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NOTA TECNICA

Modelo de deteccion de anticuerpos neutralizantes contra
IFN-$ mediante citometria de flujo
Juan Carlos Villa-Camacho, Juan Camilo Vargas-Zambrano, John Mario Gonzélez
Grupo de Ciencias Basicas Médicas, Facultad de Medicina, Universidad de los Andes, Bogotd, D.C., Colombia

Introduccion. El interferon beta (IFN-B) se usa para tratar la forma recaida-remision de la esclerosis
multiple. Sin embargo, el uso de proteinas recombinantes como medicamentos puede generar la
produccién de anticuerpos, disminuyendo asi la efectividad del tratamiento.

Objetivo. Estandarizar una técnica de deteccién de anticuerpos neutralizantes contra IFN-f, mediante
citometria de flujo.

Materiales y métodos. Se cultivaron dos lineas tumorales humanas (U937 y K562) con IFN-B1a
humano recombinante y mediante citometria de flujo se determin6 la expresion de la proteina ISG15
intracelular. Los sueros se obtuvieron de un conejo Nueva Zelanda antes y después de la inmunizacion
con 100.000 Ul de IFN-B1a en adyuvante de Freund. Para la deteccion de anticuerpos neutralizantes,
se estimularon células K562 con IFN-B1a preincubado con sueros de conejos a una dilucién 1:20.
Después de 24 horas de incubacién se determiné la expresién de la proteina ISG15.

Resultados. La expresion de ISG15 fue mayor en células K562 estimuladas. La intensidad media de
fluorescencia para la ISG-15 entre células en ausencia IFN-B1a, mostré una mediana de 198 unidades
arbitrarias (UA) (p,s,s= 173-231 UA) y, en presencia de IFN-B1a, 430 UA (p,,,,=316-611,5), con una
diferencia estadisticamente significativa (p=0,008). La presencia de anticuerpos anti-IFN-B1a en el
suero del conejo inmunizado, hizo disminuir de forma acentuada la expresién de la ISG15 en células
K562 cultivadas con IFN-B1a, en comparacién con el control (mediana=3,040 UA Vs. 43,644 UA,
respectivamente).

Conclusiones. Este trabajo muestra la deteccion de anticuerpos neutralizantes contra IFN-B en
conejos, utilizando la expresion de la proteina ISG15 por citometria de flujo.

Palabras clave: anticuerpos neutralizantes, células K562, citometria de flujo, esclerosis multiple,
interferén beta.
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Flow cytometry model for the detection of neutralizing antibodies against of IFN-3

Introduction. Interferon beta (IFN-B) is a treatment for relapsing remitting multiple sclerosis. However,
the therapeutic use of recombinant proteins induces a humoral immunologic response resulting in the
induction of binding (BAb) or neutralizing (NAb) antibodies against the biological product. The presence
of neutralizing antibodies has been associated with decreased IFN- treatment efficacy.

Materials and methods. Two tumor cell lines (K562 and U937) were cultivated with human
recombinant IFN-B1a at different concentrations and lengths of time in order to measure the expression
of intracellular ISG15, an inducible molecule in the IFN-B1a signaling cascade. Blood was obtained
from non-immunized and IFN-B1a immunized (100,000 IU) New Zealand rabbits. The presence of BAb
was evaluated by ELISA. For NAb detection, sera 1:20 dilution were added to the IFN-B1a-stimulated
cell lines, and ISG15 expression was evaluated by flow cytometry.

Results. K562 cells provided the better cell line for the assay, stimulated with a dose of 1,000 IU of
IFN-B1a, and a 1:100 dilution for the primary antibody and a 1:200 dilution for the secondary antibody.
ISG15 expression was compared between cells alone or cultivated with IFN-B1a. Mean fluorescence
intensity (MFI) for ISG-15 expression median was 198 arbitrary units (AU) with interquartile ranges of
173-231 AU for non-stimulated cells and 430 AU with interquartile ranges of 316-611.5 AU for IFN-B1a
stimulated cells (p<0.01). Immunized rabbit sera decreased the expression of ISG-15 in K562 cells
stimulated with IFN-B1a, whereas non-immunized rabbit sera did not.

Conclusions. This rabbit model demonstrates that ISG15 expression evaluated with flow cytometry
can be used as a detection assay for NAb.
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La esclerosis multiple es una enfermedad inflama-
toria crénica autoinmunitaria del sistema nervioso
central, en la cual la infiltracion de células inmunitarias
(linfocitos y macrofagos) causa danos focales a
la mielina y a los axones. Lo anterior se manifiesta
clinicamente como una acumulacién progresiva
de inhabilidad cognitiva y motora en los individuos
afectados (1). La esclerosis multiple es una enferme-
dad relativamente comUn en la mayor parte de
Europa, Estados Unidos, Canada, Nueva Zelanda y
el sur de Australia (2). En Colombia, un estudio en
Bogota mostré una prevalencia de esclerosis multiple
de 4,41 por 100.000 habitantes (3).

El interferon beta (IFN-B) se utiliza como
tratamiento de elecciéon para la forma recaida-
remisién de la esclerosis multiple, la presentacién
clinica mas frecuente. Se ha demostrado que el
IFN-B disminuye la tasa de ataques y la gravedad
de la enfermedad evaluada por el Expanded
Disability Status Score (EDSS) de Kurizke (4).
Este efecto del IFN-B en la enfermedad esta dado
por la disminucién en la expresion de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) en
células presentadores de antigenos, la inhibicion
de la produccion de citocinas proinflamatorias, el
aumento de citocinas reguladoras, la limitacion
del transito de células inflamatorias en el sistema
nervioso central y la regulacién de la expresion de
enzimas como metaloproteinasas (4,5).

Sin embargo, se sabe que el uso de productos
recombinantes puede inducir la produccién de
anticuerpos (6-14). Se han descrito dos tipos de
anticuerpos contra el IFN-p terapéutico, los cuales se
han clasificado como anticuerpos de unién (binding
antibodies, BAb) vy anticuerpos neutralizantes
(neutralizing antibodies, NAb). Los BAb se unen a
distintos epitopos antigénicos de esta citocina; sin
embargo, no modifican su efecto clinico e incluso
pueden desaparecer con el tratamiento continuo. La
presencia de NAb esta asociada con disminucion de
la actividad biolégica del IFN-B, pérdida de eficacia
clinica de éste y progresion de la enfermedad
(7,8,11,12). Las técnicas existentes para la deteccion
de NAb presentan inconvenientes al involucrar
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cultivos virales, depender del observador y no estar
estandarizadas en cuanto al tipo de células y el virus
usado (13,14).

Nuestro objetivo fue la estandarizacién de una
técnica de deteccién de anticuerpos neutralizantes
contra IFN-B1a, mediante la cuantificacion de
la expresién de la molécula ISG15 (interferon
stimulated gene 15) en una linea celular tumoral
por citometria de flujo.

Materiales y métodos

Lineas celulares, cultivo y determinacién de la
expresion de ISG15

Seusaron las lineas tumorales K562y U937 (ATCC,
Manassas VA, USA), las cuales fueron mantenidas
en medio RPMI completo y con suplemento de
suero fetal bovino al 5 % (Eurobio, Les Ulys,
Francia). Ambas lineas se estimularon con IFN-B1a
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Alemania)
humano recombinante en una concentracion
de 1.000 Ul/ml, previa titulacién de la citocina,
y se incubaron durante 24 horas. Las células se
fijaron con formaldehido al 2 % libre de metanol
(Polysciences Inc, Warrington, PA, USA) durante
10 minutos a 37 °C. Posteriormente, se enfriaron
durante un minuto en hielo y se permeabilizaron con
4,5 ml de metanol al 100 % durante 30 minutos.

Finalmente, luego de dos lavados con 3 ml de PBS
1x y 0,5 % de albumina sérica bovina (Sigma, St.
Louis, MO, USA), se marcaron con anti-ISG15
1:200 (Cell Signaling Technology, Beverly MA, USA)
y, como anticuerpo secundario, se uso6 anti-lgG de
conejo FITC 1:100. (Jackson Immunoresearch,
West Grove, PA, USA). La viabilidad celular se
evalu6 con 7-actinomicina D (BD Bioscience, San
Diego, CA, USA) y la lectura se hizo en el citémetro
FACS Canto Il y el programa FACS Diva (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA).

Se contaron como minimo 10.000 eventos y se
obtuvo la intensidad media de fluorescencia.
Como control de la fluorescencia, se utilizd un
procedimiento de marcacion similar con las células,
pero sblo usando el anticuerpo secundario.

Produccion y evaluacion de anticuerpos de
unién contra IFN-31a

El antisuero se obtuvo al inmunizar en cuatro
ocasiones un conejo macho Nueva Zelanda de
seis meses con 100.000 Ul de IFN-B1a, en mezcla
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25 %/75 % de adyuvante incompleto y completo
de Freund (Sigma, St. Louis, MO, USA) con un
volumen final de 1 ml. Se inmuniz6 en dos o tres
puntos intradérmicos cada uno con una semana de
separacién y se obtuvo suero antes y después de
la cuarta inmunizacion.

Para evaluar la presencia de anticuerpos de unién
(BAb) a IFN-B1a, se realizé una ELISA indirecta.
Brevemente, las placas Maxisorb™ (Nunc,
Rochester, NY, USA) se sensibilizaron con 0,5 pg/
ml de IFN-B1a en PBS 1x toda la noche a 4 °C.
El bloqueo se hizo por una hora a temperatura
ambiente y, posteriormente, se adicionaron los
sueros del conejo de antes y después de la
inmunizacién hasta 1:2048, diluidos en PBS 1x, 1
% albumina sérica bovina y 0.05 % de Tween 20
(Sigma, St. Louis, MO, USA).

Los anticuerpos se revelaron usando un anti-conejo
marcado con fosfatasa alcalina y p-nitrofenilfostato
en solucion de dietanolamina pH 9,6 como
sustrato (Sigma, St. Louis, MO, USA). Entre cada
reaccién se lavé en cinco ocasiones con PBS 1x
y 0,05 % de Tween 20. La lectura se hizo a los 10
minutos en un espectrofotémetro Bio-Rad modelo
680 (Hercules, CA, USA) a 405 nm. El punto de
corte fue establecido de la media de los controles
negativos mas tres desviaciones estandar.

Deteccion de anticuerpos neutralizantes
contra IFN-B1a

Para la deteccion de anticuerpos neutralizantes,
se incubaron 1.000 Ul de IFN-B1a en presencia
de sueros (de antes y después de la inmunizacién)
de conejo en una diluciéon 1:20 durante una hora;
esta dilucion seleccionada es la usada en ensayos
con suero de pacientes (7). Posteriormente, se
adicionaron las muestras a las células K562 para
su incubacién durante 24 horas. Finalmente, se
determiné la expresion de ISG15 por citometria de
flujo, mediante el protocolo descrito anteriormente.

Aspectos éticos

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
de la Universidad de los Andes. Los animales
fueron mantenidos con comida y agua ad libitum.
La sedacién se hizo con ketamina (Rotexmedica,
Trittau, Germany) para cada procedimiento.

Analisis de los resultados

Los datos obtenidos como porcentajes y valores
de intensidad media de fluorescencia se analizaron
utilizando la prueba U de Mann-Whitney mediante
el programa SPSS, version 18 (IBM, Somers,
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NY, USA) y se expresaron como la mediana y el
rango intercuartilico. Los valores de p<0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Resultados

La linea celular K562 mostré una mayor expresion
de la proteina ISG15 en respuesta al IFN-B1a, que
la linea U937, lo que se establecio por un aumento
en la intensidad media de fluorescencia dada por
la expresién de dicha proteina (no se muestran
los datos). En la figura 1 se observan dos graficas
de puntos de la citometria de flujo que muestra
la seleccion de la ventana para las células K562
segun el tamafo y la granularidad (figura 1A) y la
seleccion de las células viables que son negativas
para 7-actinomicina D (figura 1B).

Se llevaron a cabo cinco experimentos comparando
la expresion de ISG15 en células K562 que fueron
cultivadas en presencia o ausencia de IFN-B1a. La
mediana de la intensidad media de fluorescencia
para las células control fue de 198 unidades
arbitrarias (UA) (p,,s = 173-231 UA) y, para las
células con IFN-B1a, de 430 UA (p,,,,=316-611,5
UA), con una una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,008). En la figura 1C se observa
un histograma de citometria de flujo con el ejemplo
de expresion de ISG15 en células cultivadas con 'y
sin IFN-B1a.

Se evaluaron sueros de conejo no inmunizado e
inmunizado para determinar la presencia de BAb
mediante un ELISA indirecto. El ensayo se llevo a
cabo por duplicado bajo las condiciones descritas.
El suero control (antes de la inmunizacion) no
fue reactivo contra el antigeno (IFN-B1a) en una
dilucién 1:16, la lectura a 405 nm fue de 0,085
para un punto de corte de 0,119, establecido como
se describié anteriormente. El suero después de
la inmunizacion fue reactivo a una dilucion mayor
a 1:2048 con una densidad optica de 0,298. Se
hicieron cuatro ensayos por citometria de flujo,
comparando la expresién de la proteina 1SG15
en células K562 cultivadas en presencia de IFN-
B1a, preincubado con suero control obtenido
antes y después de la inmunizacién. La mediana
de expresion de ISG-15 para las células en
presencia de suero control, fue 43,644 UA (p,, ,. =
23,306-80,941). mientras que, en suero después
de la inmunizacion, la mediana fue 3,040 (p,
= 700,5-17,816), lo que mostrdo una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,043).

Enlafigura 2 se muestra el resultado de lainhibicién
de la expresién de ISG15 por el suero policlonal
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Figura 1. A) Grafica de puntos por citometria de flujo donde se observa la ventana de seleccién (P1) de la poblacién de células
K562 en tamafio (FSC) versus complejidad interna (SSC). B) Grafica de puntos donde se seleccionan las células viables que son
negativas para 7-actinomicina D (P2). C) Uno de cinco experimentos en un histograma por citometria de flujo donde la linea continua
representa la fluorescencia para ISG15 en ausencia de estimulaciéon con IFN-B1a y la linea punteada representa la fluorescencia
para ISG15 en presencia de estimulacion con IFN-B1a.
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Figura 2. Ensayo de anticuerpos neutralizantes de IFN-B1a en suero de conejo. Se muestra un histograma obtenido por citometria
de flujo en células K562 estimuladas en presencia de IFN-B1a. La linea continua es la fluorescencia de ISG15 en presencia de suero
de conejo antes de la inmunizacién y la linea punteada la fluorescencia de ISG15 en presencia del suero de conejo después de la
inmunizacién con IFN-B1a. Ensayo representativo de cuatro.
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anti-INF-p1a. Es de notar que, en presencia de
sueros de conejos, los valores de intensidad
de expresion aumentaron notablemente; esto
probable se debaalapresenciade factores séricos,
los cuales no interfieren con la interpretacion de
los resultados.

Discusidn

Las células K562 expuestas a IFN-B1a producen
significativamente més ISG15 intracelular que las
células no estimuladas con este interferén, lo que
muestra que la expresion de dicha proteina es
inducida de forma especifica por IFN-B1a. Usando
microarreglos, en un estudio se demostré6 que
el gen de ISG15 fue regulado positivamente en
pacientes con esclerosis multiple tratados con IFN-
B1b, lo que sugiere que la proteina ISG15 podria
ser usada como un biomarcador en el seguimiento
del tratamiento (15).

La presencia de anticuerpos de union (Bab) fue
detectada mediante ELISA indirecta en el suero
del conejo inmunizado con IFN-B1a y los ensayos
realizados mediante citometria de flujo mostraron
que efectivamente el modelo permite identificar
anticuerpos neutralizantes contra IFN-B1a. Esto se
evidencia a partir de la diferencia significativa entre
los ensayos con suero control y suero policlonal
anti-IFN-B1a.

El método propuesto representa una alternativa
al ensayo citopatico en cultivos celulares, pues la
técnica mediante citometria no involucra el uso de
cepas virales y el tiempo de desarrollo del protocolo
es menor, 24 horas en citometria en comparacion
con 48 a 72 horas en el ensayo citopatico.
Ademas, para estudiar el efecto citopatico se
utilizan diferentes tipos de virus (VSV, MCMV) y
diferentes tipos de lineas celulares; la lectura de los
resultados se hace observando efectos citopaticos
o disminucién de la capacidad metabdlica celular
medida por MTT (13,14).

Con el uso de la citometria de flujo se pueden
estandarizar rapidamente la linea celular, el tipo
de interferdn, la dosis de estimulacion, el tiempo
de incubacién y las diluciones de anticuerpos que
se deben en el ensayo. Asimismo, este ensayo
es mas especifico pues la expresion de la ISG15
es una medida directa de la actividad del IFN-B1a
(16) y la interpretacion no depende del operador,
ya que la semicuantificacion de la expresion
de ISG15 se mide por el citometro de flujo. No
existen estudios comparativos del uso de 1ISG15
medida por citometria de flujo como marcador para
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determinar anticuerpos neutralizantes contra IFN-
B1a. Por lo tanto, este modelo podria ser utilizado
en pacientes con esclerosis multiple tratados
con IFN-B de acuerdo con las guias de manejo
internacionales (7).
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