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DESCRIPCION
Método in vitro para determinar la inmunotoxicidad de un compuesto.
Campo de la invencion

La invencion es en el campo del diagnostico molecular. Mas en particular, proporciona genes marcadores para la
deteccion sistematica en compuestos de inmunotoxicidad directa. Un método como se describe en la presente
memoria emplea muestras obtenidas de una célula expuesta a un compuesto de interés y determina los niveles de
expresion de una serie de genes marcadores para determinar si el compuesto es 0 no inmunotoxico.

Antecedentes de la invencion

Durante los procedimientos de registro de productos quimicos y farmacos, dentro de la Unién Europea, los Estados
Unidos de América y Japon, los métodos de identificacion sistematica actuales que se aplican para inmunotoxicidad
directa son parte del ensayo de toxicidad general. Estos ensayos de toxicidad se basan en modelos animales, que
consisten principalmente en ratas, ratones y conejos. El uso de estos modelos animales presenta tres desventajas
principales, que son principalmente ética, econdmica y que la traduccion requerida a la situacion humana puede
conducir a resultados falsos positivos y falsos negativos. Primero, estos ensayos producen sufrimiento a los
animales implicados, lo que conduce a preocupaciones sociales. Segundo, en la actualidad en la UE
aproximadamente 40 mil productos quimicos estan a la espera de procedimiento de registro, evaluacion y
autorizacion (REACH). La UE no tiene la infraestructura ni los medios econdmicos para ensayar todos estos
productos quimicos en modelos animales. Tercero, el poder predictivo limitado de estos modelos animales para
toxicidad humana complica los procedimientos de evaluacion de riesgo de los productos quimicos y el ensayo de la
seguridad de los farmacos. Se ha demostrado en muchos casos que los ensayos en animales no predicen con
precision la inmunotoxicidad en seres humanos.

Los ensayos de falsos positivos evitan que muchos farmacos potencialmente utiles lleguen al mercado. Los falsos
negativos producen toxicidad en seres humanos, durante las fases clinica (I-lll) y mercado posventa (IV) de ensayo
de farmacos o incluso mas adelante. En estas fases, ya se han invertido en vano varios millones de euros. De
promedio, el procedimiento de ensayar en un producto quimico o farmaco su toxicidad o seguridad lleva afios. Esto
es producido parcialmente por el tiempo que requieren por naturaleza los ensayos en animales.

Johansson et al., (BMC Genomics 12 (2.011) 399) describe una prueba basada en células para la prediccion de
productos quimicos sensibilizantes por analisis del transcriptoma de la estirpe celular humana MUTZ-3 después de
estimulacién de la estirpe celular con productos quimicos sensibilizantes. En ese contexto se identificé una firma de
200 marcadores genéticos.

Baken et al., (A companion to methods in enzymology, Academic Press Inc., Nueva York, NY, EE.UU. 41; (2.006)
132-141) describen el analisis de micromatrices para la medicién de la expresion de cientos de genes en una
muestra. La micromatriz se adapté a estudiar los cambios de la expresion de genes asociados a procedimientos
inmunotdxicos.

Gil et al., (J. Applied Toxicol. 21 (2.001) 245-255) explican un método para cuantificar la interaccidon con xenobioticos
y su potencial impacto sobre organismos vivos, incluyendo el ser humano. El método consiste en controlar la
expresion de biomarcadores.

La patente de EE.UU. 2003/040025 se refiere a un método in vitro para evaluar la inmunotoxicidad de una
sustancia de ensayo.

Por lo tanto, en las autoridades y las industrias implicadas en el ensayo de toxicidad de productos quimicos y
farmacos, hay una necesidad de ensayos de toxicidad que, idealmente, sean mas precisos, asequibles, mas rapidos
y presenten menos preocupaciones éticas.

Resumen de la invencion

Ahora se ha encontrado que un ensayo in vitro fiable puede distinguir entre compuestos inmunotdxicos y no
inmunotdxicos. Este método evita la necesidad de experimentos en animales y proporciona un resultado 100%
preciso. Una ventaja adicional es que el método puede realizarse en unos dias.

De acuerdo con esto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar si un compuesto es inmunotéxico,
en el que el nivel de expresion de al menos un gen marcador se determina en una muestra obtenida a partir de una
célula Jurkat cultivada in vitro, que se expone al compuesto en el cultivo in vitro, en el que el gen marcador es
ABCA1 y en el que se concluye que el compuesto es inmunotoxico si el nivel de expresion del gen marcador ABCA1
esta por debajo de, o por encima de, un valor de referencia predeterminado.
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Descripcion detallada de la invencidon

Se expuso una estirpe celular humana en un cultivo in vitro a una serie de compuestos inmunotoxicos (N=26, tabla
1) y compuestos de control (N=11, tabla 2). Se determinaron después los niveles de expresion de 4 genes
marcadores (tabla 3) usando una prueba de PCR cuantitativa.

Cada uno de los genes marcadores por si mismo pudo predecir la inmunotoxicidad de un compuesto con un nivel de
precision aceptable (tabla 4). La descripcion, por lo tanto, proporciona un método in vitro para determinar si un
compuesto es inmunotoxico, en el que el nivel de expresion de al menos un gen marcador se determina en una
muestra obtenida a partir de una célula nucleada expuesta al compuesto, en el que al menos un gen marcador se
selecciona del grupo que consiste en ABCA1, CHAC1, CRIM1 y HMGCS1 y en el que se concluye que el compuesto
es inmunotodxico si el nivel de expresion de al menos dicho gen marcador esta por debajo de, o por encima de, un
valor de referencia predeterminado.

También se encontré que la fiabilidad del método mejoraba cuando se determinaba el nivel de expresion de mas de
un gen. A la descripcion también se proporciona un método como se escribié anteriormente en el que al menos un
gen marcador es al menos dos genes marcadores, tal como al menos 3 genes marcadores, tal como al menos 4
genes marcadores.

Sorprendentemente, se encontré que se podia hacer una prediccion de 100% de precision de inmunotoxicidad
basandose en soélo estos 4 genes marcadores. Una precision del 100% con respecto a esto significa que todos los
compuestos inmunotéxicos se predecian correctamente y que ninguno de los controles proporcionaba un resultado
positivo.

A la descripcion también se proporciona un método como se describié anteriormente, en el que se determina el nivel
de expresion de los 4 genes marcadores y en el que se concluye que el compuesto es inmunotdxico si el nivel de
expresion de al menos uno de los genes marcadores esta por debajo de, o por encima de, un valor de referencia
predeterminado.

Se deberia observar que no todos los genes marcadores reaccionaban de la misma manera en la exposicion de
compuestos inmunotoéxicos. Incluso dentro de un Unico gen se observo regulacion hacia debajo de un compuesto
inmunotdxico y regulacion hacia arriba en la exposicion a otro compuesto (tabla 4).

Se encontré que el método como se describe en la presente memoria era muy robusto. Esta robustez podia incluso
ser mejorada cuando se concluye que el compuesto es inmunotoxico si el nivel de expresion de al menos dos de los
genes marcadores si el nivel de expresion de al menos dos de los genes marcadores esta por debajo de, o por
encima de, un valor de referencia predeterminado. Esto compromete la sensibilidad, pero puede ser ventajoso
cuando la especificidad es importante.

El método podia incluso ser mejorado mas cuando se concluye que el compuesto es inmunotoxico si el nivel de
expresion de al menos tres de los genes marcadores esta por debajo de, o por encima de, un valor de referencia
predeterminado.

Los niveles de expresion de un gen marcador se tienen que comparar con un valor de referencia, también referido
con frecuencia como valor limite. Dicho valor de referencia puede determinarse de manera empirica o elegirse de
manera arbitraria para conseguir una especificidad y/o sensibilidad del método apropiada. Un experto sabe
perfectamente como elegir un valor de referencia apropiado. Dicho valor de referencia puede basarse
ventajosamente en un valor de expresidon obtenido con un compuesto de control. Un experto conocera como
modificar el valor de referencia predeterminado para obtener la especificidad y sensibilidad del método deseadas.

El valor de referencia predeterminado puede ser ventajosamente un valor obtenido de la expresidon de un gen de
referencia. En la presente memoria, se usan 3 genes como genes de referencia; beta-2-macroglobulina (B2M),
proteina 4 de trafico de Golgi a RE (GET4) y clase G1 de biosintesis de ancla de fosfatidilinositolglicano (PIGG).

En el contexto de la presente invencion, el término “expuesto” significa “puesto en contacto” en el sentido mas
amplio de la palabra. Exposicion significa poner en contacto de manera fisica la célula con el compuesto de manera
que, por ejemplo, se disuelva el compuesto en el medio de cultivo de la célula. Es importante que la célula se
exponga al compuesto a niveles y dosis subcitotdxicas.

El término "Relacion de expresion genética" o "Relacion" como se usa en la presente memoria se refiere a un
numero que describe cuanto cambia una cantidad que va desde un valor inicial a un valor final. Por ejemplo, un valor
inicial de 30 y un valor final de 60 corresponde a una relacion de 2, o en términos comunes, un aumento de dos
veces. La relacion de expresion genética se calcula simplemente como la relacion del valor final al valor inicial, es
decir, el valor de expresion de control. Si el valor inicial es A y el valor final es B, la Relacion es B/A. Como otro
ejemplo, un cambio de 80 a 20 seria una Relacion de 0,25, mientras que un cambio de 20 a 80 seria una Relacion
de 4. En la presente memoria, se reemplaza una relacién que sea menor que 1 por el negativo de su inversa, por
ejemplo, un cambio de de 80 a 20 seria un cambio de veces de -4 (o en términos comunes, una disminucion de
cuatro veces). Esto se refiere en la presente memoria como “Cambio de veces”. En las tablas presentadas en la
presente memoria se muestran los Cambios de veces de genes sobreexpresados como valores por encima de 1,0 y
la subexpresién como la inversa negativa de la Relacion, es decir, valores por debajo de -1,0.
3
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Los niveles de expresion genética pueden determinarse con cualquier método conocido la técnica para detectar
niveles de expresion de acidos nucleicos. Se prefieren en particular métodos tales como PCR cuantitativa, NASBA
cuantitativa, secuenciacion genética tal como secuenciacion de la siguiente generacion, secuenciacion de ARN,
pruebas de genes indicadores o analisis de micromatrices. Los niveles de expresion genética también pueden
determinarse examinando la proteina expresada por genes marcadores descritos en la presente memoria, por
ejemplo, por técnicas ELISA.

Cuando se elige el umbral para positividad en 2,0 veces el valor de referencia (o 0,5 veces cuando se regula hacia
abajo, el cambio de veces es entonces -2) se podia alcanzar una precision del 100%. Por lo tanto, la descripcion
proporciona un método como se describié anteriormente en el que se concluye que el compuesto es inmunotéxico si
el nivel de expresion de los genes marcadores es al menos 2 veces por debajo de, o por encima de, un valor de
referencia predeterminado.

El término "célula" en este contexto se tiene que interpretar como cualquier célula, aislada o en una estructura de
tejido. Se prefiere usar células que puedan ser cultivadas in vitro. Esto es ventajoso debido a que la célula puede
ponerse en contacto entonces con el compuesto en el medio de cultivo a fin de asegurar una puesta en contacto
uniforme y reproducible.

Ventajosamente, la célula es una célula humana puesto que puede reflejar la inmunotoxicidad de los compuestos
hacia los seres humanos mejor. Se encuentra que la célula puede ser ventajosamente una célula linfoblastica
humana, preferiblemente una célula Jurkat.

Se encontré que el tiempo de exposicidn no es critico, las células pueden exponerse a los compuestos durante
varias horas a varios dias, se elige un tiempo de exposicion de 6 horas.

Los métodos como se describié anteriormente pueden mejorarse usando multiples muestras individuales, obtenidas
a partir de células expuestas de manera independiente. De esta manera, el nivel de expresion de un gen puede ser
el promedio de una serie de niveles de expresion obtenidos para cada gen individual.

Tabla 1. Lista de compuestos inmunotéxicos.

nombre quimico Abreviatura | Numero Pubchem | conc. exposicion
CAS CID (uM)
1-Nitropireno 1-NPR 5522-43-0 21.694 50
6-mercaptopurina 6MP 6112-76-1 | 24.888.330 0,1
trioxido arsénico As203 1327-53-3 261.004 3
benzo[a]pireno BaP S9 50-32-8 2.336 5
dicloruro de cadmio CdClI2 10108-64-2 24.947 20
ciclofosfamida CP S9 6055-19-2 | 24.278.292 3.000
ciclosporina A CsA 59865-13-3 | 5.280.754 8
dexametasona DEX 50-02-2 5.743 10
deoxinivalenol DON 51481-10-8 40.024 0,25
8:51_—;1;;“26(—5{;;2&1r;)2—i|)pirimidin-2—i|]fosforotioato de DZN 333-41-5 3017 200
Etanol EtOH 64-17-5 702 343
fingolimod FTY720 162329'55' 107.969 4
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nombre quimico Abreviatura | Numero Pubchem | conc. exposicion
CAS CID (uM)
Gamma-hexaclorociclohexano (Lindano) LIN 58-89-9 727 2.000
Ftalato de mono-(2-etilhexilo) MEHP 4376-20-9 20.393 300
Acido micofendlico MPA 24280-93-1 446.541 10
metotrexato MTX 1 33023'73' 4112 0,01
nivalenol NIV 23282-20-4 | 430.146 0,2
ocratoxina A OTA 303-47-9 442.530 8
ocratoxina A, S9-tratada OTA S9 303-47-9 442.530 10
Bifenilo policlorado 153 PCB153 | 35065-27-1 37.034 20
PFOS PFOS 1763-23-1 74.483 20
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4.5-b]piridina php |1 05620'23' 1,530 50
prednisolona PRD 50-24-8 5.755 500
N-(3,4-Diclorofenil)propanamida (Propanilo) PROP 709-98-8 4.933 100
Cloruro de tributilestafio TBTC 1461-22-9 15.096 0,1
Oxido de tributilestafio TBTO 56-35-9 16.682.746 0,1

Tabla 2, lista de compuestos de control.

Controles

Nitrato de plata AgNO3 7761-88-8 24.470 1,35
ampicilina AMP 69-53-4 6.249 850
azatioprina AZA 446-86-6 2.265 0,1
Ftalato de bis(2-etilhexilo) DEHP 117-81-7 8.343 300
Citrato trisédico Citrato Na 8055-55-8 71.474 2.000
dimetilnitrosamina DMNA 62-75-9 6.124 34
furosemida FURO 54-31-9 3.440 100
2-amino-3-metil-3H-imidazo[4.5-F]quinolina 1Q 76180-96-6 53.462 50
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Controles

MANITOL MANITOL 69-65-8 6.251 2.000
N,N'-metilenbisacrilamida MBA 110-26-9 8.041 200
uretano uretano 51-79-6 5.641 20.000

Tabla 3 Lista de genes marcadores

Simbolo del gen Nombre del gen Acceso ARNm

HMGCS1 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 1 (soluble) NM_001098272

CHACA1 ChaC, homalogo 1 regulador de transporte de cationes (E. coli) NM_001142776
CRIM1 regulador 1 BMP transmembrana rica en cisteina (tipo cordina) NM_016441
ABCA1 Casete de union de ATP, sub-familia A (ABC1), miembro 1 NM_005502

Tabla 4: Niveles de expresion de genes marcadores en la exposicion a compuestos inmunotoxicos.

Genes

compuestos inmunotoxicos HMGCS1 ABCA1 CRIM1 CHAC1
1-NPR 24+11 1,3+£1,2 1,3+1,6 -1,2+14
PFOS -1,1+£0,2 -4,3+0,2 -1,5+04 1,8+1,5
PRD 1,7+0,1 1,0+£0,6 39+0,6 27+19
6MP -1,2+0,0 -3,2+04 1,0+£0,6 1,8+1,1
CsA 23+0,5 -1,8+0,3 1,1+0,7 3,1+3,1
DEX 1,0+ 0,1 -2,0+0,1 1,4+0,6 -1,2+0,5
DON -1,5+0,3 -1,9+0,2 1,4+04 -1,4+04

PCB153 20+1,2 1,1+14 -1,2+2,2 1,2+3
PhIP -1,4+£11 -22+25 -1,7£25 -1,1+24
MPA -2,4+0,0 1,1+0,7 -1,2+0,1 1,5+0,9
MTX -1,3+£0,2 -1,8+0,3 1,4+1,1 -1,1+£0,2
NIV 1,0+£1,2 1,1£17 1+1,9 -1,5£25
PROP -3,4+0,1 1,311 1,4+0,1 -1,1+£0,5
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Genes
compuestos inmunotdxicos HMGCS1 ABCA1 CRIM1 CHAC1
BaP S9 1,1+£0,7 12+1,5 1,004 -30,2+0,0
EtOH -1,56+1,1 1,2+1,0 -1,2+1.2 34323
FTY720 2,7+05 -2,8+0,3 -1,4+£03 -1,6+£0,3
MEHP 1,6+0,9 -1,2+0,1 -1+0,6 3,521
TBTC -1,4+0 40,8 £ 29,7 1,0+0,1 1,3+£0,7
TBTO -1,56+0,1 30,9+8,5 -1,1+0,8 -1,1+04
CP 89 2,0+1 1,9+1,6 1,1+0,3 -22,6 £0,0
DZN -1,9+0,1 2,7+28 4019 43+3,8
CdcCI2 22+13 1,3+1,3 4320 70£15
OTA -25+0,1 -2,2+0,1 -1,3+0,1 32,9+14,5
As203 -1,1+0,2 1,4+0,3 24+11 41,2+325
OTA S9 2,0+1,0 1,3+1,8 -1,1+0,5 -13,8+0,0
LIN -24+0 34+36 2,3+0,1 10,2+7,6
CONTROLES
No inmunotéxicos
AgNO3 1,6+0,9 1,56+1,2 1,1+0,3 -1,1+05
AMP 1,4+0,3 -1,7+0,2 1,2+1,1 -1,56+0,7
AZA 1,1+0,2 -1,9+0,3 1,8+1,0 2,3+2,1
DEHP 1,2+0,1 -1,2+0,3 1,9+15 1,104
Citrato de Na -1,4+04 -2,0+0,2 1+0,2 1,1+0,2
DMNA 1,2+1,1 -1,8+ -1,2+15 -15+15
FURO 1,1+0,2 -1,4+04 1,405 1,6+1,6
1Q -1,3+1,1 1,0+2.2 1,1+1,8 -1,1+£2,2
MANITOL 1,2+0,3 -1,4+0,3 1,1+£0,7 -1,2+0,2
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Genes
Compuestos inmunotoxicos HMGCS1 ABCA1 CRIM1 CHAC1
MBA 1,0+1,1 -23+21 1,1+1,9 1,5+2,1
uretano 1,2+0,3 -1,4+0,1 1,1+0,5 1,2+0,4

Ejemplos
Ejemplo 1 Cultivo de células.

Se obtuvo estirpe celular T linfoblastica humana (Jurkat) de la coleccién americana de cultivos tipo (clon E6-1 Jurkat,
N° cat. TIB-152TM, ATCC). Las células Jurkat se cultivaron en medio RPMI-1640 (Invitrogen) enriquecido con suero
fetal bovino (SFB) inactivado por calor al 10%, glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, aminoacido no esencial 1
mM, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Se cultivaron las células a 37°C con CO2 al 5% en una
atmésfera humidificada. Los cultivos de células Jurkat se mantuvieron en frascos T-75 (GIBCO), a un volumen de 30
ml y se refresco el medio cada 2 dias.

Ejemplo 2: Compuestos

Se ensayd una serie de compuestos inmunotdxicos conocidos en el método como se describe en la presente
memoria. Esos compuestos se enumeran en la tabla A. Como control, se ensayaron once compuestos con el mismo
método. Estos compuestos de control y sus particulares se enumeran en la tabla B. Las disoluciones de reserva de
todos los productos quimicos se prepararon disolviendo las sustancias en dimetilsulféxido (DMSO; Merck,
Darmstadt, Alemania). benzo[a]pireno (BaP), ocratoxina A (OTA) y ciclofosfamida (CP) necesarios para ser
bioactivados antes de ejercer sus efectos inmunomoduladores (Carlson et al., Mar Environ Res. Agosto - Diciembre
de 2.004; 58 (2-5): 731-4.; Ekhart et al. Cancer Treat Rev. Feb 2.009; 35 (1): 18-31, Manderville, Chem Res Toxicol.
Jul. 2.005; 18 (7): 1.091-7). Por lo tanto, se sometieron estos compuestos a un sistema de activacion metabdlica in
vitro usando fracciones S9 mezcladas de higados humanos conteniendo enzimas hepaticas. Las mezclas de
reaccion S9, con un volumen total de 1 ml, consistieron en 570 yl de H20 (MQ), 200 pl de tampdn de fosfato de
potasio 0,5 M (pH 7,4), 100 pl de disolucion A de sistema de regeneracion NADPH (BD Bioscience, Breda, Paises
Bajos), 20 pl de disolucion B de sistema de regeneracion NADPH (BD Bioscience, Breda, Paises Bajos), 10 ul de
stock de compuesto en DMSO y 100 pl de mezcla S9 (BD Bioscience, Breda, Paises Bajos). Después de incubar
durante 1, 6 y 24 horas, respectivamente, se inactivaron por calor las mezclas de reaccion quimica S9 (5 minutos a
56°C) y se mezclaron en volumenes iguales.

Ejemplo 3: Seleccion de concentraciones de exposicion de los compuestos.

Se determinaron curvas de respuesta dosis - viabilidad para cada compuesto, en exposiciones quimicas de 24 h en
un formato de placa de 96 pozos, en al menos N=3 experimentos independientes. Se usaron dos pruebas diferentes
como métodos de lectura para la viabilidad, siendo la prueba ATPLite la que determina el contenido en ATP
intracelular y la prueba WST-1 la que determina la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial.

También se establecio el valor 24 h < CV80 para cada compuesto. Esto significa que para cada compuesto se
determiné la concentracion mas alta que proporcionaba un valor de viabilidad de = 80% en la exposicién de células
Jurkat durante 24 horas. Estos valores se determinaron por separado para las pruebas ATPLite y WST-1. Estos
valores <CV80 se usaron como concentraciones de exposicion final de 6 h para los experimentos de elaboracion de
perfiles de expresion de ARNm que siguen. Si las pruebas ATPLite y WST-1 proporcionaban diferentes valores de
CV80, se eligio el valor mas bajo como concentracion de exposicion final.

Ejemplo 4: Prueba WST-1.

WST-1 (4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-bencenodisulfonato, Roche Diagnostic Ned BV, Almere,
Paises Bajos) es una sal de tetrazonio soluble en agua que es escindida por deshidrogenasas mitocondriales para
formar un complejo de formazan coloreado y la cantidad de formazan se correlaciona con la viabilidad de las células.
Las células Jurkat (11.000 por pozo) se pusieron en placas 20 horas por adelantado en placas de 96 pozos, asi en el
punto de partida de la exposicién hubo aproximadamente 20.000 células por pozo. Se realizé la exposicidn por
triplicado en 100 ul de medio durante 24 horas para aumentar las concentraciones de los compuestos o para los
controles de vehiculo. En las Ultimas 2 horas de exposicion, se afadié 10 pl de reactivo WST-1. Se midié la
absorbancia a 450 nm en una lectora de microplacas (BioTek, Winooski Vermont, EE.UU.).
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Ejemplo 5: Prueba ATPlite

La prueba ATPIlite (Perkin Elmer, Oosterhout, Paises Bajos) se basa en la produccion de luz producida por la
reaccion de ATP con luciferasa y D-luciferina afiadidas. La luz emitida es proporcional a la cantidad de ATP, que es
un marcador para viabilidad celular. Las células Jurkat (11.000 por pozo) se pusieron en placas 20 horas por
adelantado en placas de 96 pozos, asi en el punto de partida de la exposicién hubo ~20.000 células por pozo. Se
realizé la exposicion por triplicado en 100 ul de medio en placas de 96 pozos durante 24 horas para aumentar las
concentraciones de los compuestos o para los controles de vehiculo. Después de la exposicién, se realizé la prueba
segun el protocolo del fabricante.

Ejemplo 6: Exposiciones quimicas

Se usaron células Jurkat entre los pases 16 a 20 en los experimentos de exposicién de 6 horas. Se sembraron
750.000 células en 2,7 ml de medio por pozo en placas de 6 pozos (GIBCO). Después de cultivar las células durante
20 horas, se afiadieron a cada pozo 0,3 ml de disoluciones madre de compuesto concentrado x 10 (37 grados C con
CO2 al 5% en una atmédsfera humidificada), que habian sido diluidas previamente x 100 en medio de cultivo de
células Jurkat, conteniendo 2,7 ml de medio con las células. Durante las exposiciones, se mantuvieron las
concentraciones finales de DMSO a 0,1% para todas las muestras. Se realizaron los N=3 experimentos en dias
diferentes usando células Jurkat de diferentes pases, respectivamente.

Ejemplo 7: Aislamientos de ARN total y sintesis de ADNc.

Después de haber sido expuestas a los compuestos o controles de vehiculo durante 6 horas, se transfirieron las
células a viales de 15 ml (Greiner), seguido por centrifugacion (5 min a 300 g, 4°C). Después, se retirdé el medio, y se
volvieron a suspender los granulos en SFB enfriado con hielo, seguido por centrifugacion (5 min a 300 g, 4°C).
Después, se volvieron a suspender las células en tampéon RLT que contenia 10% de (-mercaptoetanol, se
congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido (>5 minutos) y se almacenaron a -80°C. Se aislé el ARN total
usando el estuche QlAshredder (Qiagen, cat. #79656), segun el protocolo del fabricante. Se realiz6 purificacion de
ARN posterior segun el protocolo del fabricante, usando el estuche miRNeasy Mini (Qiagen, cat. #217004)
incluyendo un tratamiento de DNasa-1 en columna (Qiagen, cat. 79254). Se valoré el rendimiento de ARN de
manera espectrofotomeétrica (NanoDrop 2000, Thermoscientific, via Isogen-lifescience, De Meern, Paises Bajos). Se
determiné la calidad de ARN total aplicando 250 nanograma de ARN total para electroforesis en gel automatizada
usando chips Experion (cat#700-7103, Experion, Biorad, Veenendaal, Paises Bajos). Se consideré que las muestras
con Numeros de indice de calidad de ARN (ICA) > 8 eran de suficiente calidad. Se sintetizaron muestras de ADNc
de muestras de ARN total usando estuche de transcripcion inversa miScript segun el protocolo del fabricante,
usando 250 nanograma de ARN total como entrada de muestra (cat¥# 218161, Qiagen, Venlo, Paises Bajos).

Ejemplo 8: Experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real Multiplex de Fluidigm.

Se sometieron las muestras de ADNc a 14 ciclos de multiplicacion de objetivo especifico (MOE), usando una mezcla
x 0,2 de todas las pruebas de expresion de genes Tagman combinadas (cebadores/sonda) y la mezcla Tagman
PreAmp Master (Applied Biosystems), seguido por diluciones de 5 veces. Se incluyé agua como control sin plantilla
(CSP).

Los CSP también se incluyeron en la reaccion STA, para servir como un control negativo verdadero para el
procedimiento completo. Después de la dilucién de 5 veces, se mezclaron las muestras STA con las pruebas
Tagman. Entonces cada muestra se dispensé sobre la matriz BioMark 96.96 Dynamic (Fluidigm, Sur de San
Francisco, CA 94080, EE.UU., distribuidor Bioké, Leiden, Paises Bajos). Se llenaron las posiciones vacias de la
prueba con no controles de prueba (NCP, en los que la mezcla de pruebas x20 se sustituy6é con agua.

Se llend la matriz Biomark Dynamic usando el controlador de circuito fluidico integrado Biomark (Fluidigm, Sur de
San Francisco, CA 94080, EE.UU.). Después se puso la matriz BioMark 96.96 Dynamic cargada en el sistema PCR
de tiempo real Biomark (Fluidigm, Sur de San Francisco, CA 94080, EE.UU.) donde se realizaron las reacciones de
ciclos térmicas y se detectd fluorescencia usando una camara CCD. Se usé el protocolo de PCR Tagman por
defecto en el instrumento BioMark con una temperatura de hibridacion de 60°C y un total de 35 ciclos de PCR. Las
comparaciones por pares de todas las muestras se realizaron con cada una de las pruebas por duplicado en la
matriz.

Ejemplo 9: Analisis de datos Q-RT-PCR.

Al final de cada ciclo de PCR se recogieron datos de las camaras de reaccion en cada serie y se extrajeron valores
Ct usando el programa de analisis PCR de tiempo real BioMark, version 3.0.2. Se fijé el umbral de calidad en 0,65
(valor por defecto).

Se calcularon los niveles de expresion de ARNm relativos para cada muestra individual aplicando el método delta-

delta-CT. Delta (1) fue la correccion para abundancia de ARNm usando genes de referencia y Delta (2) fue la

correccion para los controles de vehiculo (en su mayoria DMSO). Cuando se usaron N=3 genes de referencia que

habian demostrado expresarse de manera constante sin estar influenciados por exposiciones del compuesto (las

mayores correlaciones de Pearson con una relacion de expresion de ARNm (compuesto / control de portador) de

1,0), en la expresion de ARNm de micromatriz “compendio” conjunto de datos que consistia en N=256 muestras. Los
9
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tres genes de referencia fueron beta-2-macroglobulina (B2M, muy abundante), proteina 4 de trafico de golgi a RE
(GET4) y clase G1 de biosintesis de ancla de fosfatidilinositolglicano (PIGG), respectivamente.

Ejemplo 10: Criterios de genes clasificadores de niveles de ARNm cambiados.

En el contexto de seleccionar genes clasificadores para inmunotoxicidad, se define un nivel de ARNm cambiado
como sigue:

En 6 horas de exposicién a un nivel sub-citotéxico de un compuesto inmunotéxico el nivel de ARNm de un
gen clasificador se aumenta, o se disminuye por = 2,0 veces, cuando se compara con 6 horas de
exposicion a un control de vehiculo (tal como 0,1% (v/v) de DMSO, o medio), en al menos dos de tres
experimentos de exposicion independientes.

Se define un nivel sub-citotdxico en la seccién denominada Seleccidon de concentraciones de exposicion de los
compuestos. En resumen, se define un nivel sub-citotéxico como la concentracion mas alta que presenta, en 24
horas de exposicion, un efecto < 20% sobre la viabilidad de células Jurkat, cuando se determina por dos pruebas
separadas (WST-1, Roche y ATPLite, Perkin Elmer) y se corrigieron para diferencias en densidad celular entre
compuesto de ensayo y control de vehiculo.

10
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para determinar si un compuesto es inmunotéxico, en el que el nivel de expresion de al menos un
gen marcador se determina en una muestra obtenida a partir de una célula Jurkat cultivada in vitro, que se expone al
compuesto en el cultivo in vitro, en el que el gen marcador es ABCA1 y en el que se concluye que el compuesto es
inmunotoéxico si el nivel de expresion del gen marcador ABCA1 esta por debajo de, o por encima de, un valor de
referencia predeterminado.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el nivel de expresion de tres genes marcadores adicionales se
determina en la muestra obtenida a partir de la célula Jurkat cultivada in vitro, en el que se concluye que el
compuesto es inmunotoxico si el nivel de expresion de al menos un gen marcador adicional esta por debajo de, o
por encima de, un valor de referencia predeterminado, en el que los genes marcadores adicionales son CHAC1,
CRIM1 y HMGCS1.

3. Método segun la reivindicacién 1, en el que se concluye que el compuesto es inmunotéxico si el nivel de
expresion del gen marcador ABCA1 esta al menos 2 veces por debajo de, o por encima de, un valor de referencia
predeterminado.

4. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, en el que la célula Jurkat se expone al compuesto
durante un periodo de tiempo que oscila de varias horas a varios dias.

5. Método segun la reivindicacion 4, en el que el periodo de tiempo es 6 horas.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 5, en el que el valor de referencia predeterminado es un valor
obtenido de la expresién de un gen de referencia.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que el gen de referencia se selecciona del grupo que consiste en: beta-2-
macroglobulina, proteina 4 de trafico de Golgi a RE y clase G1 de biosintesis de ancla de fosfatidilinositolglicano.
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