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DESCRIPCION
Método para predecir o pronosticar la respuesta al tratamiento de la esclerosis multiple con interferén beta

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biomedicina, y se refiere a un método para predecir o
pronosticar la respuesta de los pacientes con esclerosis multiple al tratamiento con IFNR.

Estado de la técnica anterior

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica inflamatoria y desmielinizante del sistema nervioso central
(SNC), presumiblemente de origen autoinmunitario. 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 (IFNR) sigue siendo uno de los tratamientos de primera linea por su perfil de eficacia y seguridad.
Numerosos ensayos clinicos han demostrado que IFNR disminuye la frecuencia y gravedad de los brotes, el nimero
y volumen de las lesiones cerebrales observadas por resonancia, y la progresion en la escala expandida del estado
de discapacidad. Sin embargo, un porcentaje importante de pacientes (30-50 %) no responden adecuadamente al
tratamiento, ya que continlan experimentando brotes y progresan en la escala expandida del estado de
discapacidad.

El documento W0O2015140793 divulga un método para predecir la sensibilidad de un sujeto con esclerosis multiple
al tratamiento con interferéon (IFN), en particular IFNB, que comprende determinar el nivel de expresién de una
pluralidad de genes que comprenden cinasa Janus 1 (JAK1), receptor de interferén (alfa, beta y omega) 2 (IFNAR2),
SKIl, o su combinacién, en el que una diferencia significativa entre el nivel de expresion de los genes en la muestra
del sujeto, en comparacioén con un valor de control, es indicativa de la sensibilidad del sujeto al tratamiento con IFN.

Aunque existen numerosos biomarcadores de respuesta al tratamiento en fase de investigacion, no existe ninguno
validado e implantado en la practica clinica que ayude a predecir si un paciente con esclerosis multiple (EM) va a
responder adecuadamente al tratamiento con IFNR.

Es necesario, por tanto, disponer de una prueba, de manera preferible minimamente invasiva y facil de realizar, para
determinar si un paciente con esclerosis multiple va a responder o no al tratamiento con IFNR.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Deteccion de sIFNAR2 recombinante por inmunotransferencia de tipo Western (A) y curva estandar de
ELISA (B) en valores medios de densidad 6ptica (DO) frente a concentracion (conc.).

Figura 2. Determinacion mediante ELISA de la concentracion de sIFNAR2 en suero de pacientes con EM no tratados
(UT-MS) y controles sanos (HC). Los pacientes con EM no tratados mostraron niveles de sIFNAR2
significativamente menores que HC (Orpez-Zafra et al, 2015)

Figura 3. Los pacientes UT-MS mostraron niveles de sIFNAR2 significativamente mas bajos que los controles sanos
(HC) y los controles de otras enfermedades neurolégicas inflamatorias (OIND), y no mostraron diferencias con los
pacientes con sindrome clinicamente aislado (CIS). El grupo heterogéneo de OIND no mostré diferencias
significativas con los HC y sus niveles aumentaron significativamente cuando se compararon con pacientes tratados
con IFNB (MS-IFNR). Por otro lado, los pacientes con EM tratados con IFNB mostraron niveles de sIFNAR2
significativamente mas altos que los pacientes con EM sin tratamiento previo y fueron significativamente mas bajos
que los de HC.

Figura 4. Seguimiento del tratamiento con IFNR a lo largo del tiempo, al inicio (T0), a los 6 meses (6T), y hasta los 12
meses (T12). El tratamiento con IFN aumenta los niveles de sIFNAR2. Con todos los pacientes analizados, el IFNf
aumento significativamente los niveles de sIFNAR2 después de 6 meses desde el inicio del tratamiento.

Figura 5. Niveles de sIFNAR2 basales como biomarcador de respuesta al IFN. Antes del inicio del tratamiento (T0),
los pacientes clasificados como no respondedores (NR) tenian niveles significativamente mas bajos de sIFNAR2 en
comparacioén con los pacientes clasificados como respondedores (R). El analisis de regresion logistica mostré que
los pacientes con niveles de sIFNAR2 basales menores de 43,2 ug/ml tenian una OR de 5,1 pacientes que no
respondieron al tratamiento con IFNR. El modelo se ajustd para posible.

Figura 6. Respuesta al tratamiento con IFNR en NR, al inicio del tratamiento (T0), a los 6 meses (6T), y hasta
12 meses (T12). Los niveles de sIFNAR2 en estos pacientes aumentaron significativamente después de 6 meses de
tratamiento.
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Figura 7. Respuesta al tratamiento con IFNR en R, al inicio del tratamiento (T0), a los 6 meses (6T), y hasta
12 meses (T12). Los niveles de sIFNAR2 en estos pacientes permanecieron estables después de 6 meses de
tratamiento.

Figura 8. Relacion con otras variables clinicas. Se observaron altos niveles de sIFNAR2 en pacientes durante la
recaida (Rel) en comparacion con el mismo paciente en remision (Rem) (p = 0,002).

Figura 9. Analisis de la forma clinica evolutiva de esclerosis multiple desde RR: recaidas-remisiones; SP: progresiva
secundaria; hasta PP: progresiva primaria. Se observo que sIFNAR2 estaba elevado en PP en comparacién con RR
y SP (p = 0,042, p = 0,010).

Descripcion de la invenciéon

Los autores de la presente invencion han evaluado los niveles de sIFNAR2 en suero como biomarcador de la
respuesta a IFNB, asi como su relacidon con otras variables clinicas, desarrollando un método para predecir o
pronosticar la respuesta a IFNR en pacientes con esclerosis multiple. Tal y como se muestra en los ejemplos de la
presente invencion, los niveles basales de sIFNAR2 pueden predecir de respuesta al tratamiento con IFNB y pueden
tener aplicabilidad clinica al momento de seleccionar el tratamiento. Los niveles basales inferiores de sIFNAR2 en
pacientes no respondedores se restablecen después de seis meses de tratamiento con IFNB y alcanzan valores
similares a los pacientes respondedores.

En resumen, los autores de la presente invencién proponen la determinacién de un biomarcador en suero con una
técnica desarrollada en su laboratorio que permite predecir si un paciente con EM va a responder o no al tratamiento
con IFNR.

Entre otras ventajas, la prueba es minimamente invasiva para el paciente puesto que se realiza en suero, y ademas
es facil de implementar ya que el ELISA es una herramienta comun utilizada en laboratorios clinicos.

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

Un primer aspecto divulgado se refiere al uso de los niveles de producto de expresion de IFNAR2.3 y/o de sIFNAR2,
preferiblemente de los niveles en suero, para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo con esclerosis
multiple al tratamiento con IFN.

Se han identificado multiples variantes de la transcripcion que codifican por lo menos tres isoformas diferentes para
el gen que codifica la subnunidad IFNAR2 del receptor de IFNR. La secuencia de aminoacidos de sIFNAR2 se
encuentra en el GenBank (NCBI) con el numero de registro L41943.1 y en la SEQ ID NO: 2 en referencia al gen
IFNAR2.3. Dicha SEQ ID NO: 2 esta representada por la siguiente secuencia de aminoacidos:

(MLLSQNAFIFRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHSIVPTHY
TLLYTIMSKPEDLKVVKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGFSGNTTLFSCSHNFWLAI

DMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKFPSIVEEELQFDLSLVIEEQSEGIVKKHKPEIKGNMSGNFTY
DKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQESEFS).

En el contexto de la presente divulgacion, sIFNAR2 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
comprendera diversas variantes procedentes de:

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

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia de polinucleétido 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 de aminoacidos con una
identidad de al menos un 60 %, un 70 %, 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. Dichas moléculas de acido nucleico incluyen, entre otras, la molécula recogida en la
secuencia de GenBank (NCBI) L41943.1 y la SEQ ID NO: 1. Dicha SEQ ID NO: 1 esta representada por la siguiente
secuencia de nucledtidos:
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(agatgtaaaagtcaagagaagactctaaaaatagcaaagatgcttttgagccagaatgccticatcticagatcacttaatttggtictc
atggtgtatatcagcctcgtgtttggtatttcatatgattcgectgattacacagatgaatcttgecactitcaagatatcattgecgaaatttceg
gtccatcttatcatgggaattaaaaaaccactccatigtaccaactcactatacattgetgtatacaatcatgagtaaaccagaagatttg
aaggtggttaagaactgtgcaaataccacaagatcattttgtgacctcacagatgagtggagaagecacacacgaggectatgtcace
gtcctagaaggattcagecgggaacacaacgttgticagttgetcacacaatttctggetggecatagacatgtetittgaaccaccagag
titgagattgttggttttaccaaccacattaatgtgatggtgaaatticcatctatigttgaggaagaattacagtttgatttatctctcgtcattg
aagaacagtcagagggaattgttaagaagcataaacccgaaataaaaggaaacatgagtggaaatttcacctatatcattgacaag
ttaattccaaacacgaactactgtgtatctgtitatttagageacagtgatgagcaageagtaataaagictcecttagaatgecacectect
tccacctggecaggaatcagaattttcataactttttagectggecatticctaacctgecacegttggaagecatggatatggtggagat
catttacatcaacagaaagaagaaagtgtgggattataattatgatgatgaaagtgatagecgatactgaggecagegeccaggacaa
gtggcggatggctataccatgecatggactgactgtcaggectetgggtcaggectetgecacctectacagaatecccagttgatagacceg
gagtccgaggaggagectgacctgectgaggttgatgtggagetcceccacgatgecaaaggacagecctcageagtiggaactett
gagtgggccctgtgagaggagaaagagtccactccaggaccctittcccgaagaggactacagcetccacggagggatctgggggce
agaattaccttcaatgtggacttaaactctgtgtttttgagagttctigatgacgaggacagtgacgacttagaagcccctctgatgetate
gictcatctggaagagatggttgacccagaggatcctgataatgtgecaatcaaaccattigetggecageggggaagggacacage
caacctticccageccctcttcagagggcectgtggtccgaagatgetecatetgatcaaagtgacacttctgagtcagatgttgacetigg
goatggttatataatgagatgactccaaaactattgaatgaacttggacagacaagcacctacagggttcttigtctctgcatectaactt
gctgecttategictgeaagtgtictccaagggaaggaggaggaaactgtggtgttectttettccaggtgacateacctatgeacattee

cagtatggggaccatagtatcattcagtgcattgttiacatattcaaagtggtgcactitgaaggaagcacatgtgcacctttcctitacact

aatgcacttaggatgttictgcatcatgtctaccagggagcagggttccccacagtttcagagatggtccaggaccctatgatatttetett
ctitcgttettttittttttittttgagacagagtctegttctgtcgeccaagetggagegeaatggtgtgatetiggetcactgecaacatcegect
ccegggttcaggtgatictectgectcagecteectcgecaagtagetgggattacaggegectgecaccatgectageaaatttttgtatit
ttagtggagacaggattttaccatgttggccaggetggtctcgaactectgacctcaagtgatetgecctectcagectegtaaagtgetg
ggattacaggggtgagccgcetgtgectggetggecctgtgatatttctgtgaaataaattgggecagagtgggagecagggaaagaaa
aggaaaatagtagcaagagctgcaaagcaggcaggaagggaggaggagagecaggtgageagtggagagaagggggagece
tgcacaaggaaacagggaagagccatcgaagtttcagtcggtgagecttgggcaccteaccecatgtcacatectgtetectgeaattg
gaattccaccttgtccagecctccccagttaaagtggggaagacagactitaggatcacgtgtgtgactaatacagaaaggaaacat
ggcgtcggggagagggataaaacctgaatgecatatittaagttaaaaaaaaaaaa).

Un segundo aspecto divulgado se refiere a un método de obtencion de datos utiles para predecir o pronosticar la

respuesta de un individuo con esclerosis multiple al tratamiento con IFNB, de ahora en adelante primer método de la
invencién, que comprende:

a) medir los niveles de producto de expresion de IFNAR2.3 y/o de sIFNAR2 en una muestra biolégica aislada del
individuo, y

b) comparar los niveles obtenidos en la etapa (a) con una cantidad de referencia.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a un método para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo
con esclerosis multiple al tratamiento con IFNB que comprende:

a) medir los niveles de proteina sIFNAR2 en una muestra de suero aislada del individuo, y
b) comparar los niveles obtenidos en la etapa (a) con una cantidad de referencia, y
c) asignar al individuo de la etapa (a) al grupo de individuos no respondedores cuando presenta unos niveles de
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proteina sIFNAR2 en suero significativamente mas bajos en comparacién con los individuos respondedores.

La cantidad de referencia se obtiene a partir de los valores de expresion constitutiva de IFNAR2.3, en un grupo de
individuos que responden al tratamiento de la esclerosis multiple con IFNB. Las cantidades de referencia adecuadas
pueden determinarse mediante el método de la presente invencién a partir de una muestra de referencia que puede
analizarse, por ejemplo, simultanea o consecutivamente, junto con la muestra bioldgica de prueba. En este sentido,
por ejemplo, pero sin limitacion, la muestra de referencia puede ser los controles negativos, es decir, las cantidades
detectadas mediante el método de la invenciéon en muestras de individuos que no responden al tratamiento de la
esclerosis multiple con IFNB. En la invencion, el producto de expresion de IFNAR2.3 es la proteina sIFNAR2. En otra
realizacion mas preferida, la invencién comprende comparar la deteccién de la proteina sIFNAR2 en la muestra
bioldgica de (a) con la deteccion de la proteina sSIFNAR2 en una poblacion de referencia.

Los métodos de la invenciéon para identificar los individuos con esclerosis multiple que responden y que no
responden al tratamiento con IFNP se llevan a cabo, preferiblemente, antes de iniciar el tratamiento con IFN.

El término “comparacion”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere, pero no se limita, a la comparacion de
los niveles de productos de expresion de IFNAR2.3 y/o de sIFNAR2 en una muestra de prueba con la poblacion de
referencia, o alternativamente, a la comparacion de la cantidad de los productos de expresidon génica o la cantidad
de anticuerpos anti-IFNAR2.3 y/o sIFNAR2 de la muestra bioldgica a analizar, también llamada muestra bioldgica de
prueba, con una cantidad de los productos de expresion génica o con una cantidad de anticuerpos anti-IFNAR2.3 y/o
de los niveles de sIFNAR2 de una o mas muestras de referencia deseables. La muestra de referencia puede
analizarse, por ejemplo, simultdnea o consecutivamente, junto con la muestra bioldgica de prueba. La comparacion
descrita en la parte (c) del método de la presente invencion puede realizarse manualmente o con la ayuda de un
ordenador.

Las etapas (b) y/o (c) de los métodos descritos anteriormente pueden estar total o parcialmente automatizadas, por
ejemplo, por medio de un equipo robdtico de deteccion para la deteccion de la cantidad en la etapa (b) o la
realizacién de una comparaciéon computerizada en la etapa (c).

El método es un método in vitro, y la muestra en la que se miden los parametros es una muestra aislada. En este
sentido, una “muestra biolégica aislada” incluye, pero no se limita a, células, tejidos, y/o liquidos biolégicos de un
organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por un experto en la técnica. En la invencion, la muestra
bioldgica aislada de un individuo en la etapa (a) es suero. En otro aspecto (no reivindicado), la muestra bioldgica
aislada de un individuo en la etapa (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 el
individuo de cualquier edad y sexo, y pudiendo estar en cualquier condicion fisica.

Los niveles de “sIFNAR2”, tal y como se entiende en la presente memoria, hacen referencia al producto de
expresion del gen IFNAR2.3, siendo preferiblemente la secuencia de aminoacidos de sIFNAR2.

La medida de los niveles de sIFNAR2, aunque puede ser cualitativa, también puede determinarse la cantidad o la
concentracion de manera cuantitativa o semicuantitativa, y puede llevarse a cabo de manera directa o indirecta. La
medida directa se refiere a la medida de la cantidad o la concentracién del producto de expresiéon génica, basandose
en una sefal que se obtiene directamente de la deteccidon de la proteina. Dicha sefal, que también puede
denominarse sefal 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 bioldgico (por ejemplo la medida de respuestas celulares, ligandos, “etiquetas” o productos
de reaccion enzimatica).

La deteccion de los niveles de producto de expresion de IFNAR2.3 y/o de sIFNAR2 puede realizarse por cualquier
medio conocido en el estado de la técnica.

En ofra realizacion preferida, la deteccion de la cantidad de niveles de sIFNAR2 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 una reaccion de conjugacion de anticuerpo-antigeno. Ejemplos de inmunoensayos
conocidos en el estado de la técnica son, por ejemplo, pero sin limitacién: inmunotransferencia, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo lineal (LIA), radioinmunoensayo (RIA),
inmunofluorescencia, 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 puede inmovilizarse un inmunorreactivo
(antigeno o anticuerpo) sobre un soporte solido, poniendo entonces dicho 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 de tipo sandwich. En una realizacion preferida de este aspecto de la
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invencion, el ELISA es un ELISA de tipo 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 deteccién y
cuantificacion de la cantidad de anticuerpos anti-IFNAR2.3. El compuesto marcador se selecciona de la lista que
comprende radioisétopos, enzimas, fluoréforos o cualquier molécula que puede conjugarse con otra molécula o
detectarse y/o cuantificarse 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
limitacion, enzimas como la fosfatasa alcalina o la peroxidasa, isdtopos radiactivos como 32P o 3*S, fluorocromos
como fluoresceina o particulas metalicas, para su deteccion directa mediante colorimetria, auto-radiografia,
fluorimetria, o metalografia, respectivamente.

KIT O DISPOSITIVO DE DIAGNOSTICO Y USOS

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un kit que comprende los elementos necesarios para
cuantificar los niveles de proteina sIFNAR2 en suero, para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo con
esclerosis multiple al tratamiento con IFN; en el que dicho kit comprende al menos un anticuerpo anti-sIFNAR2.

En una realizacion preferida, el kit comprende anticuerpos secundarios o controles positivos y/o negativos. En una
realizaciéon mucho mas preferida, el kit comprende el polipéptido usado en la invencion, producido por tecnologia
recombinante, como control positivo. El kit puede incluir ademas, sin ningun tipo de limitacion, tampones, soluciones
de extraccion de proteinas, agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la degradacién 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 instrucciones para llevar a cabo los métodos de la
invencion.

En otra realizacion preferida, el kit comprende:

a) un soporte solido con un anticuerpo primario unido al mismo

b) anticuerpo secundario

c) una solucion que contiene un anticuerpo de deteccidon marcado con un marcador enzimatico;
d) un reactivo.

En una realizacién aun mas preferida, el anticuerpo primario es un anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 3
(MLLSQNAFIVRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHSIVPTHY
TLLYTIMSKPEDLKVVKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGFSGNTTLFSCSHNFWLAI
DMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKFPSIVEEELQFDLSLVIEEQSEGIVKKHKPEIKGNMSGNFTYII
DKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQESESAESAKIGGITVFLIALVLTSTIVTLK
WIGYICLRNSLPKVLRQGLTKGWNAVAIHRCSHNALQSETPELKQSSCLSFPSSWDYKRASLCP
SD).

En otra realizacion mas preferida, el anticuerpo secundario es un anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 4
(MLLSQNAFIVRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHSIVPTHY
TLLYTIMSKPEDLKVVKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGFSGNTTLFSCSHNFWLAI
DMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKFPSIVEEELQFDLSLVIEEQSEGIVKKHKPEIKGNMSGNFTYII
DKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQESESAESAKIGGIITVFLIALVLTSTIVTLK

WIGYICLRNSLPKVLRQGLTKGWNAVAIHRCSHNALQSETPELKQSSCLSFPSSWDYKRASLCP
SD)
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USOS MEDICOS

Por tanto, los individuos con esclerosis multiple identificados como respondedores al IFNB segun los métodos de la
invencion pueden tratarse con IFN.

Por tanto, otro aspecto descrito se refiere a un método de clasificacion de individuos con esclerosis multiple en dos
grupos, un primer grupo que incluye individuos identificados como respondedores al IFN y un segundo grupo que
incluye individuos identificados como no respondedores al IFN.

Otro aspecto descrito se refiere a IFNB para su uso en el tratamiento de la esclerosis multiple en un individuo
clasificado como respondedor segun cualquiera de los métodos de la invencion.

AUTOMATIZACION DEL METODO DE LA INVENCION IMPLEMENTANDOLO EN UN PROGRAMA DE
ORDENADOR

Otro aspecto descrito se refiere a un programa de ordenador que comprende instrucciones de programa para hacer
que un ordenador lleve a cabo el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencion.

En particular, la divulgaciéon abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro de un soporte. El soporte
puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el programa. Cuando el programa va incorporado en una
sefal que puede transportarse directamente por un cable u otro dispositivo o medio, el soporte puede estar formado
por dicho cable u otro dispositivo o medio. Como variante, el soporte puede ser un circuito integrado en el que va
incluido el programa, estando el circuito integrado adaptado para ejecutar, o para utilizarse en la ejecucion de, los
procedimientos correspondientes.

Por ejemplo, los programas pueden estar incorporados en un medio de almacenamiento, como una memoria ROM,
una memoria CD ROM, o una memoria ROM de semiconductor, una memoria USB, o un soporte de grabacion
magnética, por ejemplo, un disco flexible o un disco duro. Alternativamente, los programas pueden estar soportados
en una sefal portadora transmisible. Por ejemplo, puede tratarse de una sefial eléctrica u o6ptica que puede
transportarse a través de cable eléctrico u éptico, por radio o por cualquier otro medio.

La divulgacion también cubre programas de ordenador adaptados para que cualquier medio de procesamiento
pueda llevar a la practica los métodos de la invencion. Tales programas pueden estar en forma de cédigo fuente,
cédigo objeto, una fuente intermedia de cadigo y codigo objeto, por ejemplo, como en forma parcialmente compilada,
o en cualquier otra forma adecuada para uso en la puesta en practica de los procedimientos segun la invencion. Los
programas de ordenador también abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho método.

Otro aspecto descrito se refiere a un medio de almacenamiento legible por ordenador que comprende instrucciones
de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo las etapas de cualquiera de los métodos de la
invencion.

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

El primer y/o el segundo métodos de la invencion pueden incluir etapas adicionales, como por ejemplo, la separacion
de proteinas mediante electroforesis mono y bidimensional (2D-PAGE), o la digestién previa con ftripsina 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”, etiquetas de afinidad codificadas por isétopos), DIGE (“differential gel electrophoresis”, electroforesis
en gel diferencial), o matrices 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) como desoxirribonucleétidos (ADN).
Los términos “secuencia de aminoacidos”, “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
aminoacidos codificantes o no codificantes, quimica o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, el término “comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Para los expertos en la técnica, 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.

Ejemplos de la invencion
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En primer lugar, los autores de la invencion clonaron una proteina recombinante analoga a sIFNAR2 humano, que
se identificd mediante WB y también mediante MALDI-TOF. Esta proteina se usé en el desarrollo y la validacion de
un ELISA para detectar sIFNAR2 en suero (figura 1) (Orpez-Zafra T. Bioanalysis 2015; 2869-2880). La
implementacioén clinica en dos cohortes independientes mostré niveles significativamente mas bajos en pacientes
con EM no infartados que en controles sanos (figuras 2 y 3) y niveles aumentados en pacientes tratados con IFN(
(figura 3) (Orpez-Zafra T. Bioanalysis 2015; 2869-2880; Orpez-Zafra T. Mult Scler., junio de 2017; 23(7):937-945).
Se trata de una proteina recombinante de sIFNAR2, de 249 aminoacidos y un peso molecular de 29 KDa, que
corresponde a la fraccion soluble del receptor de IFNR. Esta proteina se ha usado como patron en el desarrollo y la
validacién de un ELISA para la deteccién de la forma soluble del receptor de IFNR (sIFNAR2) en suero.

Se realiz6 un estudio longitudinal que incluyé 66 pacientes con EM (basales, 6 y 12 meses después del inicio del
tratamiento con IFN), 51 clasificados como respondedores (R) y no respondedores (NR) de acuerdo con la
puntuacion de Rio (Rio J. Mult Scler. 2009. 15: 848-53). Los brotes, la progresion en la escala expandida del estado
de discapacidad (EDSS), y la actividad de MRI se consideraron como las variables de respuesta a la terapia.
Veintitrés pacientes se consideraron no respondedores de acuerdo con la aparicién de dos o tres variables positivas
durante el primer afio de terapia, en contraposicion 28 se consideraron respondedores. Ademas, se incluyeron 12
pacientes con EM en el momento de brote y posteriormente en remision. Para la forma clinica, se analizaron 143
pacientes con recaidas-remisiones, 43 progresivos secundarios y 12 progresivos primarios.

La cuantificacion de sIFNAR2 en suero se realizé6 mediante un ELISA desarrollado y validado en el laboratorio de los
presentes autores (Orpez-Zafra T. Bioanalysis 2015; 2869-2880). Cada ensayo incluyé una curva estandar, 2
controles de calidad, y un control negativo. La concentracion de sIFNAR2 se determind mediante la interpolacion
optica de las muestras y los controles en la curva estandar. La curva de calibracion se establecié utilizando un
modelo de ajuste de curvas de cuatro parametros. Se usaron pruebas no paramétricas para comparar los niveles de
sIFNAR2 entre grupos.

Se observé que antes del inicio del tratamiento, los pacientes NR tenian niveles significativamente mas bajos de
sIFNAR2 en comparacion con los pacientes R (p = 0,026). El analisis de regresion logistica mostré que los pacientes
con niveles basales de sIFNAR2 inferiores a 43,2 pg/ml tienen una OR de 5,1 (p = 0,012, IC [1,42-18,25]) de no
respondedores al tratamiento con IFNR. El modelo se ajustd para posibles variables de confusion, como sexo, edad,
y tiempo de evolucion. Por tanto, individuos que presenten niveles basales de sIFNAR2 inferiores a 100 pg/ml, y mas
preferiblemente inferiores a 90, 80, 70, 60, 50, y aun mas preferiblemente 45 pg/ml, pueden incluirse en el grupo de
individuos con esclerosis multiple que no responden al tratamiento con IFNR.

La tabla 1 muestra el analisis de regresion logistica del riesgo de no respondedor segun los niveles de sIFNAR2.

Modelo de regresion Niveles de sIFNAR2 OR IC del 95 % Pvalor
logistica (ng/ml)

Riesgo de no respondedor < 43,2 frente a > 43,2 5.1 1,42-18,25 0,012

Edad 1,048 0,977-1,123 0,190

Sexo 1,930 0,512-7,24 0,331

La determinacion de sIFNAR2 mediante ELISA puede utilizarse en la practica clinica como biomarcador para
predecir si un paciente va a responder al tratamiento con IFNR. La técnica de ELISA es de facil implantacién en los
laboratorios de diagndstico clinico y, al realizarse la determinacion en suero, supone un método minimamente
invasivo para el paciente.
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REIVINDICACIONES

Método para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo con esclerosis multiple al tratamiento con
IFNB que comprende:

a) medir los niveles de proteina sIFNAR2 en una muestra de suero aislada del individuo, y

b) comparar los niveles obtenidos en la etapa (a) con una cantidad de referencia, y

c) asignar al individuo de la etapa (a) al grupo de individuos no respondedores cuando presenta unos
niveles de proteina sIFNAR2 en suero significativamente mas bajos en comparacion con los individuos

respondedores.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la determinacion de los niveles de sIFNAR2 se realiza mediante
un inmunoensayo.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que la determinacion de los niveles de
sIFNAR2 se realiza mediante una técnica que se selecciona de: inmunotransferencia, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo lineal (LIA), radioinmunoensayo (RIA),
inmunofluorescencia, o chips de proteina.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la determinacion de los niveles de
sIFNAR2 se realiza mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas o ELISA.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la determinacion de los niveles de
sIFNAR2 se realiza mediante un ELISA de tipo sandwich.

Uso de un kit que comprende los elementos necesarios para cuantificar los niveles de proteina sIFNAR2 en
suero, para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo con esclerosis multiple al tratamiento con
IFNB;

en el que dicho kit comprende al menos un anticuerpo anti-sIFNAR2.

Uso de un kit segun la reivindicacion anterior, que comprende un anticuerpo primario que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

Uso de un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, que comprende un anticuerpo secundario que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

Uso de un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, que comprende una proteina recombinante
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Uso de un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, que comprende ademas:

a) un soporte solido con un anticuerpo primario unido al mismo;

b) un anticuerpo secundario;

c) una solucion que contiene un anticuerpo de deteccidon marcado con un marcador enzimatico; y

d) un reactivo.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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