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Titulo: Proteina recombinante y usos en el diagnostico de la esclerosis multiple

@Resumen:

Proteina recombinante y usos en el diagnéstico de la
esclerosis multiple.

Proteina recombinante IFNAR2.3, anticuerpos,
composiciones que los comprenden, y usos. Entre
Sus usos, especialmente, se refiere a un método para
el diagndstico de la esclerosis mdltiple, asi como al kit
de diagnéstico.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION
Proteina recombinante y usos en el diagnéstico de la esclerosis multiple.

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la biomedicina y la biotecnologia, y se refiere al receptor
soluble IFNAR2.3 aislado, producido de manera recombinante, a un método de diagndstico de individuos con
esclerosis multiple, a un kit y a sus usos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica inflamatoria y desmielinizante del sistema nervioso central
(SNC), presumiblemente autoinmune. Se caracteriza por la presencia de lesiones inflamatorias en la sustancia
blanca y gris del SNC, denominadas placas, en las que se produce pérdida de mielina y cierto grado de
degeneracion axonal.

Aunque en los Ultimos afios se han desarrollado numerosos farmacos para paliar los efectos de esta enfermedad, el
interferon beta (IFNBR) sigue siendo el tratamiento mas ampliamente utilizado. Numerosos ensayos clinicos han
demostrado que disminuye la frecuencia y gravedad de los brotes, el numero y volumen de las lesiones cerebrales
observadas por resonancia y la progresidon en la escala de discapacidad fisica. Sin embargo, un porcentaje
importante de pacientes (30-50%) no responden adecuadamente al tratamiento, ya que contindan con la presencia
de brotes y progresan en la escala de discapacidad fisica.

El IFNR ejerce su actividad biolégica a través de la interaccion con el receptor de superficie IFNAR formado por dos
subunidades, IFNAR1 e IFNAR2. Tras la unién del IFNR a IFNAR2, se produce la dimerizacién de las dos
subunidades y la activacion de la cascada de sefalizacion intracelular cuya sefial es transducida al nucleo a través
de la via Jak-Stat. De esta forma se ejercen las actividades antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras del
IFNR.

La subunidad IFNAR2 del receptor sufre un procesamiento alternativo del ARNm que da lugar a tres formas
distintas: una forma corta (IFNAR2b), una forma larga funcionalmente activa (IFNAR2c) y la forma soluble (sIFNAR2,
IFNAR2.3 o IFNAR2a). Solamente IFNAR2c actia como receptor funcional junto con IFNAR1 y es capaz de mediar
los efectos biolégicos del IFNR. IFNAR2.3 que carece de dominios citoplasmaticos y transmembrana, ha sido
identificada en fluidos biolégicos humanos y aunque su papel no esta definido, se ha sugerido que pueda tener
capacidad neutralizante de la unién del IFNR con el receptor IFNAR2. De esta forma podria ejercer funciones
moduladoras segun la concentracién a la que se encuentre; por un lado podria neutralizar la unién del IFNR al
receptor IFNAR o por el contrario, prolongar la vida media del IFNR circulante, impidiendo su degradacién o la
formacion de oligébmeros. A dia de hoy sigue siendo desconocida la funcién de la variante soluble de IFNAR2.

El diagndstico clinico de la EM es complejo. Este se realiza teniendo en consideracién la existencia de criterios
clinicos de diseminacién espacial (presenta de sintomas y signos que indiquen existencia de dos lesiones
independientes en el SNC) y de diseminacién temporal (dos 0 mas episodios de disfuncidon neurolégica).

Los estudios de conductividad nerviosa de los nervios opticos, sensitivos y motores también proporcionan pruebas
de la existencia de la enfermedad, ya que el proceso de desmielinizacion implica una reduccién de la velocidad de
conduccién de las sefales nerviosas. El estudio se realiza comparando los tiempos de reaccién con mediciones
preestablecidas.

El proceso de diagnostico se completa con la realizacién de pruebas para excluir otras enfermedades que pueden
imitar a la esclerosis como la Enfermedad de Devic, la sarcoidosis, la vasculitis y la enfermedad de Lyme.

Hasta el momento, la prueba paraclinica por excelencia para confirmar el diagnéstico de EM es la presencia de
bandas oligoclonales (BOC) en liquido cefalorraquideo, producidas por células situadas en el espacio
subaracnoideo, que dan lugar a sintesis intratecal de IgG. El método mas sensible para su deteccion es el
isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida, que permite detectar BOC hasta en el 95% de los casos de EM. El
principal inconveniente de esta técnica es la necesidad de realizar una puncién lumbar al paciente, siendo un
método invasivo para el paciente y costoso.

Seria util, por tanto, encontrar una prueba paraclinica que consiga diagnosticar individuos con EM de una manera
mucho menos invasiva, incruenta y por ello, mas inocua para el paciente.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invenciéon han desarrollado un método para diagnosticar la esclerosis mdltiple, y han
disefiado un ELISA cualitativo, tipo sandwich, para la determinacion de IFNAR2.3 en suero. Para dar validez a este
ensayo, han clonado y purificado la proteina IFNAR2.3, de forma que pueda servir como control positivo para incluir
en el ensayo. Se ha realizado la optimizacion de cada uno de los pasos de la técnica y se ha calculado la variacion
intraensayo e interensayo de la misma. Una vez desarrollada y optimizada la metodologia, se han determinado los
valores de IFNAR2 soluble en suero de pacientes con EM y controles sanos.
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PROTEINA RECOMBINANTE DE LA INVENCION.

Los autores de la invencidon han clonado y purificado la proteina IFNAR2.3. Ademas, mediante el método de
clonaciéon empleado han afadido una cola de histidina-asparagina en el extremo carboxi terminal, quedando
fusionado a la proteina recombinante como una etiqueta. Tras la produccién de la proteina recombinante en la célula
hospedadora, se hace pasar el lisado celular por una columna de afinidad para su purificacion. La proteina de fusion
con la etiqueta queda retenida en la columna mientras que las otras proteinas y otros contaminantes son afluidos a
través de ésta.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a una proteina recombinante obtenible por un procedimiento
que comprende:

a) integrar un inserto con la secuencia nucleotidica SEQ ID NO. 1 en una construccion genética o un vector
de expresion,

b) transformar un hospedador con el vector de expresion del paso (a),
¢) inducir la expresion de la proteina recombinante,

d) extraer la proteina recombinante, y

e) purificar la proteina recombinante

El disefio del vector basado en técnicas de ingenieria genética y la eleccién de la célula hospedadora determinan, en
gran parte, las caracteristicas de la proteina recombinante.

La construccion génica de la invencion puede comprender, ademas de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO. 1,
elementos que regulan la expresién de dicha secuencia. Dichos elementos reguladores incluyen promotores y
potenciadores. Los promotores se encuentran tipicamente posicionados en posicidon 5 con respecto al sitio de
iniciacion de la transcripcion o traduccion. Los potenciadores son capaces de influenciar la expresion de genes
cuando se encuentran en posicién 5'o0 3 'con respecto al ADNc o cuando se encuentran formando parte de un intrén.
Secuencias reguladoras incluyen, ademas de promotores, secuencias que facilitan la traduccién, sefiales de
procesamiento para los intrones, codones de terminacion, secuencias sefiales, sitios internos de unién al ribosoma
(IRES) y sefiales de poliadenilacion.

El vector de expresion que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO. 1 o una construccién génica de la
invencion, esta operativamente acoplado con una secuencia que regula la expresiéon de dicha secuencia nucleotidica
SEQ ID NO. 1 o de dicha construccion génica. El experto en la materia advertira que el tipo de vector adecuado para
la expresién de los acidos nucleicos y construcciones génicas de la invencion, dependera del organismo en el que
se desee expresar el polinucledtido de la invencion.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el vector de expresion es el vector prelinearizado
pEcoli-Cterm 6xHN Linear.

Una célula o un organismo hospedador puede comprender la construccion génica de la invencion o un vector, tal
como se ha definido en la invencién. En principio, cualquier tipo de organismo hospedador conocido para el experto
en la materia puede ser usado en la presente invencion, tales como una cepa bacteriana (Escherichia coli, Bacillus
subtilis y similares), una cepa de levadura (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis,
Hansenula polymorpha y similares), una planta transgénica (dicotiledoneas o monocotildoneas), una célula de
insecto, por ejemplo, baculovirus, una célula de mamifero (células COS, CHO, C127, HelLa y similares) y un
transgénico no humano (por ejemplo, un ratén, una vaca, una cabra, un conejo, un cerdo, etc.).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el hospedador del paso (b) son bacterias de expresion.
Mas preferiblemente las bacterias de expresion son BL21(DE3). Las bacterias de expresion BL21(DE2) son células
de Escherichia coli quimicamente competentes, que posee un genotipo adecuado para la transformacion y la
expresion de proteinas, y cuyo genoma se conoce (Genome sequences of Escherichia coli B strains REL606 and
BL21(DE3). Jeong H, et al. J Mol Biol 2009 Dec 11).

Una bacteria competente, se caracteriza por tener una pared bacteriana debilitada y por tanto tiene mas facilidad
para captar un ADN foraneo mediante un proceso de choque térmico o eléctrico (transformacién). Para la produccion
de la proteina se utilizan bacterias de expresion. En esta memoria, las bacterias de expresion son aquellas que
poseen la maquinaria necesaria para sobrexpresar el cDNA insertado y producir la proteina recombinante.

En otra realizacion preferida, la integracion de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1 del paso (a) se realiza
mediante un proceso de ligacion.

Para la realizacion del proceso de ligacion, la mezcla de inserto: plasmido fue resuspendida en el producto In-Fusion
Dry-Down pellet (Clontech). In-Fusion Dry-Down pellet es un liofilizado que contiene la enzima In-Fusion, la cual
favorece la unién del inserto al plasmido gracias a la homologia en la secuencia nucleotidica presente en ambos.
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Por tanto, en otra realizacion preferida de la invencion, en la ligacién se emplea un liofilizado que comprende la
enzima In-Fusion. Esta es una ADN polimerasa de Poxvirus con actividad exonucleasa 3°-5°, que es capaz de unir
moléculas de ADN de cadena simple que presentan secuencias cortas y homologas en sus extremos, tales como un
producto de PCR amplificado y un vector.

En otra realizacién preferida, el inserto se sintetiz6 empleando los cebadores de secuencia nucleotidica SEQ ID NO:
5y SEQ ID NO: 6.

Otro aspecto se refiere a una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2, o a la proteina
recombinante de la invencion, para su uso como medicamento; o, alternativamente, a una proteina que comprende
la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2 o a la proteina recombinante de la invencion para su uso en la elaboracion
de un medicamento.

Otro aspecto se refiere a una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2, o a la proteina
recombinante de la invencion, para su uso en el tratamiento de la esclerosis multiple, o alternativamente, al uso de
una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2, o a la proteina recombinante de la invencion
en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de la esclerosis multiple.

ANTICUERPOS Y COMPOSICIONES DE LA INVENCION, Y USOS

Ademas, los anticuerpos o fragmentos de los mismos capaces de unirse a la proteina recombinante de la invencion
son también un objeto de la presente invencion. Estos anticuerpos o fragmentos de los mismos se pueden obtener
facilmente a partir de antisueros.

Los antisueros para la proteina recombinante descrita en la presente invencién pueden ser generados por técnicas
estandar, por ejemplo, por inyeccién de la proteina recombinante de la invencion en un animal apropiado y recogida
y purificacion de los antisueros de los animales. Los anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a la SEQ
ID NO: 2, o una secuencia variante de la misma de acuerdo con la invencién pueden ser identificados por
inmunoensayos estandar. Los anticuerpos asi obtenidos (en lo sucesivo, anticuerpos de la invencion) se pueden
usar para el método de diagnodstico de la invencién. Preferiblemente, los anticuerpos o fragmentos de los mismos
son anticuerpos monoclonales.

Asi pues, en otro aspecto la invencion se relaciona con un anticuerpo o un fragmento del mismo que reconoce
especificamente la proteina recombinante de la invencion, de ahora en adelante anticuerpo de la invencion.
Anticuerpos contemplados en el contexto de la presente invencion incluyen antisueros policlonales, moléculas de
IgG purificadas, sobrenadantes o liquido ascitico que contiene anticuerpos monoclonales, fragmentos Fv, Fab, Fab'
y F(ab')2, ScFvdiabodies, triabodies, tetrabodies y anticuerpos humanizados.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion, de ahora en adelante composicion de la invencion,
que comprende:

a) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2,
b) la proteina recombinante de la invencion, y/o

c) el anticuerpo, o un fragmento del mismo, de la invencion.

Dicha composicidén puede ser una composicidon farmacéutica. Por tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a
composiciones farmacéuticas, de ahora en adelante composiciones farmacéuticas de la invencién, que comprenden
al menos uno de los polinucleétidos de la invencion, polipéptidos de la invencién o su forma madura, y/o un
anticuerpo de la invencién, acompafiado de un excipiente farmacéuticamente aceptable. Para uso en medicina, los
compuestos y combinaciones de compuestos de la invencidon pueden ser formulados conjuntamente con un
excipiente que es aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Excipientes preferidos para su uso en la presente
invencion incluyen azucares, almidones, celulosas, gomas, proteinas y otros. En una realizacién particular, la
composicion farmacéutica de la invencion se formulara en una forma farmacéutica de administracion sélida (p.ej.,
comprimidos, capsulas, grageas, granulos, supositorios, etc.) o liquida (p.ej., soluciones, suspensiones, emulsiones,
etc.). En otra realizacién particular, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ser administradas por
cualquier ruta, incluyendo, sin ser limitante, oral, intravenosa, intramuscular, intrarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, subcuténea, intraperitoneal, intranasal, entérica, topica, sublingual o rectal.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica de la invencion para su uso como
medicamento, o alternativamente, al uso de una composicion farmacéutica de la invencién en la elaboracién de un
medicamento.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades o prevencién de estados fisioldgicos no
deseados en el hombre y los animales.
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Otro aspecto se refiere a la composicion farmacéutica de la invencién para su uso en el tratamiento de la esclerosis
multiple, o alternartivamente, al uso de la composicion farmacéutica de la invenciéon en la elaboraciéon de un
medicamento para el tratamiento de la esclerosis multiple.

METODO DE DIAGNOSTICO DE LA INVENCION

Los autores de la invencion han visto que la capacidad discriminante de la deteccién en suero de IFNAR2.3 por si
sola, entre pacientes con EM y controles es elevada teniendo en cuenta que estamos ante un indicador univariante,
y han desarrollado una técnica de ELISA para la deteccion de IFNAR2 soluble en suero, que sirve como prueba
paraclinica para diagnéstico de la EM. Es una técnica mucho menos invasiva para el paciente y menos costosa que
las bandas oligoclonales, y podria utilizarse como un método de screening previo, de forma que solo en el caso de
pacientes que obtengan valores de ELISA que puedan dar lugar a duda, seria necesario realizar las bandas
oligoclonales. Para ello, tras la normalizacion de los datos de absorbancias y el establecimiento de un punto de corte
para distinguir entre positivo y negativo, se ha obtenido una curva COR con un area bajo la curva de 0.820, y se han
establecido diferentes puntos de corte que daran diferente sensibilidad y especificidad segun los requerimientos que
se le exija al test.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de IFNAR2.3 para el diagndstico de individuos con esclerosis
multiple.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de datos utiles, de ahora en adelante primer
método de la invencion, para el diagnostico de individuos con esclerosis multiple, que comprende:

a) obtener una muestra biolégica aislada de un individuo, y
b) detectar el producto de expresion de IFNAR2.3
En otra realizacion preferida, el primer método de la invencién ademas comprende:
c) comparar el producto de expresion de IFNAR2.3 obtenido en el paso (b) con una cantidad de referencia

La cantidad de referencia se obtiene a partir de los valores de expresion constitutiva de IFNAR2.3, en un grupo de
individuos sanos o, alternativamente, que no presentan esclerosis multiple. Las cantidades de referencia adecuadas
pueden ser determinadas por el método de la presente invencién a partir de una muestra de referencia que puede
ser analizada, por ejemplo, simultdnea o consecutivamente, junto con la muestra biolégica problema. Asi, por
ejemplo pero sin limitarnos, la muestra de referencia pueden ser los controles negativos, esto es, las cantidades
detectadas por el método de la invenciéon en muestras de individuos que no padecen la enfermedad que se pretende
diagnosticar. Preferiblemente, el producto de expresion de IFNAR2.3 del paso (b) del primer método de la invencion
es la proteina IFNAR2.3. En ofra realizacion mas preferida, el paso (c) de la invencién comprende comparar la
deteccién de la proteina IFNAR2.3 en la muestra bioldgica de (a) con la deteccion de la proteina IFNAR2.3 en una
poblacion de referencia.

Los pasos (b) y/o (c) de los métodos descritos anteriormente pueden ser total o parcialmente automatizados, por
ejemplo, por medio de un equipo robético sensor para la deteccidon de la cantidad en el paso (b) o la comparacion
computerizada en el paso (c).

Una “muestra biolégica aislada” incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o fluidos biolégicos de un organismo,
obtenidos mediante cualquier método conocido por un experto en la materia. Preferiblemente, la muestra biolégica
aislada de un individuo del paso (a) es suero. En otra realizaciéon preferida, la muestra biolégica aislada de un
individuo del paso (a) es liquido cefalorraquideo.

El término “individuo”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales, preferiblemente mamiferos, y
mas preferiblemente, humanos. El término “individuo” no pretende ser limitativo en ningun aspecto, pudiendo ser
éste de cualquier edad, sexo y condicion fisica.

La deteccion del producto de expresion de IFNAR2.3 puede realizarse por cualquier medio conocido en el estado de
la técnica.

La medida del producto de expresién de IFNAR2.3, aunque puede ser cualitativa, también puede determinarse la
cantidad o la concentracién de dicho producto de expresion, preferiblemente de manera semi-cuantitativa o
cuantitativa, y puede ser llevada a cabo de manera directa o indirecta. La medida directa se refiere a la medida de la
cantidad o la concentracion del producto de expresién de los genes, basada en una sefial que se obtiene
directamente de la deteccion de la proteina. Dicha sefial — a la que también podemos referirnos como sefial de
intensidad — puede obtenerse, por ejemplo, midiendo un valor de intensidad de una propiedad quimica o fisica de
dichos productos. La medida indirecta incluye la medida obtenida de un componente secundario o un sistema de
medida biolégica (por ejemplo la medida de respuestas celulares, ligandos, “etiquetas” o productos de reaccion
enzimatica).
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El término “cantidad”, tal y como se utiliza en la descripcidn, se refiere pero no se limita, a la cantidad absoluta o
relativa de los productos de expresion de los genes o de los anticuerpos, asi como a cualquier otro valor o parametro
relacionado con los mismos o que pueda derivarse de éstos. Dichos valores o parametros comprenden valores de
intensidad de la sefal obtenidos a partir de cualquiera de las propiedades fisicas o quimicas de dichos productos de
expresion obtenidos mediante medida directa. Adicionalmente, dichos valores o parametros incluyen todos aquellos
obtenidos mediante medida indirecta, por ejemplo, cualquiera de los sistemas de medida descritos en otra parte del
presente documento.

El término “comparacion”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero no se limita, a la comparacion de los
productos de expresion de IFNAR2.3 en una muestra problema frente a la poblacion de referencia, o
alternativamente,

a la comparacion de la cantidad de los productos de expresion de los genes o de la cantidad de anticuerpos frente a
IFNAR2.3 de la muestra bioldgica a analizar, también llamada muestra biolégica problema, con una cantidad de los
productos de expresion de los genes o con una cantidad de anticuerpos frente a IFNAR2.3 de una o varias muestras
de referencia deseable. La muestra de referencia puede ser analizada, por ejemplo, simultanea o consecutivamente,
junto con la muestra biolégica problema. La comparacion descrita en el apartado (c) del método de la presente
invencién puede ser realizada manualmente o asistida por ordenador.

Los interferones tipo | (alpha, beta and omega), ejercen su accién a través de la interaccidon con el receptor de
membrana IFNAR, formado por dos subunidades IFNAR1 e IFNAR2. La subunidad IFNAR2 del receptor sufre un
procesamiento alternativo del ARNm que da lugar a tres formas distintas: una forma corta (IFNAR2b), una forma
larga funcionalmente activa (IFNAR2c) y la forma soluble (sIFNAR2, IFNAR2.3 o IFNAR2a). Solamente IFNAR2c
actiia como receptor funcional junto con IFNAR1 y es capaz de mediar los efectos biolégicos del IFNR, a través de la
activacion de la cascada de sefializacion JAK-STAT.

Multiples variantes de la transcripcion que codificaban por lo menos dos isoformas diferentes se han encontrado
para este gen. La secuencia aminoacidica de IFNAR2.3 se encuentra con nimero de acceso en el GenBank (NCBI)
L41943.1 y en la SEQ ID NO: 2. Dicha SEQ ID NO2 esta representada por la siguiente secuencia aminoacidica:

(MLLSQNAFIFRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHSIVPTHYTLLYTIMSKPEDLKV
VKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGFSGNTTLFSCSHNFWLAIDMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKFPSIVEE
ELQFDLSLVIEEQSEGIVKKHKPEIKGNMSGNFTYIIDKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQESEFS).

En el contexto de la presente invencion, IFNAR2.3 se define también por una secuencia de nucleétidos o
polinucledtido, que constituye la secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 2, y que
comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID
NO: 2,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a),
c) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del cédigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica con una
identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 2, y en las que el polipéptido
codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina IFNAR2.3.
Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida en la secuencia del GenBank (NCBI) L41943.1 y
la SEQ ID NO: 1. Dicha SEQ ID NO1 esta representada por la siguiente secuencia nucleotidica:

(agatgtaaaagtcaagagaagactctaaaaatagcaaagatgcttttgagccagaatgcecttcatcttcagatcacttaatttggttctcatggtgtatatcagectcgtg
tttggtatttcatatgattcgcctgattacacagatgaatcttgcactttcaagatatcattgcgaaatttccggtccatcttatcatgggaattaaaaaaccactccattgtac

caactcactatacattgctgtatacaatcatgagtaaaccagaagatttgaaggtggttaagaactgtgcaaataccacaagatcattttgtgacctcacagatgagtg

gagaagcacacacgaggcctatgtcaccgtcctagaaggattcagcgggaacacaacgttgttcagttgctcacacaatttctggctggccatagacatgtcttttgaa
ccaccagagtttgagattgttggttttaccaaccacattaatgtgatggtgaaatttccatctattgttgaggaagaattacagtttgatttatctctcgtcattgaagaacagt
cagagggaattgttaagaagcataaacccgaaataaaaggaaacatgagtggaaatttcacctatatcattgacaagttaattccaaacacgaactactgtgtatctg
tttatttagagcacagtgatgagcaagcagtaataaagtctcccttaaaatgcaccctccttccacctggccaggaatcagaattttcataactttttagcctggcecatttce
taacctgccaccgttggaagccatggatatggtggaggtcatttacatcaacagaaagaagaaagtgtgggattataattatgatgatgaaagtgatagcgatactga
ggcagcgcccaggacaagtggcggtggctataccatgcatggactgactgtcaggcectetgggtcaggcectctgccacctctacagaatcccagttgatagacceg

gagtccgaggaggagcctgacctgectgaggttgatgtggagcetccccacgatgccaaaggacagcecctcagcagttggaactcttgagtgggecctgtgagagg
agaaagagtccactccaggacccttttcccgaagaggactacagctccacggaggggtctgggggcagaattaccttcaatgtggacttaaactctgtgtttttgaga

gttcttgatgacgaggacagtgacgacttagaagcccctctgatgctatcgtctcatctggaagagatggttgacccagaggatcctgataatgtgcaatcaaaccattt
gctggccagecggggaagggacacagccaacctttcccageccctcttcagagggcectgtggtccgaagatgcetccatctgatcaaagtgacacttctgagtcagatg
ttgaccttggggatggttatataatgagatgactccaaaactattgaatgaactiggacagacaagcacctacagggttctttgtctctgcatcctaacttgctgccttatcg
tctgcaagtgttctccaagggaaggaggaggaaactgtggtgttectttcticcaggtgacatcacctatgcacattcccagtatggggaccatagtatcattcagtgeat
tgtttacatattcaaagtggtgcactttgaaggaagcacatgtgcacctttcctttacactaatgcacttaggatgtttctgcatcatgtctaccagggagcagggttcccca
cagtttcagaggtggtccaggaccctatgatatttctcttctttcgttctttttttttttttittgagacagagtctcgttctgtcgcccaagctggagegcaatggtgtgatettgget
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cactgcaacatccgcctccegggttcaggtgattctcctgectcagectcectcgcaagtagetgggattacaggegcectgccaccatgectagcaaatttttgtattttta
gtggagacaggattttaccatgttggccaggctggtctcgaactcctgacctcaagtgatctgccctcctcagectcgtaaagtgctgggattacaggggtgagcecgcet

gtgcctggcetggcecctgtgatattictgtgaaataaatigggccagggtgggagcagggaaagaaaaggaaaatagtagcaagagctgcaaagcaggcaggaa

gggaggaggagagccaggtgagcagtggagagaaggggggccctgcacaaggaaacagggaagagccatcgaagtttcagtcggtgagecttgggcacctc
acccatgtcacatcctgtctcctgcaattggaattccaccttgtccagecctccccagttaaagtggggaagacagactttaggatcacgtgtgtgactaatacagaaa

ggaaacatggcgtcggggagagggataaaacctgaatgccatattttaagttaaaaaaaaaaaa).

En otra realizacion preferida, la deteccién de la cantidad de producto de expresién de IFNAR2.3 se realiza mediante
un inmunoensayo. El término “inmunoensayo”, tal y como se utiliza en la presente descripcion se refiere a cualquier
técnica analitica que se basa en la reaccion de la conjugacion de una anticuerpo con un antigeno. Ejemplos de
inmunoensayos conocidos en el estado de la técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse: inmunoblot, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo lineal (LIA), radioinmunoensayo (RIA),
inmunofluoresecencia, x-map o chips de proteina.

En otra realizacion preferida, el inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas o ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay). El ELISA se basa en la premisa de que un inmunorreactivo (antigeno o anticuerpo)
puede ser inmovilizado en un soporte sélido, poniendo luego ese sistema en contacto con una fase fluida que
contiene el reactivo complementario que puede unirse a un compuesto marcador. Existen diferentes tipos de ELISA:
ELISA directo, ELISA indirecto o ELISA sandwich. En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, el
ELISA es un ELISA sandwich.

El término “compuesto marcador”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a un compuesto capaz
de dar lugar a una sefial cromogénica, fluorogénica, radiactiva y/o quimioluminiscente que permita la deteccion y
cuantificacion de la cantidad de anticuerpos frente a IFNAR2.3. El compuesto marcador se selecciona de la lista que
comprende radioisétopos, enzimas, fluoréforos o cualquier molécula susceptible de ser conjugada con otra molécula
o detectada y/o cuantificada de forma directa. Este compuesto marcador puede unirse al anticuerpo directamente, o
a través de otro compuesto. Algunos ejemplos de compuestos marcadores que se unen directamente son, pero sin
limitarse, enzimas como la fosfatasa alcalina o la peroxidasa, is6topos radiactivos como ¥p o %3, fluorocromos
como fluoresceina o particulas metdlicas, para su deteccién directa mediante colorimetria, auto-radiografia,
fluorimetria, o metalografia respectivamente.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método de diagnéstico, pronostico y de clasificacion de individuos, de
ahora en adelante tercer método de la invencion, que comprende los pasos (a)-(c) segun el primer método de la
invencion, y que ademas comprende asignar al individuo del paso (a) al grupo de individuos con o sin esclerosis
multiple, en funcion del punto de corte establecido para el indice de muestra. Valores con el indice de muestra por
encima de 2,14 (en la curva COR) nos permite clasificar a los sujetos como pacientes con EM, mientras que valores
inferiores a 1,24 (en la curva COR) son clasificados como individuos sanos.

KIT O DISPOSITIVO DE DIAGNOSTICO Y USOS

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en adelante kit o dispositivo de la
invencién, que comprende los elementos necesarios para cuantificar el producto de expresion de IFNAR2.3.

Preferiblemente, el kit o dispositivo de la presente invencion comprende al menos un anticuerpo anti-IFNAR2.3. En
otra realizacion preferida, el kit de la invencion comprende anticuerpos secundarios o controles positivos y/o
negativos. En una realizacién mucho mas preferente el kit comprende el polipéptido de la invencion, producido por
tecnologia recombinante, como control positivo. El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de limitacion, tampones,
soluciones de extraccion de proteinas, agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la degradacion de las
proteinas, etc.

Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y
optimizacion. Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para llevar a cabo los métodos de la
invencion.

En otra realizacion preferida, el kit de la invencion comprende:

un soporte solido que lleva unido un anticuerpo primario

anticuerpo secundario

una solucion del anticuerpo de deteccion, marcado con un marcador enzimatico;
un reactivo.

o0 T
s

En una realizacion aun mas preferida, el anticuerpo de primario es un anticuerpo que comprende la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 3
(MLLSQNAFIVRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHSIVPTHYTLLYTIMSKPEDLKV
VKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGFSGNTTLFSCSHNFWLAIDMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKFPSIVEE
ELQFDLSLVIEEQSEGIVKKHKPEIKGNMSGNFTYIIDKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQESESAES
AKIGGIITVFLIALVLTSTIVTLKWIGYICLRNSLPKVLRQGLTKGWNAVAIHRCSHNALQSETPELKQSSCLSFPSSWDY
KRASLCPSD).
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En otra realizacion mas preferida, el anticuerpo secundario es un anticuerpo que comprende la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 4
(MLLSQNAFIVRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHSIVPTHYTLLYTIMSKPEDLKV
VKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGFSGNTTLFSCSHNFWLAIDMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKFPSIVEE
ELQFDLSLVIEEQSEGIVKKHKPEIKGNMSGNFTYIIDKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQESESAES
AKIGGIITVFLIALVLTSTIVTLKWIGYICLRNSLPKVLRQGLTKGWNAVAIHRCSHNALQSETPELKQSSCLSFPSSWDY
KRASLCPSD)

Otro aspecto se refiere al uso del kit de la invencion, para el diagnéstico, pronéstico, y clasificacion de individuos que
tienen esclerosis multiple.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un medio de almacenamiento legible por un ordenador que comprende
instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos
de la invencion (del primer o del segundo método de la invencion).

Otro aspecto de la invencion se refiere a una sefial transmisible que comprende instrucciones de programa capaces
de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencién.

El primer y/o el segundo método de la invencién pueden incluir etapas adicionales, como por ejemplo, la separacion
de proteinas mediante electroforesis mono y bidimensional (2D-PAGE), o la digestion previa con tripsina de una
mezcla de proteinas (de la muestra) para después purificar y analizar los péptidos mediante espectrometria de
masas (MS), como el MALDI-TOF, o mediante cromatografia multidimensional, mediante ICAT (Isotope-coded
affinity tags), DIGE (Differential gel electrophoresis) o arrays de proteinas.

Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico” se usan aqui de manera intercambiable, refiriéndose a formas
poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos (ARN & RNA) como desoxiribonucleotidos
(ADN 6 DNA).

» oo« » oo«

Los términos “secuencia aminoacidica”, “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan aqui de manera
intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que pueden ser
codificantes o no codificantes, quimica o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: Esquema de trabajo de la clonacién, produccion y purificacion la proteina recombinante.
Fig. 2: Estructura del vector pEcoli-Cterm 6xHN Linear.

Fig. 3: Estructura de las estructuras flanqueantes al inserto.

Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa del amplificado obtenido por PCR.

Fig. 5: Alineamientos de las secuencias nucleotidicas en sentido 5°-3". En la primera linea se muestra la secuencia
nucleotidica de IFNAR2.3, en la segunda y tercera linea las secuencias nucleotidicas con los cebadores
flanqueantes del inserto T7UP y T7terminal, obtenida tras el proceso de secuenciacion del plasmido.

Fig. 6: Western blot que muestra la banda correspondiente a IFNAR2.3

Fig. 7: Graficas de la puesta a punto de las concentraciones de anticuerpos para el ELISA para determinar
IFNAR2.3 en suero. (A). Absorbancias obtenidas con 1.2ug/ml de anticuerpo primario frente a diferentes
concentraciones de anticuerpo secundario (B). Absorbancias obtenidas con 1.ug/ml de anticuerpo primario frente a
diferentes concentraciones de anticuerpo secundario. (C). Absorbancias obtenidas con 0,8 ug/ml de anticuerpo
primario frente a diferentes concentraciones de anticuerpo secundario (D). Grafica que muestra la relacion lineal
entre la absorbancia y la concentracion de proteina IFNAR2.3.

Fig. 8. Analisis de los valores de IFNAR2.3 en suero en pacientes tratados con INFf3, sin tratamiento y controles.

Fig. 9. Andlisis de los valores de IFNAR2.3 en suero en pacientes tratados con INF(, sin tratamiento, controles y
pacientes tratados con Copaxone®.

Fig. 10. Curva COR pacientes sin tratamiento y controles.
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EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los inventores.
Materiales y métodos

Produccién de la proteina recombinante IFNAR2.3

Eleccidn del vector de clonacién

El sistema de expresion procariota escogido, es el vector prelinearizado pEcoli-Cterm 6xHN Linear
(Clontech). La proteina resultante tendra fusionada una cola histidina-asparagina en el extremo carboxi terminal que
servira para su purificacion.

En las imagenes que se muestran a continuacion se detalla la estructura del vector donde se integro el inserto con la
secuencia nucleotidica de nuestra proteina de interés.

El sistema de expresion de pEcoli Cterm 6xHN Linear esta basado en el sistema de expresion del promotor fuerte
T7, controlado por el operén LacZ que a su vez es inducible por IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido). Ademas,
el plasmido posee un gen de resistencia a la ampicilina que permite la seleccién de los clones que contienen el
plasmido.

Para la produccion de la proteina, se utilizé la maquinaria de las bacterias de expresion BL21 (DE3), que utilizan el
promotor T7. Las bacterias BL21 (DE3) contienen una copia cromosomal del gen de la T7 ARN polimerasa, que a su
vez esta bajo el control del promotor de lacUV5 inducible por IPTG.

Sintesis del inserto de ADN

El primer punto en el disefio de la estrategia de clonacién fue la sintesis del inserto. Para ello se recab¢d toda la
informacion sobre la secuencia de IFNAR2.3, como la secuencia sefial del péptido, las modificaciones
postraduccionales, las caracteristicas bioquimicas de la proteina, los dominios de la misma etc. Toda esta
informaciéon se obtuvo de la base de datos UNIPROT (http://www.uniprot.org/uniprot/P48551), que alberga las
secuencias aminoacidicas de las proteinas y sus caracteristicas bioquimicas.

La secuencia del ARNm de IFNAR2.3 se obtuvo a partir de la base de datos NUCLEOTIDE del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore.)

Siguiendo las directrices del fabricante, los cebadores debian de cumplir los siguientes requisitos:
El extremo 5:

e Contener 15 bases homodlogas con las 15 bases del final del fragmento de ADN del vector donde va a ser
insertado.

El extremo 3":
o Poseer 15 bases homélogas con los extremos del gen que va a ser insertado.
e Una longitud entre 18-25 pb y un contenido de GC del 40-60%.
e Ausencia del codén de inicio (ATG) y de parada en la secuencia a amplificar.
e Ausencia de la secuencia sefal.

Teniendo en cuenta estas premisas, los cebadores daban un producto tras la amplificacion de 638 pb. Las
secuencias de los cebadores fueron:

Sentido (secuencia SEQ ID NO. 3):

5 TAAGGCCTCTGTCGACATTTCATATGATTCGCCTGATTACACGATG 3°
Antisentido (secuencia SEQ ID NO. 4):
5'CAGAATTCGCAAGCTTTGAAAATTCTGATTCCTGGCCAGGTGGAA 3’

El inserto se sintetiz6 mediante PCR convencional a partir de los cebadores disefiados en el punto anterior,
empleando una Taq de alta fidelidad y utilizando como molde un ADNc proveniente de una mezcla de ADNc humano
comercial. Las condiciones 6ptimas de concentraciones, temperatura y tiempos para la sintesis del inserto fueron las
siguientes:
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Tabla 1: resumen de los reactivos de la PCR convencional para la sintesis del inserto.

Reactivos Volumen/ muestra Concentracion final/
muestra

Agua libre de Rnasas 40 pl

Cebador sentido (20 uM) 1l 0,4 uM

Cebador antisentido (20 pM) 1 ul 0,4 uM

Dntp (10 uM) 1l 0,2 uyM

Tampén 5X 5 pl 1X

Pfu High Fidelity 1 ul

cDNA 1 ul

Condiciones de temperatura:
Tabla 2: resumen de las condiciones de temperatura para la sintesis del inserto mediante PCR convencional.

El producto final obtenido de la PCR, fue separado en funcién de su tamafio mediante la técnica de electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 2% disuelta en tampon TAE, junto con el intercalante Gold View Nucleic Acid
Satin (Sbs Genetech) a una diluciéon 1/20. El gel fue sometido a una corriente constante de 80 V y fue visionado en
un transiluminador de ultavioleta, que permitié localizar la banda de interés en funciéon del nimero de pares de
bases. La banda localizada a la altura de 638 pb fue recortada del gel de agarosa con la ayuda de un bisturi.

La secuencia del inserto amplificada contenida en la agarosa, fue purificada con el kit comercial QlAquick Gel

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 95°C 20 seg

Anillamiento 60,4 °C 20 seg 40 ciclos
Extension 72°C 30 seg

Extension final 72°C 10 min 1

Etapa final 4°C Infinito

Extraction (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante. Al final del proceso se obtuvo un eluido, que fue
cuantificado con un espectrofotometro (Nanodrop, Thermo) antes de ser almacenado a -20°C.

Proceso de ligacién

Siguiendo el esquema de trabajo, el siguiente punto en el proceso de clonacién, fue el proceso de ligacion,
es decir, “pegar” al plasmido, la secuencia nucleotidica de IFNAR2.3, que dara lugar a la proteina recombinante.

Para determinar las concentraciones y los volimenes del inserto y del plasmido, la casa comercial Clontech, en su
web ofrece una herramienta informatica (http://bioinfo.clontech.com/infusion) para calcular las cantidades éptimas
del vector y del inserto, para el proceso de ligacién a partir de las variables conocidas longitud del vector y del
inserto.

Para la realizacion del proceso de ligacion, la mezcla de inserto: plasmido fue resuspendida en el producto In-Fusion
Dry-Down pellet (Clontech). In-Fusion Dry-Down pellet es un liofilizado que contiene la enzima In-Fusion, la cual
favorece la union del inserto al plasmido gracias a la homologia en la secuencia nucleotidica presente en ambos. La
reaccion de ligacion fue llevada a cabo en un termociclador, a 37°C durante 15 minutos seguida de 15 minutos a
50°C y posteriormente fue transferido a hielo. Finalmente, el producto de ligacién fue resuspendido en 40 ul de
tampodn TE (Tris-HCI, EDTA) a pH 8.

Transformacién en bacterias replicativas

10
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Las bacterias competentes utilizadas fueron MAX Efficiency DH5a™ Competent Cells (Invitrogen) las cuales fueron
transformadas con el plasmido, siguiendo el siguiente protocolo:

Como control positivo de la técnica de transformacién, se anadieron 5 ul del plasmido pUC19 (control positivo) en
una alicuota de bacterias competentes y se resuspendié6 suavemente esta mezcla. De forma paralela, se
transformaron las bacterias con el producto de ligacion. Para ello, se afiadieron 2,5 pl a una alicuota de bacterias
competentes y se mezclé suavemente. A continuacion, ambas alicuotas de bacterias (control y problema) fueron
incubadas durante 30 minutos en hielo. Pasado este tiempo, las muestras se sometieron a un choque térmico a
42°C durante 45 segundos. Rapidamente, las muestras fueron transferidas a hielo durante 2 minutos y
posteriormente se afiadieron 900 pl de medio SOC (el cual favorece el proceso de transformacion). Para que el
plasmido expresara la resistencia a ampicilina, las muestras fueron incubadas a 37°C, con agitacion de 225 rpm
durante 1 hora. Finalmente las bacterias transformadas, fueron sembradas a diferentes volimenes en placas de LB-
Agar suplementadas con ampicilina 100 pg/ml e incubadas toda la noche a 37°C.

Purificacién del ADN plasmidico y verificacién del marco de lectura

Trascurrida una noche en el incubador, las bacterias habian formando UFC (unidades formadoras de
colonias). Para evaluar las caracteristicas de cada UFC, éstas fueron aisladas de forma independiente con la ayuda
de un hilo de siembra y sembradas en tubos con 4 ml de medio LB Broth suplementados con 100 pg/ml de
ampicilina. Estas suspensiones fueron incubadas a 37°C durante toda la noche con una agitacion de 220 rpm junto
con un control negativo que fue un tubo de LB Broth sin bacterias. Posteriormente, se procedid a la purificacion del
plasmido contenido en las bacterias, siguiendo las indicaciones del kit de Promega (PureYield™ Plasmid Miniprep
System) como se explican a continuacion:

El cultivo de bacterias fue alicuotado en tubos de 1.5 ml y centrifugado a 16000g durante 30 segundos en una
microcentrifuga. Del producto obtenido, se descart6 el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 600 pl de
agua, al cual se le afadid 100ul de tampodn de lisis celular y fue mezclado por inversion. A esta mezcla se le
anadieron 350ul de solucidon neutralizante y se mezclé de nuevo por inversion. A continuacion, se centrifugd a
16000g durante 3 minutos. El sobrenadante obtenido fue transferido a una de las minicolumnas que proporciona el
kit que retiene el ADN. Se volvié a centrifugar a 16000g durante 15 segundos. A continuacion, se le anadieron 200yl
de solucién de lavado a la minicolumna y se volvié a centrifugar durante 15 segundos. Posteriormente, se afiadieron
400l de solucion de lavado a la minicolumna y se centrifugé durante 30 segundos. Finalmente para eluir el ADN
que habia quedado retenido en la membrana, se transfirié la minicolumna a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5
ml, se le afadieron 30ul de agua estéril al centro de la membrana y se incub6 durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Finalmente, para obtener el ADN plasmidico purificado se centrifugé a 16000g durante 15 segundos. El
ADN plasmidico fue cuantificado mediante absorbancia en el espectrofotémetro (Nanodrop, Thermo) y fue
almacenado a -20°C hasta el momento de su uso.

En este punto teniamos diferentes UFC aisladas y congeladas, pero se desconocia si el plasmido poseia el
inserto, su secuencia completa, la orientacién en el marco abierto de lectura etc, por tanto se debia comprobar que
el plasmido cumplia con todos los requisitos deseados. Para ello se realizaron dos pruebas:

e PCR convencional utilizando como ADN molde el ADN plasmidico.

e Secuenciacion de ADN: Los plasmidos positivos en la PCR, fueron secuenciados para obtener la secuencia
nucleotidica que nos permitiria evaluar la secuencia del inserto y comprobar la orientacién del mismo.

La secuenciacién del inserto abarcaba secuencias aguas arriba que coincidian con el promotor del T7 y aguas abajo
con la secuencia T7 terminal. Las secuencias obtenidas fueron alineadas en sentido 5°3" con la secuencia de
referencia del NBCI de numero de GeneBank: CAA61940.1 mediante el programa bioinformatico Multalin. A
continuacién se muestra los resultados obtenidos tras el alineamiento que nos cercioraba la integridad de la
secuencia y orientacion en el marco de lectura correcto:

Transformacién en bacterias de expresién BL21 (DE3)

Una vez verificado el clon que contenia el plasmido con las condiciones correctas, el plasmido se
transformé en las bacterias de expresion BL21(DE3) para la produccién de la proteina recombinante IFNAR2.3,
siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente para la transformacion en bacterias replicativas y deteccion del
plasmido .

Induccion de la expresion de la proteina recombinante IFNAR2.3

En condiciones normales, en las bacterias BL21 (DE3) transformadas con el plasmido, la proteina
recombinante no se esta expresando porque su expresion esta reprimida por el represor Lac (Lacl) que se encuentra
unido al operon Lac. Para permitir su expresioén, es necesario la adiccion de IPTG que actia como inductor
secuestrando al represor y permitiendo que la T7 ARN polimerasa se una al promotor T7 y realice el proceso de
transcripcion. Para inducir la expresion de la proteina recombinante IFNAR2.3 se siguid el siguiente protocolo:
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En el dia previo a la induccion de la produccion de la proteina, se preparé un precultivo de la siguiente manera:

e Las bacterias BL21 (DE3) con el plasmido fueron cultivadas en 4ml de LB-Broth suplementados con
ampicilina a una concentracion final de 100pg/ml e incubadas toda la noche a 37°C con una agitacion de 220
rpm.

e Al dia siguiente, se realiz6 la induccion de la expresion de la proteina. Para ello, el cultivo del dia anterior
fue diluido 1/10 en un volumen final de 50 ml de medio LB-Broth suplementado con ampicilina e incubado a
37°C con una agitacién de 220 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica (D.O.) de 0.80-1 nm. Llegado este
momento se afiadié el inductor IPTG a una concentracion final de 0.5mM (previamente establecida) y el
cultivo fue incubado durante 4 horas a 37°C con una agitacion de 220 rpm. A partir de este momento
comenzo el proceso de transcripcion para la expresion de la proteina. Transcurridas las 4 horas de induccion
(optimizada previamente) se recogid el cultivo y se centrifugd a 1600g a 4°C durante 20 minutos. El
sobrenadante fue descartado y el pellet guardado a -80°C hasta su posterior uso.

Extraccién de la proteina recombinante

La proteina recombinante expresada se localizaba en el interior de la bacteria. Para acceder a ella y poder
purificarla se debia romper la pared bacteriana mediante procesos fisicos y quimicos que a continuacion se detallan:

El precipitado de bacterias almacenado a -80°C fue descongelado a temperatura ambiente. Seguidamente, se le
afadieron 0.5ml de tampon de lisis bacteriana por cada mililitro de cultivo inicial y se resuspendioé on la ayuda de una
pipeta. La suspensioén resultante fue incubada durante 1 hora a temperatura ambiente en rotacién. Transcurrido este
tiempo la muestra fue sometida a ultrasonidos en ciclos de 5 pulsos de 30 segundos en hielo, y con una intensidad
del 40%. A continuacion fue ultracentrifigada a 15000 g durante 20 minutos a 4°C y con ello se separaron las
membranas de las proteinas liberadas de la bacteria. Tras la ultracentrifugacion se recogid el sobrenadante y se
paso a través de un filtro de 0.45 pm.

Purificacién de la proteina recombinante IFNAR2.3

El producto obtenido tras la extraccién contenia la proteina recombinante junto con otras proteinas
bacterianas. Para purificar y aislar la proteina recombinante IFNAR2.3, se utiliz6 la técnica de cromatografia de
afinidad, de forma que la proteina recombinante IFNAR2.3 queda retenida por la cola de histidina-asparagina que
contiene. Las columnas elegidas se presentan en un volumen de 1 ml y estan llenas de resina de sefarosa que
llevan unidas iones de niquel. Los iones de niquel le confieren la capacidad de retener proteinas ricas en histidina y
por tanto la proteina recombinante IFNAR2.3 va a quedar retenida, entre otras. La liberacién de la proteina de la
resina se produce por la adiccién de un tampdn rico en imidazol que compite con el sitio de union al niquel. A
continuacion se detalla el protocolo seguido:

Antes de iniciar el proceso de purificacion con la cromatografia de afinidad, la resina fue lavada y equilibrada con 10
ml de tampon de equilibrado. Seguidamente, el extracto proteico que contiene nuestra proteina de interés, fue
puesto en contacto con la resina en rotacion a 4°C durante 1 hora y posteriormente, la resina fue empaquetada en la
columna. Para eliminar las proteinas no unidas a la resina, ésta se lavd con 10ml de tampoén de equilibrado.
Finalmente, las proteinas retenidas por el niquel fueron eluidas con 5 ml de tampdn de elucién rico en imidazol y
recogidas en alicuotas de 1 ml.

Deteccion de la proteina recombinante: Electroforesis y Western blot

El primer paso para la deteccion de la proteina fue la realizacion de la electroforesis en geles de poliacrilamida y
posteriormente la transferencia de las proteinas a una membrana. El protocolo seguido fue:

Las muestras fueron resuspendidas en tampén de carga 5x y hervidas a 100°C durante 3 minutos en un
termobloque. A continuacion, éstas fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 12%, sumergidas en tampoén de
electroforesis y sometidas a una corriente constante de 130 V. Una vez finalizada la electroforesis, el gel obtenido
fue sumergido en tampén de transferencia durante unos minutos.

La transferencia se realiz6 en un sistema semi-seco en planchas de grafito que previamente habian sido
humedecidas con agua. A continuacion la membrana de nitrocelulosa con tamafio de poro de 0.45 um fue activada
sumergiéndola en agua y posteriormente equilibrada en tampoén de transferencia. Posteriormente, se procedi6 a
montar el sandwich; sobre la plancha de grafito; se dispusieron 9 papeles de transferencia previamente
humedecidos en tampon de transferencia, a continuacion la membrana encima y sobre ésta el gel que iba a ser
transferido. Para terminar con el sandwich, se volvieron a poner 9 papeles de transferencia humedecidos en tampdn
de transferencia. La transferencia se realizé durante 45 minutos con una intensidad de 0.8 mA/cm?2.

Una vez terminada la transferencia, la membrana fue separada y bloqueada con tampén de bloqueo durante 2h a
temperatura ambiente y con agitacion. El bloqueo es una etapa que evita la unién no especifica de los anticuerpos a
los sitios libres de la membrana, quedando éstos bloqueados con la caseina de la leche. Tras el bloqueo, la
membrana fue puesta en contacto con el anticuerpo primario anti-IFNAR2 Human producido en conejo (Abnova)
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1/5000, previamente establecida la dilucidn, en solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C en rotacion. Al dia
siguiente, la membrana fue retirada de la solucién con anticuerpo y lavada con tampén de lavado. La membrana fue
incubada durante una hora y media con el anticuerpo anti-lgG de conejo (Sigma-Aldrich) marcado con fosfatasa
alcalina, a una dilucién 1/10000 en solucion de bloqueo. Se procedié a lavar como en el punto anterior. Para ver el
resultado del western blot, se revelé la membrana poniéndola en contacto con una mezcla formada por 200 pl de
NBT/BCIP + 10ml de solucion de revelado a temperatura ambiente hasta la aparicién un producto coloreado. Para
finalizar, la reaccion fue parada desechando la solucion de revelado y sumergiéndola en solucion de parada, rica en
iones magnesio que bloquean el desarrollo de la reaccion colorimétrica retirando el NBT/BCIP.

Tras la purificacion de la proteina, se hicieron los ensayos de puesta a punto de la técnica de ELISA tal y como se
detalla a continuacion.

Técnica de ELISA para cuantificacion del fragmento soluble IFNAR2.3

Podemos considerar la técnica de ELISA (enzyme linked immunosorben assay) como una de las herramientas mas
poderosas para la deteccidon y cuantificacion de proteinas especificas en una mezcla compleja de ellas.
Originalmente descrito por Engvall y Perlimann en 1971 (Engvall & Perlmann Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-
4) como una alternativa mas sencilla e igualmente sensible a la metodologia de deteccidon de sustancias por RIA
(Radioimmuno assay).

Se ha puesto a punto un ELISA tipo sandwich que requiere dos anticuerpos diferentes que se unen al mismo
antigeno. El primer anticuerpo (unido a la placa) es el llamado anticuerpo primario, mientras que el segundo
anticuerpo detecta el antigeno inmovilizado por el primero y se denomina anticuerpo de secundario) Dado que este
ultimo no esta marcado, hemos recurrido a un tercer anticuerpo (especie-especifico) conjugado a una enzima a la
que posteriormente enfrentaremos con su sustrato que dara lugar a una reaccién colorimétrica.

Se sensibiliza la placa con un anticuerpo especifico que reconocera e inmovilizara nuestro antigeno objeto de
estudio (IFNAR2.3). En este estudio hemos optimizado la concentracién de anticuerpo primario en combinacién con
la concentracion de anticuerpo secundario para incrementar la relacién entre sefal/ruido de fondo. Para esto, hemos
realizado la sensibilizacion de las placas con tres diferentes concentraciones de anticuerpo de primario (0.8, 1y 1.2
ug/ml) en tampoén carbonato/bicarbonato a pH 9.6 e incubado 16 horas a 4°C. Posteriormente se procede a la
retirada del anticuerpo de primario y el lavado de la placa tres veces con tampoén de lavado TBS/Tween (TBS,
1.5mM MgCl;, 0.05% Tween 20)

En todos los experimentos se bloqued la unién no especifica por medio de la adicién de una soluciéon de bloqueo
(TBS/Tween/1% BSA), incubando durante 1 hora a 37 °C, tras lo cual procedemos a realizar de nuevo tres lavados
con TBS-Tween.

Para optimizar la concentracion de anticuerpo de deteccion, la placa se sensibilizé con el anticuerpo primario como
acabamos de describir. Como antigeno (y control positivo de la técnica) se empled la proteina recombinante
IFNAR2.3 producida en bacterias y purificada por medio de cromatografia de afinidad. Se utilizaron distintas
diluciones de la proteina recombinante IFNAR2.3 (1/20, 1/50, 1/100 y 1/200); ademas se incluyé un control negativo
en cada placa que consistioé en solucion de bloqueo (TBS/Tween 20/1% BSA). Las muestras se incubaron a 37°C
durante 1 hora, tras lo cual se procedié a lavar la placa tres veces con tampén TBS/Tween. Tras este paso se
afnadio el anticuerpo secundario a distintas concentraciones (400, 600 y 800 ng/ml en solucién de bloqueo) y se
incubé de nuevo durante 1 hora a 37°C, procediendo de nuevo al lavado de la placa 3 veces con tampodn
TBS/Tween. Posteriormente, se recurrié a la incubacion con un anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina, siguiendo
las especificaciones del proveedor, que detecta especificamente la IgG de ratén y se incubé de nuevo durante 1
hora a 37°C, lavando la placa tras la incubaciéon con TBS/Tween. Finalizado este proceso se afiadié a cada pozo de
la placa la solucién sustrato de fosfatasa alcalina. Tras incubar la placa durante 30 min a 37°C se detuvo la reaccion
con 3 M NaOH. Como fruto de la reaccion enzima-sustrato, los pozos en los que hay una identificacion del antigeno
aparecen amarillo brillante. La intensidad del color se cuantificod por la lectura de la densidad 6ptica de cada pocillo a
405 nM en un lector de placas.

El resultado obtenido en este tipo de experimentos permitio fijar la concentracion 6ptima de anticuerpo de primario y
secundario para mantener la mejor relacion entre sefial y ruido de fondo (figuras), eligiendo como mejor condicion, la
sensibilizacion de la placa con 0.8 pg/ml de anticuerpo de primario y 400 ng/ml de anticuerpo secundario.

Ensayo en pacientes

Una vez optimizada la técnica se ha determinado la presencia de IFNAR2.3 en suero de pacientes de EM y de
controles sanos.
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Frecuencia Porcentaje
Validos Sin tratar 81 60,4
CONTROLES 53 39,6
Total 134 100,0

A continuacion se presenta una tabla (Tabla 3) como ejemplo de las absorbacias obtenidas:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

0,999 | 0,876 | 0,813 | 0,812 | 0,709 | 0,722 | 0,928 | 0,939 | 0,862 | 0,835 | 0,743 | 0,778

0,747 | 0,665 | 0,672 | 0,733 | 0,787 | 0,768 08| 0,776 | 0,686 | 0,702 | 0,995 | 1,056

0,882 0,85 | 0,841 | 0,829 | 0,729 | 0,735 | 1,082 | 0,845 | 0,706 | 0,759 | 1,045 | 1,012

0,711 | 0,721 | 0,701 0,7 | 0,915 | 0,906 0,6 | 0,618 | 0,726 | 0,966 0,96 | 0,983

0,89 | 0,832 | 0,925 | 0,877 | 0,897 | 0,866 | 0,709 | 0,676 | 0,843 | 0,949 | 0,917 | 0,892

0,872 | 0,814 | 0,839 | 0,825 | 1,106 | 1,118 | 0,639 | 0,661 | 0,767 | 0,776 | 0,764 | 0,75

0,941 | 0,954 | 0,839 0,86 | 0,933 094 | 0,758 | 0,743 | 0,984 | 1,014 | 0,842 | 0,827

I @ =M m O O W >

0,967 | 0,972 | 0,874 0,89 | 0,808 | 0,817 0,88 | 0,919 | 4,000 | 3,909 | 0,208 | 0,205

Se ha calculado la variacion intraensayo de la técnica, determinando la DO la misma muestra en el mismo ensayo
12 veces y se ha obtenido un coeficiente de variacion de 12,2%. Para el calculo de la variacion interensayo se
determind la DO de la misma muestra en 7 ensayos diferentes realizados en diferentes dias, obteniéndose un
coeficiente de variacion de 17,1%.

Todas las muestras han sido analizadas por duplicado. En el caso que el porcentaje del coeficiente de variacién
entre las duplicas exceda el 25%, la determinacion para esa muestra es considerada como no valida.

Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos en los diferentes experimentos se normalizaron para obtener el “indice de muestra” como se
describe en el apartado siguiente y sobre ellos se aplicaron test no paramétricos para muestras independientes. La
expresion de IFNAR2.3 en suero muestra diferencias significativas en pacientes tratados con IFN, pacientes de EM
sin tratamiento y controles sanos, tal y como se observa en la Fig. 8.

Segun los datos, el tratamiento con IFNR aumenta los niveles séricos de IFNAR2.3 respecto a pacientes no tratados
y controles sanos. Las diferencias encontradas entre pacientes no tratados y controles sanos, sin intervenir el
tratamiento con IFNR, son probablemente debidas a la patogenia de la enfermedad.

Para comprobar que las diferencias encontradas no se deben exclusivamente al tratamiento con IFNR, se han
incluido pacientes tratados con Copaxone®. No se han encontrado diferencias significativas entre los pacientes
tratados con Copaxone® y los pacientes sin tratamiento (presentan medianas muy similares) y se mantienen las
diferencias entre los tratados con Copaxone® y los controles sanos.

Analisis de la sensibilidad y especificidad del ELISA

Para normalizar y homogeneizar los datos crudos de absorbancias obtenidos en el ELISA para la determinacion de
IFNAR2.3 en suero, se establecié un punto de corte a partir del control negativo obtenido en cada placa, mediante
los siguientes calculos:
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Cut off: 3(DO NEG+Desv. St neg); Cut off: 3(0.089+0.0136) = 0.307

Las absorbancias de los sueros fue divido entre el cut off. A este nuevo valor resultante, se le denominé “INDICE DE
LA MUESTRA” con la cual realizariamos todos los analisis estadisticos.

SENSIBILIDAD: Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo que se ha definido como positivo
respecto a la condiciéon que estudia la prueba. Probabilidad de que un sujeto enfermo obtenga en la prueba un
resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test para detectar la enfermedad.

En este ensayo se ha definido como positivo ser paciente.
S=VP/(VP+FN) *100

ESPECIFICIDAD: Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo que se ha definido como negativo.
Probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la probabilidad de que un sujeto sano obtenga
un resultado negativo. Es igual a restar a 1 la fraccion de falsos positivos.

En nuestro caso se ha definido como negativo ser control.
E= VN/ (VN+FP)*100

Con el indice de muestra se ha establecido de forma arbitraria diferentes puntos de corte. Se ha creado una variable
nueva para cada punto de corte, clasificando las muestras como:

- verdaderos positivos (pacientes por encima del punto de corte)

- falsos positivos (control por encima del punto de corte),

verdaderos negativos (control por debajo del punto de corte)
- falsos negativos (pacientes por debajo del punto de corte).
Anadlisis de pacientes tratados, no tratados y controles sanos

En este primer analisis se incluyen pacientes de EM (sin tratamiento, tratados con IFN y tratados con Copaxone®) y
controles sanos (Fig. 1X)

Este analisis no sirve para discriminar entre controles sanos y pacientes, porque dentro del grupo de pacientes de
EM se incluyen los pacientes tratados con IFN y previamente se ha visto que el tratamiento con IFN incrementa los
niveles de IFNAR2.3, por lo que es necesario excluir a los pacientes tratados con IFNM del analisis.

Anidlisis de pacientes sin tratamiento - Controles sanos

Para establecer si el test permite discriminar entre pacientes de EM y controles sanos, se han excluido del analisis
los pacientes con tratamiento.(Fig. 10)

A continuacion, se muestran las sensibilidades y especificidades para distintos puntos de corte, segun las siguientes
féormulas

Sensibilidad= VP/(VP+FN) *100
Especificidad= VN/ (VN+FP)*100

Tabla X. positivo=paciente; negativo= control; punto de corte 1.45

Frecuencia Porcentaje
Validos verdadero negativo 30 22,4
verdadero positivo 74 55,2
falso negativo 8 6,0
falso positivo 22 16,4
Total 134 100,0

Sensibilidad= 90%
Especificidad= 57%
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Tabla X. positivo=paciente; negativo= control; punto de corte 1.50

Frecuencia Porcentaje
Validos verdadero negativo 36 26,9
verdadero positivo 67 50,0
falso negativo 14 10,4
falso positivo 17 12,7
Total 134 100,0

Sensibilidad = 82.7%
Especificidad = 67.9%

positivo=paciente; negativo= control; punto de corte 1.55

Frecuencia Porcentaje
Validos verdadero negativo 36 26,9
verdadero positivo 65 48,5
falso negativo 17 12,7
falso positivo 16 11,9
Total 134 100,0

Sensibilidad= 79.2%
Especificidad = 69.0%

positivo=paciente; negativo= control; punto de corte 1.70

Frecuencia Porcentaje
Validos verdadero negativo 39 29,1
verdadero positivo 49 36,6
falso negativo 33 24,6
falso positivo 13 9,7
Total 134 100,0

Sensibilidad= 59.7%
Especificidad = 75%
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Teniendo en cuenta los grupos de los pacientes sin tratamiento y los controles sanos.

Tabla resumen de frecuencias

Frecuencia Porcentaje
Validos Sin tratar 81 60,4
CONTROLES 53 39,6
Total 134 100,0

TABLA RESUMEN Sensibilidad y especificidad de la variable indice de la muestra (ELISA) con distintos
puntos de corte establecidos (pacientes sin tratamiento y controles sanos)

Punto de corte (Test Sensibilidad Especificidad
positivo)
(tasa de (tasa de aciertos con los
aciertos con los controles)
enfermos)

>1.24 100% 25% Se clasifican bien los
pacientes

>1.45 90.0% 57.0%

>1.50 82.7% 68.0%

>1.55 79.2% 69.0%

>1.70 59.7% 75.0%

<2.14 24% 100% Se clasifican bien los
controles

TABLA RESUMEN: Valores predictivos positivo y negativo de la variable indice de la muestra (ELISA) con
distintos puntos de corte establecidos

Valor predictivo positivo: VP/VP+FP

Valor predictivo negativo: VN/FN+VN

Punto de corte (Test | Valor predictivo | Valor predictivo

positivo) positivo* negativo*

<1.24 100% Detecta a todos los
controles

<1.45 77.0% 79.0%

<1.50 79.7% 72.0%

<1.55 80.0% 68.0%

<1.70 79.0% 54.0%

>2.14 100% Detecta a todos los
pacientes
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* Valores sujetos a la prevalencia obtenida en consulta.

Estariamos ante un indicador (univariante) que sin otro tipo de informacién multivariante presenta buena capacidad
discriminante entre pacientes de EM y controles sanos.

18



10

15

20

25

30

35

40

ES 2470816 Bl

REIVINDICACIONES
1.- Una proteina recombinante obtenible por un procedimiento que comprende:
a) integrar un inserto con la secuencia nucleotidica SEQ ID NO. 1 en un vector de expresion,
b) transformar un hospedador con el vector de expresion del paso (a),
c) inducir la expresién de la proteina recombinante,
d) extraer la proteina recombinante, y
e) purificar la proteina recombinante.

2.- La proteina recombinante segun la reivindicacion anterior, donde el vector de expresion es el vector
prelinearizado pEcoli-Cterm 6xHN Linear.

3.- La proteina recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde el hospedador del paso (b) son
bacterias de expresion.

4.- La proteina recombinante segun la reivindicacion anterior, donde las bacterias de expresion son bacterias E. coli
BL21(DE3).

5.- La proteina recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la integracion del paso (a) se
realiza mediante un proceso de ligacion.

6.- La proteina recombinante segun la reivindicacion anterior, donde en la ligacién se emplea un liofilizado que
comprende la enzima In-Fusion.

7.- La proteina recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde el inserto se sintetizd empleando
los cebadores de secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

8.- Un anticuerpo, o un fragmento del mismo, que reconoce especificamente una proteina recombinante segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9.- El anticuerpo o un fragmento del mismo, segun la reivindicacion anterior, obtenible por inyeccion de la proteina
recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en un animal apropiado, y recogida y purificacion de los
antisueros de los animales.

10.- El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9, que es un anticuerpo monoclonal.

11.- Una composicion que comprende:

a) una proteina que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2,

b) la proteina recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o

c) el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 8-10.

12.- La composicién segun la reivindicacion anterior, que es una composicion farmacéutica.

13.- El uso de una composiciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en la elaboracion de un
medicamento.

14.- El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en la elaboracion de un
medicamento para el tratamiento de la esclerosis multiple.

15.- Un método de obtencion de datos utiles, para el diagnéstico de individuos con esclerosis multiple, que
comprende:

a) obtener una muestra biolégica aislada de un individuo, y
b) detectar el producto de expresion de IFNAR2.3

16.- Un método de obtencion de datos utiles segun la reivindicacion anterior, que ademas comprende:
¢) comparar las cantidades obtenidas en el paso (b) con una cantidad de referencia.

17.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 15-16, donde los pasos (b) y/o (c) de los métodos descritos
anteriormente pueden ser total o parcialmente automatizados.
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18.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 15-17, donde la muestra bioldgica es suero.

19.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 15-18, donde la cuantificacion se hace mediante un
inmunoensayo.

20.- El método segun la reivinidcacion 19, donde el inmunoensayo es un ELISA.
21.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 19-20, donde el inmunoensayo es un ELISA sandwich.

22.- Un método de diagndstico, prondstico y clasificacion de individuos que comprende los pasos (a)-(c) segun
cualquiera de las reivindicaciones 15-21, y que ademas comprende asignar al individuo del paso (a) al grupo de
individuos con esclerosis multiple cuando presentan un valor superior a 2,14 por encima del punto de corte
establecido en la curva ROC.

23 . Un método de diagndstico, prondstico y clasificacion de individuos que comprende los pasos (a)-(c) segun
cualquiera de las reivindicaciones 15-21, y que ademas comprende asignar al individuo del paso (a) al grupo de
individuos sin esclerosis multiple cuando presentan un valor inferior a 1,14 por debajo del punto de corte establecido
en la curva ROC.

24.- Un kit o dispositivo, que comprende los elementos necesarios para cuantificar el producto de expresion de
IFNAR2.3.

25.- El kit o dispositivo segun la reivindicaciéon anterior, que comprende un anticuerpo segun se describe en
cualquiera de las reivindicaciones 8-10.

26.- Un kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 24-25, que comprende una proteina recombinante
segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

27.- Un kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 24-26, que ademas comprende:

un soporte solido que lleva unido un anticuerpo primario

anticuerpo secundario

una solucion del anticuerpo de deteccion, marcado con un marcador enzimatico; y
un reactivo.

Q0O T O
S

28.- Un kit o dispositivo segun la reivindicaciéon anterior, donde el anticuerpo primario comprende la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 3.

29.- Un kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 27-28, donde el anticuerpo secundario comprende
la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 4.

30.- El uso de un kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 29, para llevar a cabo un método
segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 15 -23.

31.- Un medio de almacenamiento legible por un ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de
hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos del método segun cualquiera de las reivindicaciones 15 -23.

32.- Una sefal transmisible que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a
cabo los pasos del método segun cualquiera de las reivindicaciones 15 -23.
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Eleccién del vector de clonacién - Sintesis del inserto de ADN

Transformacion en bacterias
replicativas

Purificacion de ADN
plasmidico

Transformacion en bacterias
de expresion BL21(DE3)

Verificacion del marco de
lectura

Extraccion de la proteina
recombinante

Induccion de la expresion de
la proteina recombinante

Purificacion de la proteina
recombinante

Deteccidn de la proteina
recombinante

Fig. 1
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In-Fusion

P Cloning Site 6xHN

T7 I
o tag

facl

Swal

pEcoli-Cterm 6xHN Linear (1488)

Ascl

Swal 5754 bp (1494)
(4169)
pBR322 ori
Fig. 2
C-terminal vector )
Neol Sall Hindlll
stul/ Bglll \ EcoRI Notl Pst | Pac|
- Thrombin
T7 lac Removed in
promoter prelinearized In-Fusion™ Ready vectors

Fig. 3
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Elisa_T7Up TCACTATACATTGCTGTATACARTCATGAGTARRCCAGAAGAT TTGRRGGTGGTTARGARCTGTGCARATACCACARGATCATTT TGTGACCTCACAGRTGAGTGGAGRAGCACACACGAGGLCTATGTC
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0D 450 nM

Densidad dptica. Placa activada con 1.2 pg/ml
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Fig. 6
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Dilucion eluido de la columna

Fig. 7(A)

24



0D 450 nM

0OD450 nM

ES 2470816 Bl

Densidad dptica. Placa activada con 1 ug/ml de
anticuerpo de sensibilizaciéon(condicidn 1V)
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Dilucion eluido de la columna

Fig. 7(B)
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Densidad dptica. Placa activadajcon 0.8 pg/ml
de anticuerpo de sensibilizacion(condicidn Il1)
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Fig. 7(C)
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Densidad 6ptica. Placa sensiblizada con 0.8
ug/ml. Anticuerpo de deteccion 400 ng/ml

0D 450 nM
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Dilucion eluido de la columna

Fig. 7(D)
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Listado de Secuencias

<110> SERVICIO ANDALUZ DE SALUD
FIMABIS
UNIVERSIDAD DE MALAGA

<120> Proteina recombinante y usos en el diagnostico de la esclerosis
maltiple

<130> IMABIS-80
<160> 6

<170> PatentIn version 3.5

<210= 1

<211> 2479

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> secuencia nucleotidica que codifica para IFNARZ2.3

<400> 1

agatgtaaaa gtcaagagaa gactctaaaa atagcaaaga tgcttttgag ccagaatgcc 60
ttcatcttca gatcacttaa tttggttctc atggtgtata tcagcctcgt gtttggtatt 120
tcatatgatt cgcctgatta cacagatgaa tcttgcactt tcaagatatc attgcgaaat 180
ttccggtecca tcttatcatg ggaattaaaa aaccactcca ttgtaccaac tcactataca 240
ttgctgtata caatcatgag taaaccagaa gatttgaagg tggttaagaa ctgtgcaaat 300
accacaagat cattttgtga cctcacagat gagtggagaa gcacacacga ggcctatgtc 360
accgtcctag aaggattcag cgggaacaca acgttgttca gttgctcaca caatttctgg 420
ctggccatag acatgtcttt tgaaccacca gagtttgaga ttgttggttt taccaaccac 480
attaatgtga tggtgaaatt tccatctatt gttgaggaag aattacagtt tgatttatct 540
ctcgtcattg aagaacagtc agagggaatt gttaagaagc ataaacccga aataaaagga 600
aacatgagtg gaaatttcac ctatatcatt gacaagttaa ttccaaacac gaactactgrt 660
gtatctgttt atttagagca cagtgatgag caagcagtaa taaagtctcc cttaaaatgc 720
accctccttc cacctggcca ggaatcagaa ttttcataac tttttagcct ggccatttcc 780
taacctygcca ccgttggaag ccatggatat ggtggaggtc atttacatca acagaaagaa 840
gaaagtgtgg gattataatt atgatgatga aagtgatagc gatactgagg cagcgcccag 900
gacaagtggc ggtggctata ccatgcatgg actgactgtc aggcctctgg gtcaggectc 960
tgccacctct acagaatccc agttgataga cccggagtcc gaggaggage ctgacctgec 1020
tgaggttgat gtggagctcc ccacgatgcc aaaggacagc cctcagcagt tggaactctt 1080
gagtgggccc tgtgagagga gaaagagtcc actccaggac ccttttcccg aagaggacta 1140
cagctccacg gaggggtctg ggggcagaat taccttcaat gtggacttaa actctgtgtt 1200
tttgagagtt cttgatgacg aggacagtga cgacttagaa gcccctctga tyctatcgtc 1260
tcatctggaa gagatggttg acccagagga tcctgataat gtgcaatcaa accatttgct 1320

ggccagcggg gaagggacac agccaacctt tcccagcccc tcttcagagg goctgtggre 1380


EMONJASM
Texto escrito a máquina
Listado de Secuencias

EMONJASM
Texto escrito a máquina


cgaagatgct
ttatataatg
gttctttgte
ggaggaggaa
atggggacca
gaagcacatg
accagggagc
tctttegtte
cgcaatggtyg
gcctecagecet
Tttttgtattt
gacctcaagt
ctgtgcctgg
gaaagaaaag
aggtgagcag
ttcagtcggt
tccaccttgt
tgactaatac
ttaagttaaa
<210> 2

«211> 239
<212> PRT

ccatctgatc
agatgactcc
tctgcatect
actgtggtgt
tagtatcatt
tgcacctttc
agggttcccc
trtttttttt
tgatcttygc
ccctegecaag
ttagtggaga
gatctgcecct
ctggccctgt
gaaaatagta
tggagagaag
gagccttggg
ccagccctec
agaaaggaaa

dadddaaaa

ES 2470816 Bl

aaagtgacac
aaaactattg
aacttgctgc
tcctttcttc
cagtgcattg
ctttacacta
acagtttcag
ttttttgaga
tcactgcaac
tagctgggat
caggatttta
cctcagectc
gatatttctg
gcaagagetg
gggggeccty
cacctcaccc
ccagttaaag

catggcgtcg

<213> Artificial Sequence

<220>

ttctgagtca

aatgaacttg

cttatcgtct

caggtgacat

Tttacatatt

atgcacttag

aggtggtcca

cagagtctcg

atccgcctcc

tacaggcgcec

ccatgttggc

gtaaagtgct

tgaaataaat

caaagcaggc

cacaaggaaa

atgtcacatc

tggggaagac
gggagaggga

<223> secuencia aminoacidica IFNAR2.3

<400> 2

Met Leu Leu

Leu Met val

Asp Tyr Thr
35

Arg Ser Ile
50

His Tyr Thr
65

Ser GIln Asn Ala Phe
5

Tyr Ile Ser Leu Val

20

Asp Glu Ser Cys Thr
40

Leu Ser Trp Glu Leu

55

Ile Phe
10

Phe Gly
25

Phe Lys

Lys Asn

Leu Leu Tyr Thr Ile Met Ser
70

Arg

Ile

Ile

His

Lys
75

gatgttgacc

gacagacaag

gcaagtgttc

cacctatgca

caaagtggtg

gatgtttctg

ggaccctatg

ttctgtegec

cgggttcagg

tgccaccatg

caggctggtc

gggattacag

tgggccaggg

aggaagggag

cagggaagag

ctgtctectyg

agactttagg

taaaacctga

Ser

Ser

Ser

ser

60

Pro

Leu

Tyr

Leu

45

Ile

Glu

Asn

Asp

30

Arg

val

Asp

ttggggatgg
cacctacagg
tccaagggaa
cattcccagt
cactttgaag
catcatgtct
atatttctct
caagctggag
tgattctcct
cctagcaaat
tcgaactcct
gggtgagccg
tgggagcagg
gaggagagcc
ccatcgaagt
caattggaat
atcacgtgtg

atgccatatt

Leu val

15

Ser Pro

Asn Phe

Pro Thr

Leu Lys
80

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2479



val

Asp

Phe

Ala

Thr

145

Glu

Ile

Phe

ser

Leu
225

val

Glu

ser

Ile

130

Asn

Leu

val

Thr

val

210

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Trp

Gly

115

Asp

His

Gln

Lys

TYyr

195

TYyr

Cys

3
331
PRT

Asn

Arg

Asn

Met

Ile

Phe

Lys

180

Ile

Leu

Thr

Cys Ala
85

Ser Thr

Thr Thr

Ser Phe

Asn val

150

Asp Leu

165

His Lys

Ile Asp

Glu His

Leu Leu
230

Asn

His

Leu

Glu

135

MetT

Ser

Pro

Lys

Ser

215

Pro

Artificial Sequence
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Thr

Glu

Phe

120

Pro

val

Leu

Glu

Leu

200

Asp

Pro

Thr

Ala

ser

Pro

Lys

val

Ile

185

Ile

Gly

Arg

90

Tyr

cys

Glu

Phe

Ile

170

Lys

Pro

GlIn

Gln

Ser

val

Ser

Phe

Pro

155

Glu

Gly

Asn

Ala

Glu

Phe

Thr

His

Glu

140

ser

Glu

Asn

Thr

val

220

sSer

Secuencia aminoacidica del anticuerpo de

3

Met Leu Leu

1

Leu
Asp
Arg

His
65

Met

Tyr

ser

50

Tyr

val

Thr

35

Ile

Thr

Ser

Tyr

20

Asp

Leu

Leu

GIln Asn
5

Ile ser
Glu Ser

Ser Trp

Leu Tyr
70

Ala

Leu

Cys

Glu

55

Thr

Phe

val

Thr

40

Leu

Ile

Ile

Phe

Phe

Lys

Met

val

10

Gly

Lys

Asn

Ser

Arg

Ile

Ile

His

Lys

ser

Ser

Ser

ser

60

Pro

Cys

val

Asn

125

Ile

Ile

GlIn

Met

Asn

205

Ile

Glu

Asp

Leu

110

Phe

val

val

Ser

ser

190

TYr

Lys

Phe

captura

Leu

Tyr

Leu

45

Ile

Glu

Asn

Asp

30

Arg

val

Asp

Leu

95

Glu

Trp

Gly

Glu

Glu

175

Gly

cys

ser

Ser

Leu

15

Ser

Asn

Pro

Leu

Thr

Gly

Leu

Phe

Glu

160

Gly

Asn

val

Pro

val

Pro

Phe

Thr



val val

Asp Glu

Phe ser

Ala Ile
130

Thr Asn
145

Glu Leu

Ile val

Phe Thr

Ser val
210

Leu Lys
225

ser Ala

Leu Thr

Arg Asn

Asn Ala
290

Thr Pro
305

Asp Tyr

<210>
<211~
<212>

Lys

Trp

Gly

115

Asp

His

Gln

Lys

Tyr

195

TYyr

Cys

Lys

ser

Ser

275

val

Glu

Lys

4
331
PRT

Asn

Arg

100

Asn

Met

Ile

pPhe

Lys

180

Ile

Leu

Thr

Tle

Thr

260

Leu

Ala

Leu

Arg

Cys

Ser

Thr

Ser

Asn

Asp

His

Tle

Glu

Leu

Gly

Ile

Pro

Ile

Lys

Ala

Ala

Thr

Thr

Phe

val

150

Leu

Lys

Asp

His

Leu

230

Gly

val

Lys

His

G1n

310

ser

Asn

His

Leu

Glu

Met

Ser

Pro

Lys

Ser

215

Pro

Ile

Thr

val

Arg

295

Ser

Leu
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Thr

Glu

Phe

120

Pro

val

Leu

Glu

Leu

200

Asp

Pro

Tle

Leu

Leu

280

cys

ser

Cys

Thr

Ala

105

ser

Pro

Lys

val

Ile

185

Ile

Glu

Gly

Thr

Lys

Arg

Ser

Cys

Pro

Arg

90

Tyr

cys

Glu

Phe

Ile

170

Lys

Pro

GlIn

GIn

val

250

Trp

GIn

His

Leu

Ser
330

Ser

val

ser

Phe

Pro

155

Glu

Gly

Asn

Ala

Glu

Phe

Ile

Gly

Asn

Ser

315

Asp

Phe

Thr

His

Glu

140

Ser

Glu

Asn

Thr

val

220

Ser

Leu

Gly

Leu

Ala

300

Phe

Cys

val

Asn

125

Ile

TIle

Gln

Met

Asn

205

Ile

Glu

Tle

TYyr

Thr

285

Leu

Pro

Asp

Leu

110

Phe

val

val

ser

Ser

190

Tyr

Lys

Ser

Ala

Ile

270

Lys

Gln

Ser

Leu

95

Glu

Trp

Gly

Glu

Glu

175

Gly

Cys

ser

Ala

Leu

255

Cys

Gly

Ser

Ser

Thr

Gly

Leu

Phe

Glu

160

Gly

Asn

val

Pro

Glu

240

val

Leu

Trp

Glu

Trp



<213>

<220>
<223>

<400

Artificial Sequence

ES 2470816 Bl

secuencia amincacidica del anticuerpo de

4

Met Leu Leu

Leu

Asp

Arg

His

65

val

Asp

Phe

Ala

Thr

145

Glu

Ile

Phe

Ser

Leu

225

Ser

Met

Tyr

Ser

50

Tyr

val

Glu

ser

Ile

130

Asn

Leu

val

Thr

val

210

Lys

Ala

val

Thr

35

Ile

Thr

Lys

Trp

Gly

Asp

His

GlIn

Lys

TYr

195

Tyr

Cys

Lys

Ser

Asp

Leu

Leu

Asn

Arg

100

Asn

Met

Ile

Phe

Lys

180

Ile

Leu

Thr

Ile

Gln

Ile

Glu

Ser

Leu

Ccys

Ser

Thr

Ser

Asn

Asp

His

Ile

Glu

Leu

Gly

Asn

ser

ser

Trp

Tyr

70

Ala

Thr

Thr

Phe

val

150

Leu

Lys

Asp

His

Leu

230

Gly

Ala

Leu

cys

Glu

55

Thr

Asn

His

Leu

Glu

Met

ser

Pro

Lys

Ser

215

Pro

Ile

Phe

val

Thr

40

Leu

Ile

Thr

Glu

Phe

120

Pro

val

Leu

Glu

Leu

200

Asp

Pro

Ile

Tle

Phe

Phe

Lys

Met

Thr

Ala

105

ser

Pro

Lys

val

Ile

185

Ile

Glu

Gly

Thr

val
10

Gly
Lys
Asn
Ser
Arg
90

Tyr
Cys
Glu
Phe
Ile
170
Lys
Pro
Gln

Gln

val
250

Arg

Ile

Ile

His

val

ser

Phe

Pro

155

Glu

Gly

Asn

Ala

Glu

235

Phe

Ser

ser

Ser

Ser

60

Pro

Phe

Thr

His

Glu

140

Ser

Glu

Asn

Thr

val

220

ser

Leu

deteccidn

Leu Asn

Tyr Asp
30

Leu Arg
45

Ile val

Glu Asp

Cys Asp

val Leu

110

Asn Phe
125

Ile val

Ile val

GIn Ser

Met Ser

190

Asn Tyr
205
Ile Lys

Glu Ser

Ile Ala

Leu

15

ser

Asn

Pro

Leu

Leu

95

Glu

Trp

Gly

Glu

Glu

175

Gly

Cys

Ser

Ala

Leu
255

val

Pro

Phe

Thr

Gly

Leu

Phe

Glu

160

Gly

Asn

val

Pro

Glu

240

val



Leu

Arg

Asn

Thr

305

Asp

Thr

Asn

Ala

290

Pro

Tyr

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

<220>
<223>

<400
taaggcctct gtcgacattt catatgattc gcctgattac acgatg

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

<220
<223>

<400>
cagaattcgc aagctttgaa aattctgatt cctggccagg tggaa

5

Ser

Ser

275

val

Glu

Lys

46
DNA
Artificial Sequence

Thr

260

Leu

Ala

Leu

Arg

Tle

Pro

Ile

Lys

Ala
325

val

Lys

His

Gln

310

Ser

Cebador sentido

5

6

45
DNA
Artificial Sequence

cebador secuencia antisentido

6

Thr

val

Arg

Ser

Leu

ES 2470816 Bl

Leu

Leu

280

cys

Ser

cys

Lys

Arg

ser

cys

Pro

Trp

G1ln

His

Leu

Ser
330

Ile Gly Tyr Ile
270

Gly Leu Thr Lys
285

Asn Ala Leu Gln
300

Ser Phe Pro Ser
315

Asp

Cys Leu

Gly Trp

Ser Glu

Ser Trp
320
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