agcagctgga
acactggage
agaaccatga

aatag

cggtgtgaag
caatggcaaa
cacttccteca
cttccgaagg
tgaggaggaa
tgtgacaacc
aaagaaattt
tgtcattgee
tgatctacag
ttatattgeca
caaagacccce
ggcttctatce
acgctttaat
acgtacaage
catccactgg
cacctgggtt
ttactgectt
aaaggatgag
cactattgtg
ccaggccaag
ggaagccaag
acgagaagtc
tttgtccact
actggtactg

ggacattgge

tggtgtgact
taacattaag
ctcagatcte
tgccaagaaa
tgagaatgaa
gacaaacatg
ccagcagaag

ggatgattac

ES 2 642

agctctccag
gatgaccaca
gaactgcaaa
attgtccgee
ccaagacctg
catcaggggg
gaactgtttg
atgecctgtte
agaaactatt
gacctcatca
aagaaattgce
atccceccactg
cgtctgttac
taccccaaca
aatgettgta
tacceccaaca
tactggtcca
gagtacctat
ggaaatgtgg
attgatgctg
gtcatcaaat
ctaaagaac;
ctgaagaaag
aagcttegte

aaggaaatgt

cagtatgect
ggtagcaaaa
ttetgettgt
gtcetggaag
gtggcageta
gagaccttgt
ctcaaacagce

ctatcagatg

262 T3

ctaataacca
gggcaggtag
ggttggcaga
tggtggggat
actccttect
atggcaaagg
ttttggacce
tttacaactg
ttgtggtatg
tteggetgeg
gagacaacta
acctcattta
actttgeeccg
tcttecgaat
tttactatge
ttactgacce
cactgaccct
ttgtcatctt
gcteccatgat
tcaaacacta
ggtttgacta
tgectgcaaa
tgecgcatatt
ctcaggtctt

acatcatcaa

tgctgtcage
tgggcaatcg
ccaaggatga
aacggggtag
gtatggaggt
acactcgttt
gcatcacagt

ggataaacac

33

taaccatcat
cagaccacag
gatggatact
catcagagac
agagcgttte
cgacaaggac
agctggagac
gtgtctgttg
gctggtgetg
cacaggcttc
tatccacact
ttttgctgtg
tatgtttgag
cagcaacctg
tatctctaag
tgaatatgge
caccaccatt
tgacttcctg
ctccaacatg
catgcagttc
cttgtggace
gettagggca
ccaggattgt
tagtcctgga

ggagggcaaa

tgggagctgce
gegeactgee
tcttatggaa
ggagatcctg
agatgttcag
tgcecegectg
gctggagace

ccctgageca
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<211> 2301
<212> ADN

<213> Humana

<400> 5

tggaaaatga
ctgggceggaa
gtcacctgca
cttattgaga
tccagaatcet
aatttgagta
cctgatgece
aaaatgttcce
acagacaacc
accttgacac
gggacaaagc
gatgcatttg
actgeceette
actcttaaga
tacccaagee
ttgatgtgta
aatagcccce
gaaaagtcca
caagaggatg

caagcttttg

ggecggegga
tggggtgttc
aggatattca
ctcacctgag
acgtatctat
aagtgactca
tcaaagagct
ctgacctgac
cttacatgac
tgaagctgta
tggatgetgt
gaggagtata
catccaaagg
aacttccact
actgetgtge
atgagagcag
tccaccagga
agttccagga
agatcattgg

acagccatta

cttgectgeag
gtctecacce
acgcatccec
aactattcca
agatgtgact
catagaaatt
cccectecta
caaagtttat
gtcaatccct
caacaatgge
ttacctaaac
cagtggacca
cctggagcac
ttecttgagt
ttttaagaat
tatgcagagc
atatgaagag
tactcataac
ttttggccag

tgactacacc

ES 2 642

ctggtgcectge
tgcgagtgece
agcttaccge
agtcatgcat
ctgcageage
cggaatacca
aagttccttg
tccactgata
gtgaatgctt
tttacttcag
aagaataaat
agcttgetgg
ctgaaggaac
ttecttecace
cagaagaaaa
ttgecgecaga
aatctgggtg
aacgctcatt
gagctcaaaa

atatgtgggg

262 T3

tgctcgacct
atcaggagga
ccagtacgca
tttcectaatet
tggaatcaca
ggaacttaac
gcattttcaa
tattctttat
ttcagggact
tccaaggata
acctgacagt
acgtgtctceca
tgatagcaag
tcacacgggce
tcagaggaat
gaaaatctgt
acagcattgt
attacgtctt
acccccagga

acagtgaaga

34

gcccagggac
ggacttcaga
gactctgaag
gecccaatatt
ctccttctac
ttacatagac
cactggactt
acttgaaatt
atgcaatgaa
tgetttcaat
tattgacaaa
aaccagtgte
aaacacctgg
tgacctttct
ccttgagtee
gaatgccttg
tgggtacaag
ctttgaagaa
agagactcta

catggtgtgt
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10

acccccaagt
attgtggtgt
ctectcacca
gcggatttet
tctgagtact
ttecttcactyg
cgctggtatg
tgtgccatca
ggaataagta
gectcectggcat
tgctgttatg
gataccaaaa
ccaatctcat
tccaaaatcet
gctattttca
tgtaaacgcee
attcaggttc
tatgaactga

tatatgcaaa

<210> 6
<211> 1995
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> CNG alfa2 modificado

<400> 6

ccgatgagtt
ggttcgttag
gccactacaa
gcatggggat
acaaccatgce
tctttgcaag
ccatcacctt
tggttggggg
gctatgecaa
atattgtttt
tgaagatcta
ttgccaagag
tctatgctct
tgctggtact
ccaaggcectt
aggctcagge
aaaaggttac
ttgaaaactce

cggttttgta

caacccgtgt
tctgetgget
actgaacgtc
gtacctgctc
catcgactgg
cgagttatcg
cgccatgege
ctgggtttge
agtcagtatc
tgttctgacg
catcacagtc
gatggctgtg
gtcagcaatt
cttctatcca
ccagagggat
ataccggggg
ccacgagatg
ccatctaacc

a

atgatgaccg aaaaatccaa cggtgtgaag

cctectectt
tetgtggcag
ccacgcaggg
tgggccaaca
cgtgggectg
ggcgagggaa
tggtattacc

gtagccagag

ctatcaaggce
ctgatgatga
gaaggggtgg
aaaatttccg
agctccagac
agggcaccaa
gttggttgtt

cctgcttcag

caatggcaaa
cacttcctea
cttccgaagg
tgaggaggaa
tgtgacaacc
aaagaaattt
tgtcattgee

tgatctacag

ES 2642262 T3

gaagacataa
ctcctgggea
ccecgettte
ctcatcgect
cagacaggcc
gtgtatacge
ctggaccgga
tgcttectte
tgcectgecca
ctcaacatag
cgaaatccge
ttgatcttca
ctgaacaagc
cttaactcct
gtgttcatcc
cagagggttc
aggcagggtc

ccaaagaagc

agctctccag
gatgaccaca
gaactgcaaa
attgtcegee
ccaagacctg
catcaggggg
gaactgtttg
atgcctgtte

agaaactatt

tgggctacaa
atgtetttgt
tcatgtgcaa
ctgtagacct
ctgggtgcaa
tgacggtcat
agatccgect
tegecctget
tggacaccga
ttgecttegt
agtacaaccce
ccgacttcat
ctctcatcac
gtgccaatcce
tactcagcaa
ctccaaagaa
tccacaacat

aaggccaaat

ctaataacca
gggcaggtag
ggttggcaga
tggtggggat
acteccttect
atggcaaagg
ttttggacce
tttacaactg

ttgtggtatg

35

gttectgaga
cctgecttatt
cctggecttt
ctacactcac
cacggctggt
céccctggag
caggcacgca
tecctttggtyg
gacccctett
catecgtctge
aggggacaaa
atgcatggce
tgttagcaac
attcctctat
gtttggcate
cagcactgat
ggaagatgtc

ctcagaagag

taaccatcat
cagaccacag
gatggatact
catcagagac
agagcgtttc
cgacaaggac
agetggagac
gtgtctgttg

gctggtgetg
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10

gattacttct
ctagaacaag
ttgcagttca
ggtatccaca
ttctttgace
gtcctctaca
tccattgget
tacctggcta
ggagagacac
attggtgtce
aatgccacac
cgaaaggtca
aataagaaga
gagatagcca
gaagctggcec
gattatattt
ttggcagtgg
tttggtgaga
aatatccgta
gctgtgactg
atgaagatgg
gagaagctgg
ctggctgagt
aagatgaaac
gctgttgetg
<210>7

<211> 687
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> aecuorina modificada

<400> 7

cagacactgt
ggctcctggt
aattggatgt
gccctgaggt
gcactgagac
tecttggtcat
ttggggttga
gggagtacat
caccccctgt
tcatctttge
gagcagagtt
gtaaagacat
cagtagatga
ttaatgttca
tgctggtgga
gccgtaaggg
tagctgatga
ttagtatcect
gtetgggcta
agtatcctga
gtctactgga
agcagctgga
acactggage
agaaccatga

aatag

ttatattgea
caaagacccce
ggcttctatce
acgctttaat
acgtacaagc
catccactgg
cacctgggtt
ttactgectt
aaaggatgag
cactattgtg
ccaggccaag
ggaagccaag
acgagaagtc
tttgtccact
actggtactg
ggacattgge
tggtgtgact
taacattaag
ctcagatctce
tgccaagaaa
tgagaatgaa
gacaaacatg
ccagcagaag

ggatgattac

ES 2 642

gacctcatca
aagaaattge
atccccactg
cgtctgttac
taccccaaca
aatgcttgta
taccccaaca
tactggtcca
gagtacctat
ggaaatgtgg
attgatgctg
gtcatcaaat
ctaaagaacc
ctgaagaaag
aagcttegte
aaggaaatgt
cagtatgcct
ggtagcaaaa
ttctgettgt
gtcctggaag
gtggcagcta
gagaccttgt
ctcaaacagce

ctatcagatg

262 T3

ttecggetgeg
gagacaacta
acctcattta
actttgceceg
tcttccgaat
tttactatgce
ttactgacce
cactgaccct
ttgtcatctt
gctceatgat
tcaaacacta
ggtttgacta
tgcctgcaaa
tgcgecatatt
ctcaggtctt
acatcatcaa
tgctgtcage
tgggcaatcg
ccaaggatga
aacggggtag
gtatggaggt
acactcgttt
gcatcacagt

ggataaacac

cacaggcttc
tatccacact
ttttgctgtg
tatgtttgag
cagcaacctg
tatctectaag
tgaatatggce
caccaccatt
tgacttcctg
ctccaacatg
catgcagtte
cttgtggace
gcttagggca
ccaggattgg
tagtcctgga
ggagggcaaa
tgggagctge
gcgcactgee
tcttatggaa
ggagatcecctg
agatgttcag
tgcecegectg
gctggagacc

cectgagceca

atgagegtge tgacccccecet getgetgege ggectgaceg geagegeceg ccgectgece

gtgcceecgeg ccaagatcca cagectgecce ceccgagggea agetgggecat catgaaggtg
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aagctgacca
ttectggacg
gacatcgtga
gtggaggect
tacatcgagg
atcaccctga
ggcgccatca
agcgaggact
gtggacgaga

aagctgtacg

gcgacttcga
tgaaccacaa
tcaacaacct
tctteggegg
getggaageg
tecgectgtyg
cecctggacga
gcgaggagac
tgacccgeea

geggegeegt

caaccccaag
cggeegeate
gggcgccace
cgeccggecatg
cctggccace
gggcgacgcc
gtggaaggcc
cttccgegtg
gcacctggge

gccctaa

ES 2 642

tggatcggce
agcctggacg
cccgagcagg
aagtacggcg
gaggagctgg
ctgttcgaca
tacaccaaga
tgcgacatcg

ttctggtaca

262 T3

gccacaagca
agatggtgta
ccaagcgcca
tggagaccga
agcgctacag
tcatcgacaa
gcgceggeat
acgagagcgg

ccatggaccce

37

catgttcaac
caaggccage
caaggacgcc
gtggcccgag
caagaaccag
ggaccagaac
catccagage
ccagctggac

cgcctgegag
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ES 2642262 T3

REIVINDICACIONES

1. Una célula que expresa un receptor de la hormona estimuladora de la tiroides (TSHR), un canal de calcio
dependiente de AMPc, en donde el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de calcio CNG (activado por
nucledtidos ciclicos) modificado, y una proteina sensible al calcio, en donde la proteina sensible al calcio es una
proteina que emite luminiscencia en respuesta al calcio.

2. La célula de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el canal de calcio CNG modificado es un canal de calcio
CNG modificado derivado de una célula epitelial olfativa de raton y comprende las siguientes sustituciones: la
cisteina 4602 es sustituida por triptéfano; y el acido glutamico 5832 es sustituido por metionina.

3. La célula de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde la proteina sensible al calcio es la apoaecuorina.

4. La célula de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la apoaecuorina es apoaecuorina modificada que esta
optimizada para su uso en un codén humano y que tiene una sefial de direccionamiento mitocondrial.

5. La célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula expresa transitoriamente o
establemente cada uno del receptor de la hormona estimuladora tiroidea (TSHR), el canal de calcio dependiente de
AMPc y la proteina sensible al calcio.

6. La célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el TSHR es TSHR que tiene la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1, el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de
calcio CNG modificado que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 y la proteina sensible
al calcio es apoaecuorina modificada que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 3.

7. La célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la célula se selecciona del grupo
que consiste en una célula CHO, una célula HEK293 y una célula 3T3.

8. La célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula es una célula derivada de la
glandula tiroidea que expresa endogenamente el TSHR, seleccionandose la célula derivada de la glandula tiroidea
ente FRTL-5 y Nthy-ori, y forzada a expresar transitoriamente o establemente cada uno del canal de calcio
dependiente de AMPc y de la proteina sensible al calcio.

9. La célula de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la célula es una célula derivada de tejido olfativo que

expresa endégenamente el canal de calcio CNG, siendo forzada la célula derivada de tejido olfativo a expresar
transitoriamente o establemente cada uno del TSHR y de la proteina sensible al calcio..
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Figura 1
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dependencia de la concentracion de bTSH (n = 6)
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Figura 3
Eztudio zobre el fiempo de incubacion cok sustrats luminizcente (WiviRen) para aeguonna
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Figura 6

Felacion entre concentracion celular v cartidad de luminizcencia [valor relativo)
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Figura 9
Deteccion de ardicuerpo de blogueo que cormpite con bTSH
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Figura 12
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Figura 14
Detecoion de anbcueno de blogueo mediante adicion de forskoling
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Figura 16

Eztudio sobre el tiermpo de incubacion con anicuerpo de blogueo
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Figura 17

Estudio sobre el fismpo de incubacion en la deteceiin de anicusmpo de blagueo utilizando forskolin :
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Figura 19
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