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DESCRIPCION
Un ensayo de la respuesta inmunitaria mediada por células

Esta descripcion se refiere en general al campo de los ensayos de diagnéstico inmunolégicos que incluyen un
ensayo para medir la respuesta inmunitaria mediada por células. La presente descripcion ensefia la determinacion
del estado, la progresion y/o la gravedad de enfermedades basandose en la respuesta inmunitaria mediada por
células de un sujeto. El ensayo contemplado en la presente memoria es capaz de integrarse en una arquitectura de
patologia estandar para proporcionar un sistema de informe de diagndstico y facilitar el tratamiento clinico en el
punto de asistencia.

Antecedentes

Los detalles bibliograficos de las publicaciones a las que hace referencia el autor en esta memoria descriptiva se
recogen por orden alfabético al final de la descripcion.

La referencia a cualquier técnica anterior en esta memoria descriptiva no es, y no se deberia considerar, un
reconocimiento o ninguna forma de sugerencia de que esta técnica anterior forme parte del conocimiento general
comun en ningun pais.

Los ensayos de diagndstico inmunolégicos son herramientas importantes para detectar una diversidad de
enfermedades. La eficacia de estos tipos de ensayos se basa en parte en la especificidad de los componentes en el
sistema inmunitario. A pesar de esta especificidad, los diagndsticos inmunolégicos no siempre son necesariamente
lo suficientemente sensibles como para detectar niveles bajos de una actividad de respuesta inmunitaria innata y/o
adaptiva, tal como en respuesta a una infeccion de bajo grado o en presencia de una infeccién persistente de bajo
nivel o en sujetos con enfermedades activas o latentes. Existe la necesidad de desarrollar ensayos de diagnostico
con una sensibilidad incrementada con respecto a la respuesta inmunitaria mediada por células.

Una forma de ensayo de diagnoéstico inmunoldgico implica la estimulacion de células T con antigenos o mitégenos
en un cultivo de células aisladas o en un cultivo de sangre completa, seguido de la deteccion de moléculas efectoras
tales como las citocinas producidas por las células T estimuladas (también denominadas células T efectoras). Las
moléculas efectoras se detectan en general mediante el uso de técnicas tales como inmunoensayos enzimaticos,
analisis con microesferas multiplex, ELISpot y citometria de flujo. Tales ensayos son utiles para detectar respuestas
de células T especificas de enfermedades. Un ejemplo de un ensayo de células T es QuantiFERON (marca
registrada; Cellestis Limited). Mas adelante en la presente memoria se denomina "QFT", y es un ensayo basado en
un ensayo de liberacion de interferon-y (IFN-y) (IGRA). Otro ensayo emplea la estimulacion directa de células T
humanas sumamente purificadas mediante el uso de anticuerpos anti-CD3 (un agonista de receptores de células T)
y el agonista del receptor de tipo Toll (TLR), R848. Sin embargo, no se detectaron todas las moléculas efectoras, y el
ensayo no es adecuado para sangre completa. Nowroozalizadeh et al. (Cytokine. junio de 2009;46(3):325-31)
estudio la respuesta a estimulos del receptor de tipo Toll en infecciones por HIV-1 y HIV-2 mediante el uso de
muestras de sangre completa. Fooladi et al. (Arch Med Sci, 2009; 5, 3:335-341) estudid la estimulacion de células T
y la liberacién de citocinas inducida por la enterotoxina estafilocécica tipo B y monofosforil lipido A en esplenocitos
aislados. El documento WO 2011/075773 describe un método para medir la actividad de la respuesta inmunitaria
mediada por células en un sujeto, que comprende poner en contacto una muestra fuente de linfocitos del sujeto con
uno o mas agentes que potencian los sistemas inmunitarios adaptativo e innato, y medir la presencia o elevacion del
nivel de una molécula efectora inmunitaria de las células inmunitarias, en el que la presencia o el nivel de la
molécula efectora inmunitaria es indicativo del nivel de la respuesta mediada por células del sujeto.

La capacidad de analizar rapidamente la inmunidad mediada por células y con un grado elevado de sensibilidad
tiene importancia clinica. Un médico necesita tener una apreciacion del desarrollo de una enfermedad y su efecto
sobre el sistema inmunitario del hospedador.

Existe la necesidad, no obstante, de mejorar la sensibilidad de los ensayos de respuesta inmunitaria mediada por
células en un sujeto.

Sumario

En la presente memoria se describen métodos para detectar una respuesta inmunitaria mediada por células en un
sujeto, y tales métodos comprenden incubar linfocitos del sujeto con:

(i) un antigeno;y
(ii) una cantidad limitante de un agonista de receptor de tipo Toll (TLR);

y después cribar con respecto a los niveles de moléculas efectoras producidas por los linfocitos activados. Una
"cantidad limitante" del agonista de TLR significa una cantidad de agente que induce una minima respuesta de fondo
cuando el agente se incuba con linfocitos en ausencia de un antigeno.

La coincubacion del antigeno y la cantidad limitante de agonista de TLR con linfocitos puede dar como resultado un
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ensayo mas sensible, lo que permite una deteccidon mas temprana de la estimulacion de los linfocitos que la que
seria posible de otra manera. La sensibilidad incrementada puede incluir una deteccién incrementada al menos un
10% de las moléculas efectoras en comparacion con la coincubacién con cantidades no limitantes del agonista de
TLR. La capacidad de incrementar la sensibilidad de un ensayo de la respuesta inmunitaria mediada por células
también puede posibilitar medios de deteccion menos sensibles de moléculas efectoras. Ademas, la magnitud de la
respuesta inmunitaria mediada por células detectada en el ensayo se puede correlacionar con el estado, la
progresion y/o la gravedad de la enfermedad.

La invencion se refiere a un método para medir la actividad de la respuesta inmunitaria mediada por células en un
sujeto, y dicho método comprende poner en contacto linfocitos de una muestra de sangre obtenida del sujeto con un
antigeno y un agonista R848 del receptor de tipo Toll (TLR) 7/8 a una concentracion de 0,01 pg/ml a 0,1 pg/ml y
medir la presencia o elevacion del nivel de interferon-y (IFN-y) de los linfocitos, en el que la presencia o el nivel de
IFN-y es indicativo del nivel de respuesta mediada por células del sujeto.

De manera provechosa, el sujeto es un ser humano y la muestra es sangre completa sin diluir. De manera
alternativa, la muestra es sangre completa que comprende de alrededor del 10% al 100% en volumen de la muestra
a ensayar, o que comprende de alrededor del 50% al 100% en volumen de la muestra a ensayar, o que comprende
de alrededor del 80% al 100% en volumen de la muestra a ensayar. El volumen de muestra puede estar en
cantidades de microlitros o mililitros, tal como de 0,5 pyl a 5 ml. De manera conveniente, la sangre completa se
recoge en un tubo que comprende heparina, y la molécula efectora inmunitaria es IFN-y. En general, los efectores
inmunitarios se detectan con anticuerpos especificos para los mismos, tal como mediante el uso de ELISA o un
ELISpot.

El sujeto puede tener una infeccion por un agente patdgeno seleccionado del genero Mycobacterium, tal como
Mycobacterium tuberculosis o tuberculosis (TB), género Staphylococcus, género Streptococcus, género Borrelia,
Escherichia coli, género Salmonella, género Clostridium, género Shigella, género Proteus, género Bacillus, virus
Herpes, virus de la Hepatitis B o C y virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), o una enfermedad que resulta de
ellas.

El sujeto puede tener de manera alternativa una enfermedad seleccionada de enfermedad celiaca, diabetes
autoinmunitaria, alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipidico, enfermedad de Addison
autoinmunitaria, esclerosis mudltiple, enfermedad autoinmunitaria de la glandula suprarrenal, anemia hemolitica
autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, ooforitis y orquitis autoinmunitarias, enfermedad de Behcet, penfigoide
ampolloso, cardiomiopatia, celiaquia-dermatitis, sindrome de fatiga cronica (CFIDS), desmielinizacion inflamatoria
cronica, polineuropatia inflamatoria crénica, sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial, sindrome CREST,
enfermedad por crioaglutininas, enfermedad de Crohn, dermatitis herpetiforme, lupus discoide, crioglobulinemia
mixta esencial, fibromialgia, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, fibrosis
pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA, diabetes dependiente de insulina
(Tipo 1), liqguen plano, lupus, enfermedad de Méniere, enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis multiple,
miastenia gravis, miocarditis, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis, sindromes
poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar
primaria, psoriasis, fenébmeno de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis,
esclerodermia, sindrome de Sjogren, sindrome de la persona rigida, lupus eritematoso sistémico, arteritis de
Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis, vitiligo y enfermedad
inflamatoria intestinal.

El sujeto puede tener de manera alternativa un cancer seleccionado del protooncogén ABL1, canceres relacionados
con el SIDA, neuroma acustico, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, carcinoma adenoquistico,
cancer adrenocortical, metaplasia mieloide agnogénica, alopecia, sarcoma alveolar de partes blandas, cancer anal,
angiosarcoma, anemia aplasica, astrocitoma, ataxia-telangiectasia, carcinoma de células basales (piel), cancer de
vejiga, canceres 0seos, cancer intestinal, glioma del tronco encefalico, tumores cerebrales y del SNC, cancer de
mama, tumores del SNC, tumores carcinoides, cancer de cuello uterino, tumores cerebrales infantiles, cancer infantil,
leucemia infantil, sarcoma infantil de tejidos blandos, condrosarcoma, coriocarcinoma, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mieloide croénica, canceres colorrectales, linfoma de células T cutaneas, dermatofibrosarcoma protuberans,
tumor desmoplasico de células pequefas y redondas, carcinoma ductal, canceres endocrinos, cancer endometrial,
ependimoma, cancer esofagico, sarcoma de Ewing, cancer de vias biliares extrahepaticas, cancer de ojo, melanoma
ocular, retinoblastoma, cancer de trompas de Falopio, anemia de Fanconi, fibrosarcoma, cancer de vesicula biliar,
cancer gastrico, canceres gastrointestinales, tumor carcinoide gastrointestinal, canceres genitourinarios, tumores de
células germinales, enfermedad trofoblastica gestacional, glioma, canceres ginecolégicos, neoplasias malignas
hematolégicas, leucemia de células peludas, cancer de cabeza y cuello, cancer hepatocelular, cancer de mama
hereditario, histiocitosis, enfermedad de Hodgkin, papilomavirus humano, mola hidatiforme, hipercalcemia, cancer
hipofaringeo, melanoma intraocular, cancer de células de islotes, sarcoma de Kaposi, cancer de rifidn, histiocitosis
de células de Langerhans, cancer laringeo, leiomiosarcoma, leucemia, sindrome de Li-Fraumeni, cancer de labio,
liposarcoma, cancer de higado, cancer de pulmoén, linfedema, linfoma, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
cancer de mama masculino, tumor rabdoide maligno de rifién, meduloblastoma, melanoma, cancer de células de
Merkel, mesotelioma, cancer metastasico, cancer de boca, neoplasia endocrina mdultiple, micosis fungoide,
sindromes mielodisplasicos, mieloma, trastornos mieloproliferativos, cancer nasal, cancer nasofaringeo,
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nefroblastoma, neuroblastoma, neurofibromatosis, sindrome de Nijmegen, cancer de piel distinto de melanoma,
cancer de pulmoén de células no microciticas (NSCLC), canceres oculares, cancer esofagico, cancer de la cavidad
oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer ovarico con ostomia, cancer de pancreas, cancer paranasal, cancer
de paratiroides, cancer de glandula parétida, cancer de pene, tumores neuroectodérmicos periféricos, cancer de
hipofisis, policitemia vera, cancer de prostata, canceres infrecuentes y trastornos asociados, carcinoma de células
renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sindrome de Rothmund-Thomson, cancer de glandula salival, sarcoma,
schwannoma, sindrome de Sezary, cancer de piel, cancer de pulmén de células microciticas (SCLC), cancer de
intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, tumores de la médula espinal, carcinoma de células escamosas (piel),
cancer de estdbmago, sarcoma sinovial, cancer testicular, cancer de timo, cancer de tiroides, cancer de células de
transicion (vejiga), cancer de células de transicion (pelvis renal/uréter), cancer trofoblastico, cancer uretral, cancer
del aparato urinario, uroplaquinas, sarcoma uterino, cancer de utero, cancer vaginal, cancer de vulva,
macroglobulinemia de Waldenstrom y tumor de Wilms.

El sujeto puede estar expuesto de manera alternativa a un agente toxico.

En los aspectos anteriores, el antigeno puede derivar del agente patégeno, estar asociado a la enfermedad o
cancer, o ser el agente toxico. De manera alternativa, la infeccion, enfermedad, cancer o agente toxico puede inhibir
la inmunidad mediada por células, en cuyo caso se podria emplear cualquier antigeno al que el sujeto se haya
expuesto anteriormente.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacion grafica que muestra las respuestas de IFN-y de cultivos de sangre completa
expuestos a diferentes concentraciones del agonista de TLR, R848 (0,01 pg/ml a 0,1 ug/ml). El experimento se llevd
a cabo en tubos sin antigeno (antigeno Nil) que comprendian R848 y la muestra de sangre. Los tubos son tubos
QFT-antigeno Nil.

La Figura 2 es una representacion grafica de las respuestas de IFN-y de cultivos de sangre completa expuestos a
0,5 pg/ml de virus de Epstein-Barr (EBV) y concentraciones variables de R848 (0,01 pg/ml, 0,05 ug/mly 0,1 pug/ml).

La Figura 3 es una representacion grafica de las respuestas de IFN-y de cultivos de sangre completa expuestos a
0,5 pg/ml de citomegalovirus (CMV) y concentraciones variables de R848 (0,05 ug/mly 0,1 pug/ml).

La Figura 4 es una representacion grafica de las respuestas de IFN-y de cultivos de sangre completa de pacientes
que se sospechaba que tenian tuberculosis o sus contactos domésticos mediante el uso de QFT en presencia de
0,05 yg/ml o 0,1 yg/ml de R848. Cada punto de datos representa la respuesta menos el fondo respectivo (Nil; Nil +
0,05 pg/ml de R848; y N + 0,1 ug/ml de R848, respectivamente). Los datos se transformaron en el logaritmo y se
analizaron mediante ANOVA de medidas repetidas con una prueba de Bonferroni. Las barras indican el valor medio
con EEM.

Descripcion detallada

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto lo requiera de otra manera, la palabra
"comprenden"”, o variaciones tales como "comprende" o "que comprende"”, se entendera que implican la inclusién de
un elemento o numero entero o etapa de método o grupo de elementos o nimeros enteros o etapas de métodos
indicadas, pero no la exclusién de cualquier otro elemento o nimero entero o etapa de método o grupo de elementos
0 numeros enteros o etapas de métodos.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, las formas singulares "un", "uno/una" y "el/la" incluyen los
aspectos plurales, a menos que el contexto lo dicte claramente de otra manera. Asi, por ejemplo, la referencia a "una
célula T" incluye una célula T individual, asi como dos o mas células T; la referencia a "un agente" incluye un Unico
agente, asi como dos o mas agentes; la referencia a "la descripcion" incluye aspectos individuales o multiples
ensefiados por la presente descripcion; y asi sucesivamente. Las expresiones "células T" y "linfocitos T" se usan de
manera intercambiable en la presente memoria. Una "célula inmunitaria” incluye un linfocito, tal como las células NK.

La referencia a un "agente", "reactivo", "molécula" y "compuesto" incluye las entidades individuales y las
combinaciones de dos o mas de tales entidades. Una "combinacion" también incluye multiples partes, tales como
una composicion de dos partes en la que los agentes se proporcionan por separado y se usan o se dispensan por
separado o se mezclan entre si antes de la dispensacion. Por ejemplo, un envase de un ensayo de multiples partes
puede tener un antigeno contra el que se va a medir una respuesta inmunitaria mediada por células y un agonista de
TLR. Este aspecto de la presente descripcion incluye agentes secados y sueltos o inmovilizados en una pared de un
compartimento o soporte soélido en un envase de ensayo.

Los linfocitos se activan mediante la coincubacién con el antigeno. Las cantidades limitantes de agonista de TLR
aumentan la deteccién temprana de las moléculas efectoras.

La expresion "agonista de TLR" es un ejemplo de un agente que potencia el sistema inmunitario innato. Otros
términos adecuados incluyen los potenciadores, estimulantes, activadores e inductores del sistema inmunitario
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innato.

Un estimulante de la inmunidad innata incluye un agonista de TLR. Los agonistas de TLR incluyen un compuesto de
imidazoquinolina tal como R848 (ligando de TLR-7/8), Pam3CSK4 (ligando de TLR-2), Lipomanano (ligando de TLR-
2), poli(l:C) [ligando de TLR-3], Lipopolisacarido (ligando de TLR-4), y oligodesoxinucleétidos de CpG (ligando de
TLR-9). Con respecto a la seleccion de un agonista de TLR, en orden decreciente, los agonistas se seleccionan de
agonistas para TLR-7/8 > TLR-4 > TLR-3 > TLR-2.

R848 se describe en Nowroozalizadeh et al. (2009) Cytokine 46:325-31, Hemmi et al. (2002) Nature Immunology
3:196-200 y Peel et al. (1985) J Med Chem 28:298-302. La referencia a "imidazoquinolina" incluye un derivado de
imidazoquinolina.

La presente descripciéon ensefia el aumento de la produccién de moléculas efectoras por parte de los linfocitos
expuestos a un antigeno. Tales linfocitos son linfocitos "activados" o "estimulados”. El aumento se da exponiendo a
las células a una cantidad limitante de un agonista de TLR. El nivel de la respuesta es mayor en presencia del
antigeno y de cantidades limitantes del agonista de TLR que la suma de las respuestas por separado en presencia
del antigeno o de cantidades limitantes del agonista de TLR solo, o cuando el agonista de TLR no es limitante. Esto
posibilita un ensayo mas sensible para analizar la respuesta inmunitaria mediada por células de un sujeto. La
presente descripcion, por lo tanto, posibilita un ensayo para detectar, analizar o de otra manera monitorizar una
respuesta mediada por células en un sujeto midiendo la presencia o el nivel de las moléculas efectoras de las
células T estimuladas mediante un antigeno en presencia de un agonista de TLR pero en cantidades limitantes. El
ensayo también posibilita la deteccion mas temprana de la respuesta mediada por células. El ensayo ensefiado en la
presente memoria puede aumentar la sensibilidad de un ensayo mediado por células, lo que puede posibilitar que se
empleen ensayos de deteccion menos sensibles. Ademas, se propone que el grado o magnitud de la respuesta
inmunitaria mediada por células refleja o informa del estado, la progresion y/o la gravedad de una enfermedad. Por
ejemplo, la magnitud de la respuesta puede determinar si un sujeto tiene una infeccion o enfermedad latente, activa
0 aguda.

También se puede afadir un agente adicional para modular la actividad de las células T reguladoras (células T-reg).
Lo ultimo abarca inhibir la funcién inhibidora de las células T-reg. Los agentes que modulan las células T-reg
abarcados en la presente memoria incluyen un ligando de CD25; un oligonucleétido directo o inverso hacia el
material genético que codifica JAK1 o TYKZ2; un anticuerpo neutralizante; un oligonucleétido que contiene CpG; un
oligonucledtido que actiia como un agente modulador de TLR; y otros agentes moduladores de TLR.

En una realizacion particular, las células T-reg son células inhibidoras de la respuesta inmunitaria cuya actividad se
inhibe.

Una "molécula de CpG" significa un oligonucleétido que comprende una secuencia o motivo de CpG.

Las cantidades del agonista de TLR usadas en un ensayo descrito en la presente memoria variaran dependiendo del
agonista y de las condiciones del ensayo y de las concentraciones del antigeno y de otros componentes. Con
respecto a R848, el agonista de TLR-7/8 de la invencién, una cantidad limitante de este agonista de TLR incluye de
0,01 pg/ml a 0,1 pug/ml de liquido de ensayo. Esto abarca 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09 y 0,1
pg/mi.

La presente descripcion proporciona un medio para determinar la respuesta de la inmunidad mediada por células en
un sujeto y, a su vez, ensefia la determinacion de si una enfermedad o un agente induce o esta asociado a
inmunodepresién. El método también posibilita el diagndstico de enfermedades infecciosas, estados patoldgicos, la
determinacion del nivel de inmunocompetencia y el analisis de la respuesta de las células inmunitarias hacia agentes
enddgenos o exdgenos, asi como el andlisis de la exposicién a un agente toxico tal como berilio u otros agentes
toxicos. El ensayo también posibilita el cribado de sujetos expuestos previamente a un antigeno particular, tal como
un antigeno asociado a una enfermedad, infeccién o contaminante.

En la presente memoria se contempla un método para medir la actividad de la respuesta inmunitaria mediada por
células en un sujeto, y el método comprende poner en contacto linfocitos del sujeto con un antigeno y una cantidad
limitante de un agonista de TLR y medir la elevacion del nivel de una molécula efectora inmunitaria de las células
inmunitarias, en el que el nivel de la molécula efectora inmunitaria es indicativo del nivel de la respuesta mediada por
células del sujeto, en el que el nivel de la respuesta es indicativo de la presencia o ausencia o nivel o etapa de una
enfermedad o afeccion seleccionada de la lista que comprende una infeccidon por un agente patégeno, una
enfermedad autoinmunitaria, un cancer, una afeccion inflamatoria y la exposicion a un agente toxico.

La presente descripcidon contempla ademas un método para determinar si un agente induce inmunodepresion en un
sujeto, y el método comprende poner en contacto los linfocitos del sujeto tras la exposicion al agente con un
antigeno y una cantidad limitante de un agonista de TLR, y medir la presencia y el nivel de una molécula efectora de
los linfocitos, en el que el nivel de la molécula efectora determina el nivel de la inmunodepresién inducida por el
agente. El agente puede ser un medicamento o un agente toxico ambiental.

De acuerdo con la invencion, los linfocitos se hallan en una muestra de sangre. La muestra de sangre se co-estimula
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con un antigeno y una cantidad limitante de R848, concretamente de 0,01 pg/ml a 0,1 ug/ml de R848.

De manera especifica, la invencion se refiere a un método para medir la actividad de la respuesta inmunitaria
mediada por células en un sujeto, y dicho método comprende poner en contacto linfocitos de una muestra de sangre
obtenida del sujeto con un antigeno y un agonista R848 del receptor de tipo Toll (TLR) 7/8 a una concentracion de
0,01 pg/ml a 0,1 ug/ml y medir la presencia o elevacion del nivel de interferén-y (IFN-y) de los linfocitos, en el que la
presencia o el nivel de IFN-y es indicativo del nivel de respuesta mediada por células del sujeto.

Este método se puede usar para detectar o monitorizar la presencia, ausencia, nivel o etapa de una enfermedad o
afeccion, tal como una infeccion por un agente patdégeno, una enfermedad autoinmunitaria, un cancer, una afeccién
inflamatoria y/o la exposicion a un medicamento o a un agente tdxico tal como berilio u otro agente toxico ambiental.

La referencia a un "sujeto" incluye un ser humano o una especie no humana, que incluye primates, ganado (p.ej.
ovejas, vacas, cerdos, caballos, asnos, cabras), animales de experimentaciéon en laboratorio (p.ej. ratones, ratas,
conejos, conejillos de indias, hamsters), animales de compaiiia (p.ej. perros, gatos), especies aviares (p.ej. aves de
corral, aves de aviario), reptiles y anfibios. La presente materia tiene aplicabilidad en la medicina humana, asi como
aplicaciones en ganaderia y veterinaria y animales salvajes, lo que incluye las industrias de carreras de caballos,
perros y camellos. Por ejemplo, el ensayo de la presente descripcion se puede llevar a cabo de manera rutinaria en
caballos antes y/o después de un esfuerzo intenso (tal como una carrera) para cribar en busca de indicios de
hemorragia pulmonar inducida por el ejercicio (HPIE). Todos los caballos exhiben cierta forma de HPIE hasta cierto
punto durante el ejercicio. Sin embargo, las formas subclinicas de HPIE pueden ser dificiles de detectar.

La referencia a un "ser humano" incluye las poblaciones particulares de seres humanos, tales como las poblaciones
pediatricas, ancianas y enfermas de seres humanos, asi como cohortes o poblaciones particulares de seres
humanos de un grupo étnico particular.

En otra realizacion, el sujeto es un ser humano y el ensayo de respuesta inmunitaria mediada por células se usa en
el cribado con respecto a la respuesta a microorganismos, virus y parasitos patdégenos, la posibilidad de desarrollar o
monitorizar afecciones autoinmunitarias, la enfermedad celiaca, monitorizar la respuesta de un sujeto a la exposicion
oncologica, y para determinar la presencia de cualquier inmunodeficiencia o inmunodepresion. Esto ultimo puede
ocurrir, por ejemplo, debido a ciertos medicamentos, que incluyen diversos agentes quimioterapicos. De manera
alternativa, la exposicion a contaminantes y agentes toxicos ambientales.

La expresion "moléculas efectoras inmunitarias" comprende una variedad de moléculas que se producen en
respuesta a la activacion o estimulacion celular por un antigeno. IFN-y es una molécula efectora inmunitaria
especialmente Util que se usa de acuerdo con la invencion. Otras incluyen una diversidad de citocinas, tales como
las interleucinas (IL), p.ej. IL-2, IL-4, IL-6, IL-6 (CXCL8), IL-10, IL-12, IL-13, IL-16 (LCF) o IL-17, IL-1a (IL-1F1), I1t-13
(IL-IF2), IL-1ra (IL-1F3), Factor de Necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de crecimiento transformador beta (TGF-8),
un factor estimulante de colonias (CSF) tal como de granulocitos (G)-CSF o de granulocitos-macréfagos (GM)-CSF,
el componente del complemento 5a (C5a), Groa (CXCL1), sICAM-1 (CD54), IP-10 (CXCL10), I-TAC (CXCL11),
MCP-1 (CCL2), MIF (GIF), MIP-1a (CCL3), MIP-1 (CCL4), RANTES (CCL5) o MIG (CXCL9).

El ensayo ensefiado en la presente memoria posibilita la deteccion de la presencia o ausencia o nivel o etapa de una
enfermedad o afeccion en un sujeto, tal como la infeccién por un agente patdégeno, una enfermedad autoinmunitaria,
cancer, la exposicion a un agente inflamatorio o la exposicidon a un medicamento, la exposicién a un agente toxico tal
como berilio u otro agente tdxico o contaminante, y una inmunodeficiencia o inmunodepresion, tal como la inducida
por una enfermedad.

El agonista de TLR puede estar libre en un recipiente de reaccion o puede estar inmovilizado en un soporte solido,
tal como en una microesfera o en el lado o el fondo de un recipiente de reaccion. El agonista puede estar también en
forma seca, que se reconstituye antes o durante el uso. De forma similar, el antigeno puede estar libre o
inmovilizado en un recipiente de reaccion, tal como en el recipiente propiamente dicho o en una microesfera u otro
soporte sélido.

La muestra recogida del sujeto se deposita en general en un tubo de recogida de sangre. Un tubo de recogida de
sangre incluye un tubo de extraccion de sangre u otro recipiente similar. De manera conveniente, cuando la muestra
es sangre completa, el tubo de recogida de sangre esta heparinizado. De manera alternativa, se afiade heparina al
tubo después de recoger la sangre. La sangre completa es una muestra muy adecuada. La referencia a "sangre
completa" incluye la sangre completa que no se ha diluido, tal como en un cultivo de tejidos, medio, reactivos,
excipientes, etc. En una realizacion, la expresion "sangre completa” incluye una muestra de ensayo (es decir, mezcla
de reaccién) que comprende al menos un 10% en volumen de sangre completa. La expresion "al menos un 10% en
volumen" incluye volimenes de sangre del 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72,73, 74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 y 100% en volumen del volumen total de ensayo de la mezcla de reaccion. Se
pueden afiadir agentes adicionales tales como medios de cultivo, enzimas, excipientes, antigeno y similares, sin
apartarse de la muestra que comprende "sangre completa".
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Los volumenes de sangre pueden ser de alrededor de 0,5 pyl a 200 ml. Los ejemplos incluyen 0,5 pl, 1 pl, 5 pl, 10 pl,
20 pl, 50 pl, 100 pl, 500 pl, 1 ml, 5 ml, 10 ml, y 20 ml. La presente descripcion también posibilita el uso del microflujo
acustico para mejorar la mezcla de los componentes en el ensayo. El microflujo acustico se describe en la solicitud
de patente internacional N° PCT/AU01/00420 y en Petkovic-Duran et al. (2009) Biotechniques 47:827-834.

En la presente memoria se contempla un método de mezcla de uno o mas linfocitos y un antigeno y una cantidad
limitante de un agonista de TLR en un recipiente, y el método comprende proporcionar de alrededor de 0,5 pl a 150
pl de fluido que comprende los componentes en el recipiente para establecer una discontinuidad en la impedancia
acustica, y aplicar una sefial acustica para provocar la mezcla dentro del fluido. También se puede aplicar una
segunda sefal acustica, y la primera y segunda sefial tienen frecuencias respectivas seleccionadas cada una de
alrededor de 1 Hz a alrededor de 20.000 Hz de una manera alternante, para llevar a cabo una mezcla caética en el
fluido.

El uso de tubos de recogida de sangre es compatible con los sistemas automatizados de laboratorio habituales, y
éstos son adaptables al analisis a gran escala y al muestreo aleatorio. Los tubos de recogida de sangre también
minimizan los costes de manipulacion y reducen la exposicion de laboratorio a sangre completa y plasma y, por lo
tanto, reducen el riesgo de que el personal de laboratorio contraiga un agente patdgeno, tal como HIV o virus de la
hepatitis B (HBV) o hepatitis C (HCV).

La combinacién de la etapa de incubacién con el tubo de recogida es especialmente eficaz y aumenta la sensibilidad
del ensayo, al igual que la caracteristica opcional de incubar las células en presencia de un carbohidrato simple, tal
como dextrosa o glucosa.

Las células del sistema inmunitario mediado por células pierden la capacidad de generar una respuesta inmunitaria
en la sangre completa después de un periodo prolongado tras la extraccion de sangre del sujeto, y las respuestas
sin intervencion a menudo se reducen gravemente o desaparecen tras 24 desde la extraccion de sangre. La
reduccion del trabajo y de la necesidad de material de plastico especializado permite llevar a cabo la estimulacion
inmunitaria mediada por células con antigenos en el punto de asistencia, tal como los consultorios médicos, clinicas,
instalaciones ambulatorias y clinicas veterinarias o granjas. Una vez que se completa la estimulacién con el
antigeno, ya no existe la necesidad de células recientes y activas. IFN-y y otras citocinas o moléculas efectoras
inmunitarias son estables en plasma y, asi, la muestra se puede almacenar, o enviarla sin condiciones especiales o
requisitos de rapidez.

La etapa de incubacion puede ser de 1 a 50 horas, tal como 1 a 40 horas o 8 a 24 horas, o un periodo de tiempo
intermedio que incluye 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 horas. Es especialmente
adecuado un periodo de 24 horas.

La capacidad de medir la inmunidad mediada por células es importante para analizar la capacidad de un sujeto de
responder a una infeccién por un agente patégeno, tal como un microorganismo o virus o parasito, generar una
respuesta autoinmunitaria, tal como en la diabetes autoinmunitaria, o proteger contra canceres u otras afecciones
oncologicas, o detectar una afeccion inflamatoria o detectar la exposicion o sensibilidad de un sujeto a un agente
toxico, tal como berilio. El ensayo descrito en la presente memoria también posibilita la deteccion de enfermedades
que conducen a la inmunodepresién o inmunodepresion inducida por medicamentos. Por lo tanto, la referencia a
"medir una respuesta inmunitaria mediada por células en un sujeto" incluye y abarca el diagndstico inmunitario de
enfermedades infecciosas y autoinmunitarias, un marcador de inmunocompetencia, asi como un marcador de
enfermedades inflamatorias, cancer y agentes toxicos. De manera importante, se determina la respuesta inmunitaria
innata y/o adaptativa combinadas. Ademas, la capacidad de usar pequefios volimenes de sangre posibilita que los
ensayos se lleven a cabo facilmente, por ejemplo, en poblaciones pediatricas, ancianas y enfermas. El ensayo de la
presente memoria posibilita la detecciéon temprana o la deteccidon mas sensible de la respuesta inmunitaria.

En una realizacion, las enfermedades que conducen a la inmunodepresion incluyen la infeccidn crénica y el cancer.
Los medicamentos que pueden conducir a la inmunodepresion incluyen los usados para tratar la artritis reumatoide,
el cancer y la enfermedad inflamatoria intestinal.

Los agentes patégenos o infecciosos incluyen bacterias, parasitos y virus. Los ejemplos de bacterias incluyen los
microorganismos gram-positivos y gram-negativos, tales como el género Mycobacterium, género Staphylococcus,
género Streptococcus, Escherichia coli, género Salmonella, género Clostridium, género Shigella, género Proteus,
género Bacillus, género Haemophilus, género Borrelia, entre otros. Mycobacterium tuberculosis es un objetivo
especialmente util, asi como las afecciones que surgen de la infeccion por M. tuberculosis, tales como la tuberculosis
(TB). Los ejemplos de virus incluyen el virus de la hepatitis (virus de la hepatitis B y virus de la hepatitis C), virus
Herpes y virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), asi como las enfermedades que resultan de ellas. Los
parasitos incluyen el género Plasmodium, dermatofitos, parasitos hepaticos y similares. Otros agentes patégenos
incluyen células eucarioticas tales como levaduras y hongos.

Las enfermedades autoinmunitarias contempladas en la presente memoria para la deteccion incluyen, entre otras,
alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipidico, enfermedad de Addison autoinmunitaria,
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esclerosis multiple, enfermedad autoinmunitaria de la glandula suprarrenal, anemia hemolitica autoinmunitaria,
hepatitis autoinmunitaria, ooforitis y orquitis autoinmunitarias, enfermedad de Behcet, penfigoide ampolloso,
cardiomiopatia, celiaquia-dermatitis, sindrome de fatiga cronica (CFIDS), desmielinizacion inflamatoria cronica,
polineuropatia inflamatoria crénica, sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial, sindrome CREST, enfermedad
por crioaglutininas, enfermedad de Crohn, dermatitis herpetiforme, lupus discoide, crioglobulinemia mixta esencial,
fibromialgia, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, fibrosis pulmonar
idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA, diabetes dependiente de insulina (Tipo I),
liquen plano, lupus, enfermedad de Méniere, enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis multiple, miastenia
gravis, miocarditis, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis, sindromes poliglandulares,
polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar primaria, psoriasis,
fendmeno de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia,
sindrome de Sjogren, sindrome de la persona rigida, lupus eritematoso sistémico, arteritis de Takayasu, arteritis
temporal/arteritis de células gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis y vitiligo.

En general, es importante analizar la respuesta mediada por células potencial o real en los sujetos expuestos a estas
entidades infecciosas. También se puede usar el método de la presente invencién para detectar la presencia o
ausencia de estas afecciones, asi como el nivel o la etapa del proceso de la enfermedad.

Otras enfermedades que pueden conducir a la inmunodepresion incluyen las enfermedades inflamatorias.

Los ejemplos de enfermedades inflamatorias contempladas por la presente descripcion incluyen, pero sin limitacion,
las enfermedades y trastornos que dan como resultado una respuesta de enrojecimiento, hinchazén, dolor, y una
sensacion de calor en ciertas areas que se supone que protege a los tejidos afectados por la lesion o enfermedad.
Las enfermedades inflamatorias que se pueden tratar mediante el uso de los métodos de la presente descripcion
incluyen, sin limitacion, acné, angina de pecho, artritis, neumonia por aspiracion, empiema, gastroenteritis,
inflamacion, gastroenteritis virica, NEC, enterocolitis necrosante, enfermedad inflamatoria pélvica, faringitis, PID,
pleuritis, garganta inflamada, enrojecimiento, rubor, amigdalitis, gastroenteritis virica e infecciones del tracto urinario,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria croénica, polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria croénica,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica. Con
respecto a las aplicaciones no humanas, la presente descripcion se amplia para detectar HPIE en caballos y
diversas afecciones en animales, tales como la enfermedad de tumores faciales en el demonio de Tasmania.

La terapia del cancer también es en cierto grado dependiente de la inmunidad mediada por células, y el cancer
propiamente dicho o los farmacos usados para tratar el cancer pueden conducir a una inmunodepresion. Los
canceres contemplados en la presente memoria incluyen: un grupo de enfermedades y trastornos que se
caracterizan por un crecimiento celular descontrolado (p.ej. la formacién de un tumor) sin la diferenciacion de esas
células hasta células especializadas y diferentes. Tales enfermedades y trastornos incluyen el protooncogén ABL1,
canceres relacionados con el SIDA, neuroma acustico, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda,
carcinoma adenoquistico, cancer adrenocortical, metaplasia mieloide agnogénica, alopecia, sarcoma alveolar de
partes blandas, cancer anal, angiosarcoma, anemia aplasica, astrocitoma, ataxia-telangiectasia, carcinoma de
células basales (piel), cancer de vejiga, canceres 0seos, cancer intestinal, glioma del tronco encefalico, tumores
cerebrales y del SNC, cancer de mama, tumores del SNC, tumores carcinoides, cancer de cuello uterino, tumores
cerebrales infantiles, cancer infantil, leucemia infantil, sarcoma infantii de tejidos blandos, condrosarcoma,
coriocarcinoma, leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide cronica, canceres colorrectales, linfoma de células T
cutaneas, dermatofibrosarcoma protuberans, tumor desmoplasico de células pequefias y redondas, carcinoma
ductal, canceres endocrinos, cancer endometrial, ependimoma, cancer esofagico, sarcoma de Ewing, cancer de vias
biliares extrahepaticas, cancer de ojo, melanoma ocular, retinoblastoma, cancer de trompas de Falopio, anemia de
Fanconi, fibrosarcoma, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, canceres gastrointestinales, tumor carcinoide
gastrointestinal, canceres genitourinarios, tumores de células germinales, enfermedad trofoblastica gestacional,
glioma, canceres ginecoldgicos, neoplasias malignas hematoldgicas, leucemia de células peludas, cancer de cabeza
y cuello, cancer hepatocelular, cancer de mama hereditario, histiocitosis, enfermedad de Hodgkin, papilomavirus
humano, mola hidatiforme, hipercalcemia, cancer hipofaringeo, melanoma intraocular, cancer de células de islotes,
sarcoma de Kaposi, cancer de rifidn, histiocitosis de células de Langerhans, cancer laringeo, leiomiosarcoma,
leucemia, sindrome de Li-Fraumeni, cancer de labio, liposarcoma, cancer de higado, cancer de pulmon, linfedema,
linfoma, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de mama masculino, tumor rabdoide maligno de rifién,
meduloblastoma, melanoma, cancer de células de Merkel, mesotelioma, cancer metastasico, cancer de boca,
neoplasia endocrina multiple, micosis fungoide, sindromes mielodisplasicos, mieloma, trastornos mieloproliferativos,
cancer nasal, cancer nasofaringeo, nefroblastoma, neuroblastoma, neurofibromatosis, sindrome de Nijmegen,
cancer de piel distinto de melanoma, cancer de pulmén de células no microciticas (NSCLC), canceres oculares,
cancer esofagico, cancer de la cavidad oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer ovarico con ostomia, cancer
de pancreas, cancer paranasal, cancer de paratiroides, cancer de glandula parétida, cancer de pene, tumores
neuroectodérmicos periféricos, cancer de hipdfisis, policitemia vera, cancer de préstata, canceres infrecuentes y
trastornos asociados, carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sindrome de Rothmund-
Thomson, cancer de glandula salival, sarcoma, schwannoma, sindrome de Sezary, cancer de piel, cancer de pulmén
de células microciticas (SCLC), cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, tumores de la médula
espinal, carcinoma de células escamosas (piel), cancer de estémago, sarcoma sinovial, cancer testicular, cancer de
timo, cancer de tiroides, cancer de células de transicion (vejiga), cancer de células de transicion (pelvis renal/uréter),
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cancer trofoblastico, cancer uretral, cancer del aparato urinario, uroplaquinas, sarcoma uterino, cancer de utero,
cancer vaginal, cancer de vulva, macroglobulinemia de Waldenstrém y tumor de Wilms.

En los aspectos anteriores, el antigeno puede derivar del agente patégeno, estar asociado a la enfermedad o
cancer, o ser el agente toxico. De manera alternativa, la infeccion, enfermedad, cancer o agente toxico puede inhibir
la inmunidad mediada por células, en cuyo caso se podria emplear cualquier antigeno al que el sujeto se haya
expuesto anteriormente.

La deteccion de las moléculas efectoras inmunitarias se puede medir a nivel de proteina o de acido nucleico. Por lo
tanto, la referencia a la "presencia o nivel" de la molécula efectora inmunitaria incluye datos directos e indirectos. Por
ejemplo, los niveles elevados de mARN de una citocina son datos indirectos que muestran niveles incrementados de
la citocina.

Los ligandos hacia los efectores inmunitarios son especialmente Utiles para detectar y/o cuantificar estas moléculas.
Los anticuerpos hacia los efectores inmunitarios son especialmente Utiles. Los métodos para los ensayos
contemplados en la presente memoria se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, radioinmunoensayos,
ensayos tipo sandwich, ELISA y ELISpot. La referencia a los "anticuerpos" incluye las partes de anticuerpos,
anticuerpos adaptados a mamiferos (p.€j. humanizados), anticuerpos desinmunizados, anticuerpos recombinantes o
sintéticos y anticuerpos hibridos y de cadena simple. Para los ensayos en piel, en seres humanos, los anticuerpos
humanizados o desinmunizados se contemplan especialmente en la presente memoria para detectar moléculas
efectoras.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales son obtenibles mediante inmunizaciéon con las moléculas efectoras
inmunitarias o fragmentos antigénicos de las mismas, y cada tipo es utilizable para los inmunoensayos. Los métodos
para obtener ambos tipos de sueros son muy conocidos en la técnica. Se prefieren menos los sueros policlonales,
pero se preparan de manera relativamente sencilla mediante la inyeccion en un animal de laboratorio adecuado de
una cantidad eficaz del efector inmunitario, o parte antigénica del mismo, la recogida del suero del animal y el
aislamiento de sueros especificos mediante cualquiera de las técnicas inmunoadsorbentes conocidas. Aunque los
anticuerpos producidos mediante este método son utilizables en practicamente cualquier tipo de inmunoensayo, en
general son menos favorables debido a la heterogeneidad potencial del producto.

El uso de anticuerpos monoclonales en un inmunoensayo es especialmente Util debido a la capacidad de producirlos
en grandes cantidades y a la homogeneidad del producto. La preparacion de lineas celulares de hibridoma para la
produccion de anticuerpos monoclonales obtenidos fusionando una linea celular inmortal y linfocitos sensibilizados
hacia la preparacién inmundgena se puede realizar mediante métodos que son muy conocidos para los expertos en
la técnica.

La deteccion de una molécula efectora inmunitaria en una muestra que comprende linfocitos de un sujeto puede
comprender poner en contacto la muestra o una alicuota de la muestra con un anticuerpo especifico hacia la
molécula efectora inmunitaria o un fragmento antigénico de la misma durante un tiempo y en condiciones suficientes
para que se forme un complejo anticuerpo-molécula efectora, y después detectar el complejo, en el que la molécula
efectora inmunitaria se genera tras la incubacién de los linfocitos con un antigeno y una cantidad limitante de un
agonista de TLR.

Una "muestra" incluye sangre completa o una fraccién de la misma que comprende linfocitos. Este método incluye
micro-matrices, macro-matrices y nano-matrices sobre soportes sélidos planos o esféricos. Una micro- o macro-
matriz es util. Una "muestra” también incluye una muestra de pequefio volumen de alrededor de 0,5 pl a 1000 pl, lo
que incluye 5 pl, 10 pl, 20 pl, 50 pl'y 100 pl, asi como volumenes mayores tales como de 1 ml a alrededor de 200 ml,
tal como 1 ml, 2 ml, 5ml, 10 ml 0 20 ml.

Hay disponible una amplia variedad de técnicas de inmunoensayos, como se puede observar mediante referencia a
las patentes de EE.UU. N° 4.016.043, 4.424.279 y 4.018.653.

Lo siguiente es una descripciéon de un tipo de ensayo. Se inmoviliza un anticuerpo sin marcar sobre un sustrato
soélido y la muestra en la que se van a ensayar las moléculas efectoras inmunitarias (p.ej. una citocina) se pone en
contacto con la molécula unida. Tras un periodo adecuado de incubacién, durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir la formacién de un complejo anticuerpo-molécula efectora inmunitaria, se afiade un segundo anticuerpo
especifico hacia la molécula efectora, marcado con una molécula indicadora capaz de producir una sefial detectable,
y se incuba, y se proporciona un tiempo suficiente para la formacion de otro complejo anticuerpo-molécula efectora-
anticuerpo marcado. Cualquier material sin reaccionar se elimina mediante lavado, y se determina la presencia de la
molécula efectora mediante la observacién de una sefial producida por la molécula indicadora. Los resultados
pueden ser cualitativos, mediante simple observacién de la sefial visible, o se pueden cuantificar comparandolos con
una muestra de control que contiene cantidades conocidas del antigeno. Este método generalizado es muy conocido
para los expertos en la técnica, al igual que lo seria cualquiera de diversas variaciones.

En estos ensayos, un primer anticuerpo que tiene especificidad hacia las presentes moléculas efectoras inmunitarias
se une de manera covalente o pasiva a una superficie solida. La superficie solida es en general vidrio o un polimero,
y los polimeros usados mas habitualmente son celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o
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polipropileno. Los soportes sélidos pueden estar en forma de tubos, microesferas, esferas, discos de microplacas, o
cualquier otra superficie adecuada para llevar a cabo un inmunoensayo. Los procesos de unién son muy conocidos
en la técnica, y en general consisten en entrecruzar, unir covalentemente o adsorber fisicamente el complejo
polimero-anticuerpo lavado en la preparacién para la muestra de ensayo. Después se afiade una alicuota de la
muestra a ensayar al complejo en fase sdlida y se incuba durante un periodo de tiempo suficiente (p.ej. 2-120
minutos o, cuando sea mas adecuado, durante la noche) y en condiciones adecuadas (p.€j. de alrededor de 20°C a
alrededor de 40°C) para permitir la unién de cualquier subunidad presente en el anticuerpo. Tras el periodo de
incubacion, se lava la subunidad del anticuerpo en fase sélida y se seca, y se incuba con un segundo anticuerpo
especifico hacia una porciéon de la molécula efectora. El segundo anticuerpo esta unido a una molécula indicadora
que se usa para indicar la union del segundo anticuerpo a la molécula efectora.

Existen muchas variaciones para este ensayo. Una variacion especialmente util es un ensayo simultaneo en el que
todos o muchos de los componentes se mezclan sustancialmente de manera simultanea. Ademas, se puede
determinar la unién de un anticuerpo a una citocina mediante la unién de un anticuerpo marcado dirigido hacia el
primer anticuerpo mencionado.

Una "molécula indicadora", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, significa una molécula que, por su
naturaleza quimica, proporciona una sefal identificable analiticamente que permite la deteccion del antigeno-
anticuerpo unido. La deteccidon puede ser cualitativa o cuantitativa. Las moléculas indicadoras usadas mas
habitualmente en este tipo de ensayo son enzimas, fluoréforos o moléculas que contienen radionuclidos (es decir,
radiois6topos) y moléculas quimioluminiscentes. Los ejemplos de fluoréforos adecuados se proporcionan en la Tabla
1. En el caso de un inmunoensayo enzimatico, se conjuga una enzima al segundo anticuerpo, en general por medio
de glutaraldehido o peryodato. Como se reconocera faciimente, sin embargo, existe una amplia diversidad de
técnicas de conjugacion diferentes, que estan faciimente disponibles para el técnico experto. Las enzimas usadas
habitualmente incluyen la peroxidasa de rabano, glucosa oxidasa, beta-galactosidasa y fosfatasa alcalina, entre
otras. Los sustratos a usar con las enzimas especificas se eligen en general para la produccion, tras la hidrélisis
mediante la enzima correspondiente, de un cambio de color detectable. Los ejemplos de enzimas adecuadas
incluyen la fosfatasa alcalina y peroxidasa. También es posible emplear sustratos fluorogénicos, que proporcionan
un producto fluorescente en vez de los sustratos cromogénicos indicados anteriormente. En todos los casos, el
anticuerpo marcado con enzima se afiade al primer complejo anticuerpo-antigeno, se deja que se una, y después el
reactivo en exceso se elimina mediante lavado. Después se afiade una disolucion que contiene el sustrato adecuado
al complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo. El sustrato reaccionara con la enzima unida al segundo anticuerpo, lo
que proporcionara una sefal visual cualitativa, que ademas se puede cuantificar, normalmente de manera
espectrofotométrica, para proporcionar una indicacién de la cantidad de antigeno que habia presente en la muestra.
De nuevo, la presente descripcion se amplia a un ensayo sustancialmente simultaneo.

De manera alternativa, se pueden acoplar quimicamente compuestos fluorescentes, tales como fluoresceina y
rodamina, a los anticuerpos sin alterar su capacidad de unién. Cuando se activa mediante iluminacién con luz de una
longitud de onda particular, el anticuerpo marcado con fluorocromo absorbe la energia luminosa, lo que induce un
estado de excitabilidad en la molécula, seguido de la emision de la luz de un color caracteristico visualmente
detectable con un microscopio 6ptico. Se deja que el anticuerpo marcado con fluorescencia se una al primer
complejo anticuerpo-antigeno. Después de eliminar mediante lavado el reactivo sin unir, el complejo terciario
restante se expone a la luz de la longitud de onda adecuada, y la fluorescencia observada indica la presencia del
antigeno de interés. Los métodos de inmunofluorescencia y de inmunoensayo enzimatico estan muy bien
establecidos en la técnica, y se prefieren especialmente para el presente método. Sin embargo, también se pueden
emplear otras moléculas indicadoras, tales como moléculas con radioisétopos, moléculas quimioluminiscentes o
bioluminiscentes.

Existe una diversidad de otros sistemas de deteccion que se pueden emplear, que incluyen oro coloidal, y la
presente descripcion abarca tales sistemas de deteccion.

La presente descripcion también contempla los ensayos genéticos, tales como los que implican el andlisis mediante
PCR para detectar productos de expresion de ARN de una secuencia genética que codifica un efector inmunitario.

En una realizacion, la PCR se lleva a cabo mediante el uso de pares de cebadores, uno o ambos de los cuales estan
marcados en general con la misma molécula indicadora o con una molécula indicadora diferente capaz de
proporcionar una sefal distinguible. El uso de fluordforos es especialmente Gtil en la practica de la presente
descripcion. Los ejemplos de fluoréforos adecuados se pueden seleccionar de la lista proporcionada en la Tabla 1.
Otros marcadores incluyen los colorantes luminiscentes y fosforescentes, asi como los infrarrojos. Estos colorantes o
fluoréforos también se pueden usar como moléculas indicadoras para los anticuerpos.
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Tabla 1

Lista de fluoréforos adecuados

Sonda Ex' (nm) Em? (nm)
Reactivo y sondas conjugadas

Hidroxicumarina 325 386
Aminocumarina 350 455
Metoxicumarina 360 410
Azul Cascada 375; 400 423
Amairillo Lucifer 425 528
NBD 466 539
R-Ficoeritrina (PE) 480; 565 578
Conjugados PE-Cy5 480; 565; 650 670
Conjugados PE-Cy7 480; 565; 743 767
Conjugados APC-Cy7 650; 755 767
Rojo 613 480; 565 613
Fluoresceina 495 519
FluorX 494 520
BODIPY-FL 503 512
TRITC 547 574
X-Rodamina 570 576
Lisamina Rodamina B 570 590
PerCP 490 675
Rojo Texas 589 615
Aloficocianina (APC) 650 660
TruRed 490, 675 695
Alexa Fluor 350 346 445
Alexa Fluor 430 430 545
Alexa Fluor 488 494 517
Alexa Fluor 5632 530 555
Alexa Fluor 546 556 573
Alexa Fluor 555 556 573
Alexa Fluor 568 578 603
Alexa Fluor 594 590 617
Alexa Fluor 633 621 639
Alexa Fluor 647 650 688
Alexa Fluor 660 663 690
Alexa Fluor 680 679 702
Alexa Fluor 700 696 719
Alexa Fluor 750 752 779
Cy2 489 506

Cy3 (512); 550 570; (615)

Cy3,5 581 596; (640)
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Sonda Ex' (nm) Em? (nm)
Reactivo y sondas conjugadas
Cy5 (625); 650 670
Cy5,5 675 694
Cy7 743 767
Sondas de &cido nucleico

Hoechst 33342 343 483
DAPI 345 455
Hoechst 33258 345 478
Azul SYTOX 431 480
Cromomicina A3 445 575
Mitramicina 445 575
YOYO-1 491 509
Verde SYTOX 504 523
Naranja SYTOX 547 570
Bromuro de Etidio 493 620
7-AAD 546 647

Naranja de Acridina 503 530/640
TOTO-1, TO-PRO-1 509 533
Naranja de Tiazol 510 530
Yoduro de Propidio (PI) 536 617
TOTO-3, TO-PRO-3 642 661

LDS 751 543; 590 712; 607

Proteinas Fluorescentes

Y66F 360 508
Y66H 360 442
EBFP 380 440

Tipo natural 396, 475 50, 503
GFPuv 385 508
ECFP 434 477
Y66W 436 485
S65A 471 504
S65C 479 507
Se5L 484 510
S65T 488 511
EGFP 489 508
EYFP 514 527
DsRed 558 583

Otras sondas

Monoclorobimano 380 461
Calceina 496 517

'Ex: Longitud de onda de ex

citacion maxima (nm)

2 Em: Longitud de onda de emisién maxima (nm)
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La presente memoria abarca cualquier método adecuado para analizar la emision de fluorescencia. A este respecto,
las técnicas ensefiadas en la presente memoria incluyen, pero sin limitacion, la espectroscopia de fluorescencia
resuelta en el tiempo de 2 fotones y 3 fotones como, por ejemplo, la descrita por Lakowicz ef al. (1997) Biophys. J.
72:567, la formacion de imagenes mediante el tiempo de vida de fluorescencia como, por ejemplo, la descrita por
Eriksson et al. (1993) Biophys. J. 2:64 y la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia como, por
ejemplo, la descrita por Youvan et al. (1997) Biotechnology et elia 3:1-18.

Un marcador luminiscente o fosforescente adecuado puede dar como resultado luminiscencia y fosforescencia,
respectivamente, tal como se conoce en la técnica. A este respecto, se puede usar cualquier medio éptico para
identificar tal marcador.

Un colorante infrarrojo adecuado puede dar como resultado radiacion infrarroja. Los colorantes infrarrojos ejemplares
que se pueden emplear en la presente descripcion incluyen, pero sin limitacion, los descritos en Lewis et al. (1999)
Dyes Pigm. 42(2):197, Tawa et al. Mater. Res. Soc. Symp. Proc. 488 [Electrical, Optical and Magnetic Properties of
Organic Solid-State Materials 1V], 885-890, Daneshvar et al (1999) J. Immunol. Methods 226(1-2):119-128, Rapaport
et al. (1999) Appl. Phys. Lett. 74(3):329-331 y Durig et al. (1993) J. Raman Spectrosc. 24(5):281-285. Se puede
emplear cualquier método espectroscopico infrarrojo adecuado para detectar el colorante infrarrojo. Por ejemplo, a
este respecto se puede usar espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier como describid, por ejemplo,
Rahman et al. (1998) J. Org. Chem. 63:6196.

De manera adecuada, la difraccion, reflexion, polarizacion o refraccion de la radiacion electromagnética incidente,
que incluye la luz y los rayos X, puede dar como resultado la dispersion electromagnética. Tal dispersion se puede
usar para cuantificar el nivel de mARN o el nivel de proteina.

La citometria de flujo es especialmente Util para analizar la emision del fluoréforo.

Como se conoce en la técnica, la citometria de flujo es una técnica de alto rendimiento que implica analizar
rapidamente las caracteristicas fisicas y quimicas de las particulas (p.ej. mMARN, ADN o proteinas marcadas) a
medida que pasan a través de la trayectoria de uno o mas haces de laser mientras estan suspendidas en una
corriente de fluido. A medida que cada particula intercepta el haz de laser, se detecta la luz dispersada y la luz
fluorescente emitida por cada célula o particula y se registra mediante el uso de cualquier algoritmo de seguimiento
adecuado tal como, por ejemplo, se describe mas adelante en el presente documento.

Un citémetro de flujo moderno es capaz de llevar a cabo estas tareas a una velocidad de hasta 100.000
células/particulas s”. Por medio del uso de una matriz optica de filtros y espejos dicroicos, se pueden separar las
diferentes longitudes de onda de la luz fluorescente y detectarlas de manera simultanea. Ademas, se pueden usar
varios laseres con diferentes longitudes de onda de excitacion. Por lo tanto, se puede usar una diversidad de
fluoréforos para seleccionar como objetivo y examinar, por ejemplo, diferentes efectores inmunitarios en una muestra
o efectores inmunitarios de multiples sujetos.

Los citémetros de flujo adecuados que se pueden usar en los métodos de la presente descripcion incluyen los que
miden de cinco a nueve parametros opticos (véase la Tabla 2) mediante el uso de un Unico laser de excitacion,
habitualmente un laser de i6n argén refrigerado por aire que funciona a 15 mW en su linea espectral de 488 nm. Los
citometros de flujo mas avanzados son capaces de usar multiples laseres de excitacion, tal como un laser de HeNe
(633 nm) o un laser de HeCd (325 nm) ademas del laser de i6n argén (488 o 514 nm).

Tabla 2

Parametros Opticos ejemplares que se pueden medir con un citémetro de flujo.

Parametro Acrénimo Angulo de deteccion del haz Longitud de onda (nm)
laser incidente
Luz dispersada frontalmente FS 2-5° 488*

Luz dispersada lateralmente SS 90° 488*
Fluorescencia "verde" FL1 90° 510-54"
Fluorescencia "amarilla" FL2 90° 560-580"
Fluorescencia "roja" FL3 90° >650"

* mediante el uso de un laser de excitacion de 488 nm
T anchura del filtro de paso de banda
# filtro de paso largo

Por ejemplo, Biggs et al. (1999) Cytometry 36:36-45 ha construido un citdmetro de flujo de 11 parametros mediante
el uso de tres laseres de excitacion, y ha demostrado el uso de nueve fluoréforos distinguibles ademas de las
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medidas de dispersion frontal y lateral con el fin de inmunofenotipar (es decir, clasificar) particulas. La seleccion de
los parametros que se puede usar de manera adecuada depende en gran medida de los coeficientes de extincion,
los rendimientos cuanticos y la cantidad de solapamiento espectral entre todos los fluoréforos (Malemed et al. (1990)
"Flow cytometry and sorting", 22 Ed., Nueva York, Wiley-Liss). Se entendera que la presente descripcion no se limita
a ningun citdémetro de flujo particular o ningun grupo particular de parametros. A este respecto, la descripcion
también contempla el uso, en lugar de un citémetro de flujo convencional, de un citdmetro de flujo microfabricado
como describid, por ejemplo, Fu et al. (1999) Nature Biotechnology 17:1109-1111.

El ensayo posibilitado en la presente memoria se puede automatizar o semi-automatizar para el cribado de alto
rendimiento o para el cribado en busca de varios efectores inmunitarios de un sujeto. La automatizacién se controla
de manera conveniente mediante un programa informatico.

La presente descripcidon contempla ademas, por lo tanto, sistemas basados y no basados en Internet en los que los
datos sobre la respuesta inmunitaria mediada por células de un sujeto se proporcionan mediante un servidor cliente
o una plataforma de otra arquitectura a un procesador central que los analiza y compara respecto de un control, y
opcionalmente considera otra informacion, tal como la edad del paciente, el sexo, el peso y otras afecciones
médicas, y después proporciona un informe, tal como, por ejemplo, un factor de riesgo para la gravedad de una
enfermedad o progresion o estado o un indice de probabilidad de desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, también
se proporciona un método de negocio, por el cual se recoge sangre en tubos transportables en los que después se
analiza la respuesta inmunitaria mediada por células en una localizacion definida, y los resultados se envian
después en forma de un informe electrénico por medio de un servidor cliente o una plataforma de otra arquitectura a
un profesional sanitario.

Por lo tanto, el equipo y los programas informaticos basados en el conocimiento también forman parte de la presente
descripcion. Esto facilita a la asistencia sanitaria determinar si una enfermedad, que incluye infeccién, cancer o
inflamacién, o un medicamento o agente téxico estan induciendo o estan asociados a la inmunodepresion.

Los ensayos posibilitados por la presente descripcion se pueden usar en una arquitectura o plataformas basadas en
el conocimiento existentes o recién desarrolladas asociadas a los servicios de patologia. Por ejemplo, los resultados
de los ensayos se transmiten a través de una red de comunicaciones (p.ej. Internet) o una conexion telefoénica a un
sistema de procesamiento en el que se almacena un algoritmo y se usa para generar un valor de probabilidad a
posteriori predicho que se traduce al indice de respuesta inmunitaria mediada por células o inmunodepresién, que
después se envia a un usuario final en forma de un informe de diagndstico o predictivo. Este informe también puede
formar la base del tratamiento clinico y de la medicina personalizada.

El ensayo, por lo tanto, puede estar en forma de un kit o sistema informatico que comprende los reactivos necesarios
para detectar la concentracion de la molécula efectora inmunitaria tras la exposicion de los linfocitos a un antigeno y
una cantidad limitante de un agonista de TLR, y el equipo y/o programas informaticos para facilitar la determinacién y
transmision de los informes a un médico.

Por ejemplo, la presente descripcion ensefia un método para permitir que un usuario determine el estado de la
respuesta inmunitaria mediada por células de un sujeto, y el método incluye:

(a) recibir datos en forma de niveles o concentraciones de una molécula efectora inmunitaria que, respecto de un
control, proporcionan una correlaciéon con respecto al estado de la respuesta inmunitaria mediada por células en un
sujeto, a través de una red de comunicaciones, y la molécula efectora inmunitaria se mide tras la exposiciéon de los
linfocitos a un antigeno y una cantidad limitante de un agonista de TLR;

(b) procesar los datos del sujeto por medio de un analisis univariante o multivariante para proporcionar un valor de
respuesta inmunitaria;

(c) determinar el estado del sujeto de acuerdo con los resultados del valor de la respuesta inmunitaria en
comparacion con los valores predeterminados; y

(d) transferir una indicacion del estado del sujeto al usuario a través de la red de comunicaciones.

La referencia al analisis "univariante" o "multivariante” incluye un algoritmo que realiza la funcidon de analisis
univariante o multivariante.

De manera conveniente, el método incluye ademas en general:
(a) hacer que el usuario determine los datos mediante el uso de una estacion terminal remota; y
(b) transferir los datos desde la estacion terminal hasta la estacion base a través de la red de comunicaciones.

La estacion base puede incluir un primer y segundo sistema de procesamiento, en cuyo caso el método puede
incluir:

(a) transferir los datos al primer sistema de procesamiento;
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(b) transferir los datos al segundo sistema de procesamiento; y

(c) hacer que el primer sistema de procesamiento lleve a cabo la funciéon de andlisis univariante o multivariante
para generar el valor de la respuesta inmunitaria mediada por células.

El método puede incluir ademas:

(a) transferir los resultados de la funcion de analisis univariante o multivariante al primer sistema de
procesamiento; y

(b) hacer que el primer sistema de procesamiento determine el estado del sujeto.
En este caso, el método incluye ademas al menos uno de:

(a) transferir los datos entre la red de comunicaciones y el primer sistema de procesamiento a través de un primer
cortafuegos; y

(b) transferir los datos entre el primer y el segundo sistema de procesamiento a través de un segundo cortafuegos.

El segundo sistema de procesamiento se puede acoplar a una base de datos adaptada para almacenar datos
predeterminados y/o la funcién de andlisis univariante o multivariante, y el método incluye:

(a) consultar la base de datos para obtener al menos los datos predeterminados seleccionados o acceso a la
funcién de analisis univariante o multivariante desde la base de datos; y

(b) comparar los datos predeterminados seleccionados respecto de los datos del sujeto o generar un indice de
probabilidad predicha de un nivel de respuesta inmunitaria celular o inmunodepresion.

El segundo sistema de procesamiento se puede acoplar a una base de datos, y el método incluye almacenar los
datos en la base de datos.

El método puede incluir ademas hacer que la estacion base:

(a) determine la informaciéon de pago, y la informacién de pago representa la provision del pago por parte del
usuario; y

(b) lleve a cabo la comparacion en respuesta a la determinacion de la informacion de pago.

La presente descripcion también proporciona una estacion base para determinar el estado de un sujeto con respecto
a la respuesta inmunitaria mediada por células o inmunodepresion, y la estacion base incluye:

(a) un método de almacenamiento;
(b) un sistema de procesamiento, y el sistema de procesamiento esta adaptado para:

(c) recibir los datos del sujeto desde el usuario a través de una red de comunicaciones, y los datos incluyen los
niveles de la molécula efectora inmunitaria, en el que el nivel de la molécula efectora respecto de un control
proporciona una correlacién con respecto al estado de la respuesta inmunitaria mediada por células, en el que la
molécula efectora inmunitaria se determina tras la exposicion de los linfocitos a un antigeno y una cantidad limitante
de un agonista de TLR;

(d) llevar a cabo una funcién algoritmica que incluye comparar los datos con respecto a los datos predeterminados;

(e) determinar el estado del sujeto de acuerdo con los resultados de la funcion algoritmica que incluye la
comparacion; y

(c) transmitir una indicacion del estado del sujeto al usuario a través de la red de comunicaciones.

El sistema de procesamiento se puede adaptar para recibir datos de una estacién terminal remota adaptada para
determinar los datos.

El sistema de procesamiento puede incluir:
(a) un primer sistema de procesamiento adaptado para:
(i) recibir los datos; y

(i) determinar el estado del sujeto de acuerdo con los resultados de la funcién de analisis univariante o
multivariante que incluye comparar los datos; y

(b) un segundo sistema de procesamiento adaptado para:
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(i) recibir los datos del sistema de procesamiento;
(i) llevar a cabo la funcién de analisis univariante o multivariante que incluye la comparacion; y
(iii) transferir los resultados al primer sistema de procesamiento.

El sistema de procesamiento se puede acoplar a una base de datos, y el sistema de procesamiento se adapta para
almacenar los datos en la base de datos.

Por lo tanto, los niveles de la molécula efectora inmunitaria se pueden cribar solos o en combinacién con otros
biomarcadores o indicadores de enfermedad. Un nivel "alterado" significa un incremento o elevacion o una
disminucion o reduccién de las concentraciones de la molécula efectora inmunitaria.

La determinaciéon de las concentraciones o niveles de la molécula efectora inmunitaria posibilita el establecimiento
de una regla de diagndstico basada en las concentraciones respecto de los controles. De manera alternativa, la regla
de diagndstico se basa en la aplicacion de un algoritmo estadistico y de aprendizaje automatico. Tal algoritmo usa
las relaciones entre la molécula efectora y el estado de la enfermedad observadas en los datos de entrenamiento
(con un estado conocido de la enfermedad o de la respuesta inmunitaria mediada por células) para deducir las
relaciones que se usan después para predecir el estado de sujetos con un estado desconocido. Se puede emplear
un algoritmo que proporcione el indice de probabilidad de que un sujeto tenga un cierto nivel de respuesta
inmunitaria mediada por células y/o una enfermedad. El algoritmo lleva a cabo una funcién de analisis univariante o
multivariante.

Por lo tanto, la presente descripciéon proporciona una regla de diagnostico basada en la aplicacion de algoritmos
estadisticos y de aprendizaje automatico. Tal algoritmo usa las relaciones entre la molécula efectora inmunitaria y el
nivel de la respuesta inmunitaria mediada por células o inmunodepresion observadas en los datos de entrenamiento
(con un estado inmunitario conocido) para deducir las relaciones que se usan después para predecir el estado de los
pacientes con un estado inmunitario desconocido. Los profesionales expertos en la técnica de analisis de datos
reconocen que se pueden usar muchas formas diferentes para deducir las relaciones en los datos de entrenamiento
sin cambiar considerablemente la presente descripcion.

La presente descripcion contempla ademas el uso de una base de conocimiento de datos de entrenamiento que
comprende los niveles de la molécula efectora inmunitaria de un sujeto con un nivel conocido de respuesta
inmunitaria mediada por células para generar un algoritmo que, tras la entrada de una segunda base de datos de
conocimiento que comprende los niveles de la misma molécula efectora inmunitaria de un sujeto con un nivel
desconocido de respuesta inmunitaria, proporciona un indice de probabilidad que predice la naturaleza de la
respuesta inmunitaria mediada por células.

La expresion "datos de entrenamiento” incluye el conocimiento de los niveles de una molécula efectora inmunitaria
respecto de un control, en el que la molécula efectora inmunitaria se determina tras la exposicién de los linfocitos a
un antigeno y una cantidad limitante de uno o mas agentes adaptativos que potencian el sistema inmunitario innato
y/o adaptativo. Un "control" incluye una comparacion respecto de los niveles de una molécula efectora inmunitaria en
un sujeto con una respuesta inmunitaria "normal”, o puede ser un nivel determinado estadisticamente basado en
ensayos.

Por lo tanto, la expresion "datos de entrenamiento” incluye los niveles de una molécula efectora inmunitaria.

Los niveles o las concentraciones de la molécula efectora inmunitaria proporcionan los datos de ensayo de entrada
denominados en la presente memoria "segunda base de datos de conocimiento". La segunda base de datos de
conocimiento se considera respecto de un control, o se alimenta en un algoritmo generado por una "primera base de
datos de conocimiento” que comprende informacion de los niveles de un efector inmunitario en un sujeto con un
estado inmunolégico conocido. La segunda base de datos de conocimiento es de un sujeto de estado desconocido
con respecto a la respuesta inmunitaria mediada de células. La salida del algoritmo o la comparacion respecto de un
control es un factor de probabilidad o riesgo, denominado en la presente memoria "un indice de probabilidad", de
que un sujeto tenga un cierto nivel de respuesta inmunitaria o inmunosupresor.

Los datos generados a partir de los niveles de la molécula efectora inmunitaria son los datos de entrada. La entrada
de datos que comprenden los niveles de efectores inmunitarios se compara con un control o se introduce en el
algoritmo que proporciona un valor de riesgo de la probabilidad de que el sujeto tenga, por ejemplo, una afeccion
inmunosupresora. También se puede monitorizar un régimen de tratamiento para determinar la presencia de
cualquier inmunodepresion. Un nivel de inmunodepresion puede incrementar el riesgo de un sujeto de contraer una
infeccion secundaria o de tener una recidiva (p.ej. durante la terapia del cancer o el tratamiento de una infeccion
patégena).

Como se describio anteriormente, los métodos para diagnosticar una respuesta inmunitaria o afeccion
inmunosupresora determinando el grado en el que un sujeto puede generar una respuesta inmunitaria innata y/o
adaptativa por medio de un nivel de una molécula efectora inmunitaria proporciona una segunda base de datos de
conocimiento en un algoritmo generado con la primera base de datos de conocimiento o niveles de la misma
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molécula efectora en sujetos con un estado inmunitario conocido. También se proporcionan métodos para detectar
una respuesta inmunitaria que comprende determinar la presencia y/o velocidad de una molécula efectora
inmunitaria tras la estimulacién del sistema inmunitario innato y/o adaptativo en una muestra de un sujeto.
"Velocidad" significa el cambio de la concentracion de la molécula efectora en una muestra de un sujeto a lo largo
del tiempo.

Como se indico anteriormente, el término "muestra”, tal como se usa en la presente memoria, significa cualquier
muestra que contiene uno o mas linfocitos que incluye, pero sin limitacion, sangre completa, una fraccion de sangre
completa, extractos de tejido y células recién recogidas.

El método de la presente descripcidon se puede usar en el diagnédstico y el inicio de una enfermedad. La presente
descripcion también se puede usar para monitorizar la progresion de una afeccidon y para monitorizar si un
tratamiento particular es eficaz o no. En particular, el método se puede usar para monitorizar la inmunodepresion
tras cirugia, terapia del cancer u otra medicacion o exposicion a agentes toxicos.

La descripciéon contempla un método para monitorizar la inmunodepresion en un sujeto, que comprende:
(a) proporcionar una muestra de un sujeto;

(b) determinar el nivel de una molécula efectora inmunitaria tras la estimulacion mediante un antigeno y una
cantidad limitante de un agonista de TLR;

en el que el nivel del efector inmunitario respecto de un control proporciona una correlacion respecto del estado de la
respuesta inmunitaria mediada por células, y someter los niveles a un algoritmo para proporcionar un indice de
probabilidad de que el sujeto tenga un cierto nivel de respuesta inmunitaria; y

(c) repetir las etapas (a) y (b) en un momento posterior, y comparar el resultado de la etapa (b) con el resultado de
la etapa (c), en el que una diferencia en el indice de probabilidad es indicativa de la progresion de la afeccion en el
sujeto.

La referencia a un "algoritmo" o "funciones algoritmicas", como se resumié anteriormente, incluye la ejecucion de
una funcién de andlisis univariante o multivariante. Se puede poner en practica una diversidad de diferentes
arquitecturas y plataformas, ademas de las descritas anteriormente. Se apreciara que se puede usar cualquier forma
de arquitectura adecuada para poner en practica la presente descripcion. Sin embargo, una técnica beneficiosa es el
uso de arquitecturas distribuidas. En particular, se pueden proporcionar varias estaciones terminales en
localizaciones geograficas respectivas. Esto puede incrementar la eficacia del sistema reduciendo los costes y
requisitos de ancho banda de datos, asi como asegurando que si una estacion base se congestiona o falla, otras
estaciones terminales podrian reemplazarla. Esto también permite el reparto de la carga o similares, para asegurar
que el acceso al sistema esta disponible en todo momento.

En este caso, seria necesario asegurar que la estacion base contenga la misma informacion e identificacion, de
forma que se puedan usar diferentes estaciones terminales.

También se apreciara que, en un ejemplo, las estaciones terminales pueden ser dispositivos portatiles, tales como
PDAs, teléfonos moviles, o similares, que son capaces de transferir los datos del sujeto a la estacion base a través
de una red de comunicaciones tal como Internet, y recibir los informes.

En los aspectos anteriores, el término "datos" significa los niveles o las concentraciones del efector inmunitario tras
la estimulacion mediante un antigeno en presencia de una cantidad limitante de un agonista de TLR. La "red de
comunicaciones” incluye Internet y una red de telefonia mévil y una linea de telefonia fija. Cuando se usa un
servidor, en general es un servidor cliente, o mas en particular un protocolo de acceso a objetos simples (SOAP).

Los métodos de unidn inmunitaria para detectar o cuantificar la cantidad de un componente reactivo en una muestra
incluyen métodos que requieren la deteccion o cuantificacion de cualquier complejo inmunitario formado durante el
proceso de union. En este caso, se obtendria una muestra que se sospecha que contiene una citocina tras la
estimulacion de los linfocitos con un antigeno en presencia de una cantidad limitante de agonista de TLR, y se
pondria en contacto la muestra con un anticuerpo y después se detectaria o cuantificaria la cantidad de complejos
inmunitarios formados en las condiciones especificas.

La puesta en contacto de la muestra biolégica elegida con el anticuerpo en condiciones eficaces y durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion de complejos inmunitarios (complejos inmunitarios primarios)
consiste en general en afiadir la composiciéon a la muestra e incubar la mezcla durante un periodo de tiempo lo
suficientemente largo para que los anticuerpos formen complejos inmunitarios con, es decir, se unan a, cualquier
molécula efectora presente. Tras este tiempo, la composicion muestra-anticuerpo, tal como un corte de tejido, placa
de ELISA, ELISpot, transferencia puntual o transferencia de Western, se lavara en general para eliminar cualquier
especie de anticuerpo unido de manera inespecifica, lo que permitira detectar solamente los anticuerpos unidos de
manera especifica en los complejos inmunitarios primarios.
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La presente descripcion ensefia un método para detectar la presencia, ausencia, nivel o etapa de una enfermedad o
afeccion en un sujeto humano, y el método comprende poner en contacto sangre completa, que constituye al menos
un 10% del volumen total en una mezcla de reaccién, con un antigeno y una cantidad limitante de agonista de TLR y
medir la presencia o elevacién del nivel de una molécula efectora inmunitaria de células T, en el que la presencia o
el nivel de la molécula efectora inmunitaria es indicativo de la enfermedad o afeccion.

También se describen kits para el uso con los métodos descritos anteriormente. Por ejemplo, se contempla un kit de
inmunodeteccion. Ademas, se contempla un kit para el analisis de una muestra de un sujeto que tiene o que se
sospecha que desarrolla una enfermedad inducida quimicamente o por metales. De manera especifica, se
contempla un kit para el andlisis de una muestra de un sujeto que tiene o que se sospecha que desarrolla una
enfermedad. Se puede usar un kit para analizar la respuesta inmunitaria mediada por células de un sujeto antes o
después de que se haya desarrollado una enfermedad o antes o después de que se administre un medicamento a
un sujeto o se exponga a un agente téxico o contaminante. Si también se emplea un antigeno, el kit también puede
comprender un antigeno particular.

Los reactivos de inmunodeteccion del kit pueden tomar cualquiera de una diversidad de formas, que incluyen los
marcadores detectables que estan asociados o unidos al anticuerpo o antigeno concreto, y los marcadores
detectables que estan asociados o unidos a un ligando de unién secundario. Los ligandos secundarios ejemplares
son los anticuerpos secundarios que tienen afinidad de unién hacia el primer anticuerpo o antigeno, y los anticuerpos
secundarios que tienen afinidad de unién hacia un anticuerpo humano.

Los reactivos de inmunodeteccion adecuados adicionales para el uso en los presentes kits incluyen el reactivo de
dos componentes que comprende un anticuerpo secundario que tiene afinidad de unién hacia el primer anticuerpo o
antigeno, junto con un tercer anticuerpo que tiene afinidad de unién hacia el segundo anticuerpo, y el tercer
anticuerpo esta unido a un marcador detectable.

Los kits pueden comprender ademas una composicién alicuotada de manera adecuada de antigeno o molécula
efectora, marcada o sin marcar, como se puede usar para preparar una curva patron para un ensayo de deteccion.

Los kits pueden contener conjugados anticuerpo-marcador en una forma completamente conjugada, en forma de
intermedios, o como restos diferentes a conjugar por parte del usuario del kit. Los componentes de los kits se
pueden envasar en medios acuosos o en forma liofilizada.

El medio recipiente de cualquiera de los kits incluye en general al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, botella,
jeringa u otro medio recipiente, en el que se puede colocar el agente de ensayo, el anticuerpo o antigeno, y, en
general, alicuotarlo de manera adecuada. Cuando se proporciona un segundo o tercer ligando de unién o
componente adicional, el kit también contendra en general un segundo, tercer u otro recipiente adicional en el que se
puede colocar este ligando o componente. Los kits ensefiados por la presente descripcion también incluyen en
general un medio para contener el anticuerpo, antigeno, y cualquier otro recipiente de reactivos en estrecha
proximidad para la venta comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes plasticos moldeados por inyeccion o
por soplado en los que se conservan los viales deseados.

La referencia en la presente memoria a un "agonista de TLR" es una referencia al agonista de TLR-7/8 R848.

Los aspectos ensefiados en la presente memoria se describen adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos no
limitantes.

Ejemplo 1
Desarrollo de un Ensayo

Las muestras de sangre heparinizada se recogen en un tubo al vacio (tubos Li-Hep Vacuette [Marca Registrada]
(Greiner Bio-one, Alemania)).

Se incubaron alicuotas de las muestras de sangre con diversas concentraciones de agonistas del receptor de tipo
Toll: El compuesto de imidazoquinolina - ligando de TLR-7/8, R848 (GL Synthesis, Inc.), el ligando de TLR-2
Lipomanano (InvivoGen, San Diego), el ligando de TLR-2 Pam3CSK4 (InvivoGen, San Diego), el ligando de TLR-3
Poli (I:C) (InvivoGen, San Diego), el ligando de TLR-4 Lipopolisacarido (Sigma, Australia), y el ligando de TLR-9
oligodesoxinucleotidos de CpG (Hycult Biotechnology, Paises Bajos); o los agonistas de receptores de células T:
fitohemaglutinina (Cellistis Limited, Australia) anticuerpo anti-CD3e humano (clon de IgGi de raton UCHT1;
eBioscience, San Diego), y anticuerpos hacia el complejo de receptores de células T; o control de solucién salina en
varios tubos de recogida de sangre de diferentes tamafios recomendados por los fabricantes del ensayo QFT
humano (Cellestis Limited, Australia). Los estimulantes independientes de receptores de células T incluyen el
miristato-acetato de forbol (PMA), concanavalina A (ConA) y mitégeno de Phytolacca americana. Las alicuotas
pueden ser volimenes pequefios, tales como de 1 yl a 1000 pl, o volimenes mayores tales como de 0,5 ml a 200
ml.

En ciertos experimentos, se afiade glucosa a diversas concentraciones a la sangre antes del inicio de la incubacién.

18



10

15

20

25

30

35

ES 2 628 627 T3

Se incubaron muestras de sangre estimuladas durante 1 a 48 horas, lo que incluye 16-24 horas en presencia del
antigeno y una cantidad limitante de un agonista de TLR a 37°C, tras lo cual se recogi6 el plasma por encima de las
células sanguineas depositadas. La cantidad de IFN-y presente en cada muestra de plasma se cuantific6 después
mediante el uso del QFT ELISA (Cellestis Limited, Australia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
muestra de IFN-y se cuantific6 de manera alternativa mediante el uso del ensayo mas sensible QFT-TB Gold ELISA
(Cellestis Limited, Australia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los valores de la densidad 6ptica del ELISA para los patrones de IFN-y analizados en cada placa de ELISA se
usaron para construir una curva patrén a partir de la cual se convirtié la cantidad de IFN-y presente en cada una de
las muestras de plasma del ensayo en valores de IU/mL.

En una realizacion, se incubaron alicuotas de 1 ml de las muestras de sangre con diversas concentraciones de R848
(GL Synthesis Inc.) en tubos QFT-Nil de Cellestis Ltd, Australia, tal como se suministraron o con la adicion de un
grupo de péptidos que incluia la proteina EBNA1 del virus de Epstein-Barr (EBV) (JPT Peptide Technologies) o en
tubos de CMV (QFT-CMV, Cellestis Ltd, Australia).

Ejemplo 2
Respuestas de fondo a R848 en tubos QFT-Nil

Se afiadieron diversas concentraciones de R848 a 1 ml de sangre completa en tubos QFT-Nil. La sangre se incubé a
37°C durante 16-24 horas antes de centrifugar los tubos, y se determiné la concentracion de IFNy del plasma
mediante ELISA (1U/ml). La Figura 1 y la Tabla 3 muestran las respuestas de fondo para diversas concentraciones
de R848, con los valores de la media y EEM representados para cada concentracion.

Tabla 3

Concentraciéon de R848

0,01 pg/ml | 0,02 pg/ml | 0,025 yg/ml | 0,03 pg/ml | 0,04 pg/ml | 0,05 pg/mi 0,1 pg/ml
Numero de valores 31 16 5 16 16 44 15
Media -0,009677 0,0100 0,0330 0,0925 0,5144 1,084 21,58
Desviacién Est. 0,03060 0,05680 0,04894 0,2248 1,275 1,908 37,57
Error Est. 0,005497 0,01420 0,02189 0,05621 0,3188 0,2877 9,701

Este ejemplo demuestra que por debajo de 0,05 uyg/ml de R848, las respuestas de fondo para R848 solo no son
significativas en los tubos QFT-Nil. Cuando se afiaden 0,1 pg/ml de R848 a los tubos QFT-Nil, se observan
respuestas de fondo significativas en muchos donantes.

Ejemplo 3
Estimulacién de las respuestas a antigenos tras la adicion de R848 a los tubos QFT

Se afiadieron diversas concentraciones de R848 a 1 ml de sangre completa en tubos QFT-Nil que contenian 0,5
pg/ml de PepMix de EBNA1 de EBV o tubos QFT-CMV. La sangre se incubd a 37°C durante 16-24 horas antes de
centrifugar los tubos, y se determiné la concentracion de IFNy del plasma mediante ELISA (presentada como 1U/ml).
La Figura 2 y la Tabla 4 (EBV + R848) y la Figura 3 (CMV + R848) y la Tabla 5 muestran los valores individuales
para cada donante, calculados como la respuesta a la combinacion de antigeno + R848, menos las respuestas de
fondo para la misma concentracion de R848 solo. Por lo tanto, estos graficos representan la estimulacion de las
respuestas al antigeno observadas tras la adicion de R848. Los puntos de datos para donantes individuales estan
marcados, asi como la media y el error estandar de la media para cada grupo de datos de concentraciones.

Tabla 4
EBV + R848
EBV EBV + 0,01 pg/ml de EBV + 0,05 pg/ml de EBV + 0,1 yg/ml de

R848 R848 R848
Numero de valores 15 7 15 15
Media 1,080 2,857 18,32 29,57
Desviacion Est. 1,132 3,621 31,05 37,03
Error Est. 0,2923 1,369 8,017 9,562
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Tabla 5
CMV + R848
CMV CMV + 0,05 pg/ml de R848 CMV + 0,1 ug/ml de R848
Numero de valores 11 11 8
Media 9,496 15,96 79,53
Desviacioén Est. 18,34 29,91 92,84
Error Est. 5,530 9,018 32,82

Estos experimentos muestran que las respuestas a la mezcla de péptidos de EBNA1 de EBV y los péptidos de QFT-
CMV se pueden estimular en presencia de R848. Para las respuestas a EBV existe una estimulacion significativa
cuando se afiaden 0,05 pyg/ml de R848. En los tubos de QFT-CMV, la estimulacion en las respuestas a cuando se
afiaden 0,05 pg/ml de R848 no es tan grande como la observada para EBV. Sin embargo, la estimulacién cuando se
afaden 0,1 pg/ml de R848 es mucho mayor.

En conclusion, las respuestas a los estimulos combinados antigeno-R848 son mayores que las observadas al sumar
individualmente las respuestas al antigeno y R848 solo.

Ejemplo 4

Estudio clinico mediante el uso de R848 para aumentar la respuesta en QFT-TB en pacientes con sospecha de TB y
en pacientes de TB

Se ensayd R848 como estimulante en un tubo QFT-TB como parte de un estudio clinico. Para este estudio se
incorporaron pacientes con TB activa (confirmada mediante cultivo), pacientes que se sospechaba que tenian TB y
sus contactos domésticos (HHC). Ademas del QFT-TB Gold estandar en tubo, se emplearon dos ensayos
adicionales con la adicién de dos concentraciones diferentes de R848 (0,05 ug/ml y 0,01 pug/ml), ambas solas en
tubos QFT-Nil y en combinacion con el tubo QFT-TB actual.

Los datos de los pacientes se proporcionan en la Tabla 6.

Tabla 6
Informacion de Pacientes
Sujeto Numero
TB Confirmada 14
Sospecha de TB 8
HHC 11
QFN positivos 30
QFN negativos 3
Total 33

Total evaluados 26*

(*6 pacientes no completaron los conjuntos de datos, y se excluyeron del analisis)

La adicion de R848 a 0,05 uyg/mly 0,1 yg/ml incremento significativamente la respuesta para QFT-TB en los sujetos
que mostraron una respuesta positiva para el ensayo QFT-TB solo (P<0,001 y P<0,0001, respectivamente) [Figura
4].

Dos de los pacientes que dieron resultados negativos con el tubo QFT-TB actual dieron resultados positivos cuando
se afiadio R848 al tubo (a ambas concentraciones ensayadas). Ambos pacientes fueron sospechosos de TB.

Los expertos en la técnica apreciaran los aspectos de la materia descrita. Se debe entender que la descripcion
abarca todas las variaciones y modificaciones. La descripcidon también incluye todas las etapas, caracteristicas,
composiciones y compuestos referidos o indicados en esta memoria descriptiva, individualmente o colectivamente, y
todas y cada una de las combinaciones de dos o mas de las etapas o caracteristicas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir la actividad de la respuesta inmunitaria mediada por células en un sujeto, y dicho
método comprende poner en contacto linfocitos de una muestra de sangre obtenida del sujeto con un antigeno y un
agonista R848 del receptor de tipo Toll (TLR) 7/8 a una concentracion de 0,01 yg/ml a 0,1 ug/ml y medir la presencia
o elevacion del nivel de interferéon-y (IFN-y) de los linfocitos, en el que la presencia o el nivel de IFN-y es indicativo
del nivel de respuesta mediada por células del sujeto.

2. El método de la Reivindicacion 1, en el que el sujeto es un ser humano.
3. Elmétodo de la Reivindicacion 1 o 2, en el que el sujeto ha tenido una exposicion anterior al antigeno.

4. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-3, en el que la muestra de sangre es sangre completa sin
diluir.

5. El método de la Reivindicacion 4, en el que la sangre completa se recoge en un tubo que comprende heparina.

6. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-5, en el que se detecta IFN-y con anticuerpos especificos
hacia IFN-y.

7. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, en el que el sujeto tiene una infecciéon por un agente
patégeno seleccionado de la lista que consiste en el género Mycobacterium, género Staphylococcus, género
Streptococcus, género Borrelia, Escherichia coli, género Salmonella, género Clostridium, género Shigella, género
Proteus, género Bacillus, virus Herpes, virus de la Hepatitis B o C y virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).

8. Elmétodo de la Reivindicacion 7, en el que el sujeto tiene una infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

9. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, en el que el sujeto tiene una enfermedad seleccionada de
la lista que consiste en alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipidico, enfermedad de Addison
autoinmunitaria, esclerosis mudltiple, enfermedad autoinmunitaria de la glandula suprarrenal, anemia hemolitica
autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, ooforitis y orquitis autoinmunitarias, enfermedad de Behcet, penfigoide
ampolloso, cardiomiopatia, celiaquia-dermatitis, sindrome de fatiga cronica (CFIDS), desmielinizacion inflamatoria
cronica, polineuropatia inflamatoria crénica, sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial, sindrome CREST,
enfermedad por crioaglutininas, enfermedad de Crohn, dermatitis herpetiforme, lupus discoide, crioglobulinemia
mixta esencial, fibromialgia, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, fibrosis
pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA, diabetes dependiente de insulina
(Tipo 1), liguen plano, lupus, enfermedad de Méniere, enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis multiple,
miastenia gravis, miocarditis, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis, sindromes
poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar
primaria, psoriasis, fenébmeno de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis,
esclerodermia, sindrome de Sjogren, sindrome de la persona rigida, lupus eritematoso sistémico, arteritis de
Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis, vitiligo y enfermedad
inflamatoria intestinal.

10. El método de la Reivindicacion 9, en el que la enfermedad es la enfermedad celiaca.

11. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, en el que el sujeto tiene un cancer seleccionado del
protooncogén ABL1, canceres relacionados con el SIDA, neuroma acustico, leucemia linfocitica aguda, leucemia
mieloide aguda, carcinoma adenoquistico, cancer adrenocortical, metaplasia mieloide agnogénica, alopecia,
sarcoma alveolar de partes blandas, cancer anal, angiosarcoma, anemia aplasica, astrocitoma, ataxia-telangiectasia,
carcinoma de células basales (piel), cancer de vejiga, canceres 6seos, cancer intestinal, glioma del tronco
encefalico, tumores cerebrales y del SNC, cancer de mama, tumores del SNC, tumores carcinoides, cancer de cuello
uterino, tumores cerebrales infantiles, cancer infantil, leucemia infantil, sarcoma infantil de tejidos blandos,
condrosarcoma, coriocarcinoma, leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide crénica, canceres colorrectales,
linfoma de células T cutaneas, dermatofibrosarcoma protuberans, tumor desmoplasico de células pequefias y
redondas, carcinoma ductal, canceres endocrinos, cancer endometrial, ependimoma, cancer esofagico, sarcoma de
Ewing, cancer de vias biliares extrahepaticas, cancer de ojo, melanoma ocular, retinoblastoma, cancer de trompas
de Falopio, anemia de Fanconi, fibrosarcoma, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, canceres gastrointestinales,
tumor carcinoide gastrointestinal, canceres genitourinarios, tumores de células germinales, enfermedad trofoblastica
gestacional, glioma, canceres ginecoldgicos, neoplasias malignas hematolégicas, leucemia de células peludas,
cancer de cabeza y cuello, cancer hepatocelular, cancer de mama hereditario, histiocitosis, enfermedad de Hodgkin,
papilomavirus humano, mola hidatiforme, hipercalcemia, cancer hipofaringeo, melanoma intraocular, cancer de
células de islotes, sarcoma de Kaposi, cancer de rifién, histiocitosis de células de Langerhans, cancer laringeo,
leiomiosarcoma, leucemia, sindrome de Li-Fraumeni, cancer de labio, liposarcoma, cancer de higado, cancer de
pulmén, linfedema, linfoma, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de mama masculino, tumor rabdoide
maligno de rifion, meduloblastoma, melanoma, cancer de células de Merkel, mesotelioma, cancer metastasico,
cancer de boca, neoplasia endocrina multiple, micosis fungoide, sindromes mielodisplasicos, mieloma, trastornos
mieloproliferativos, cancer nasal, cancer nasofaringeo, nefroblastoma, neuroblastoma, neurofibromatosis, sindrome
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de Nijmegen, cancer de piel distinto de melanoma, cancer de pulmén de células no microciticas (NSCLC), canceres
oculares, cancer esofagico, cancer de la cavidad oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer ovarico con
ostomia, cancer de pancreas, cancer paranasal, cancer de paratiroides, cancer de glandula paroétida, cancer de
pene, tumores neuroectodérmicos periféricos, cancer de hipodfisis, policitemia vera, cancer de préstata, canceres
infrecuentes y trastornos asociados, carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sindrome de
Rothmund-Thomson, cancer de glandula salival, sarcoma, schwannoma, sindrome de Sezary, cancer de piel, cancer
de pulmén de células microciticas (SCLC), cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, tumores de la
médula espinal, carcinoma de células escamosas (piel), cancer de estbmago, sarcoma sinovial, cancer testicular,
cancer de timo, cancer de tiroides, cancer de células de transicion (vejiga), cancer de células de transicion (pelvis
renal/uréter), cancer trofoblastico, cancer uretral, cancer del aparato urinario, uroplaquinas, sarcoma uterino, cancer
de utero, cancer vaginal, cancer de vulva, macroglobulinemia de Waldenstrém y tumor de Wilms.

12.  El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, en el que el sujeto se expuso a un agente toxico.
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