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DESCRIPCION

Método automatizable para la identificacién, cuantificacion y discriminacién de sefiales especificas frente a sefiales
no especificas en métodos de deteccion que utilizan un detector

La invencion refiere a un método para la identificacién, cuantificacion y discriminacién de sefiales especificas frente a
sefales no especificas (“sefiales de fondo”) en un método de deteccion que se aplica sobre material de muestra
(obtenido previamente) con el uso de al menos un detector para el descubrimiento y la identificacion (para la deteccion)
de ciertas estructuras blanco, en donde el detector libera (emite) o genera (p. €j., por medio de reacciones enzimaticas)
sefales para su deteccion (es decir, para la deteccion del detector) y estas sefiales permiten una cuantificacion del
detector, y en donde las sefiales especificas son aquellas que el detector libera (emite) o genera como resultado del
descubrimiento y la identificacion de la estructura blanco. La deteccién de enfermedades u otras condiciones no
deseadas se puede efectuar mediante la deteccién de estructuras que son especificas de la enfermedad o condiciéon
no deseada en cuestion, p. ej., como causa o como epifenédmeno de las mismas.

Los métodos para la deteccion (el descubrimiento y la identificacion) de tales estructuras se basan, a menudo, en la
interaccion de la estructura que se pretende detectar con un detector. Un detector puede ser, por ejemplo, un
anticuerpo que reconoce un epitopo de una proteina, o bien una sustancia detectora preparada inorganicamente que
interactua especificamente de acuerdo con el principio de llave y cerradura con la estructura que se pretende detectar
y, asi, la torna detectable.

Un factor decisivo para la calidad de tales métodos de deteccion es la especificidad con la que el detector reconoce la
estructura. Cuanto mayor es la especificidad, mejor se puede discriminar entre un resultado positivo del método de
analisis y uno negativo.

Toda interaccion entre el detector y la estructura que se pretende detectar se caracteriza por cierto grado de
especificidad. Cuanto mayor es la especificidad de esta interaccion, menor es la tasa de deteccién no especifica. Sin
embargo, incluso si la especificidad es muy alta, pueden producirse interacciones no especificas entre el detector y la
estructura que dan lugar a falsos positivos entre los resultados del andlisis. Esta interaccion no especifica puede
deberse a la parte del detector que interactia directamente con la estructura, o bien deberse a los componentes del
detector que no interactuan directamente con la estructura.

En los métodos de anadlisis en los que se usa, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal para la deteccion de cierto
epitopo de una proteina determinada sobre una célula o dentro de ella (p. €j., una célula tumoral), el resultado total se
compone de la sefal especifica, que proviene de la unién especifica de la region variable del anticuerpo con el epitopo
de la proteina que se pretende detectar, y sefiales no especificas. Las sefiales no especificas provienen, por ejemplo,
de interacciones de la regién variable del anticuerpo con epitopos similares de otras proteinas o de las interacciones
de la regién constante del anticuerpo con estructuras de la célula, p. €j., con receptores.

Si se usan tinturas fluorescentes para marcar y visualizar el detector, existe el problema de que muchas células
exhiben una fluorescencia intrinseca que, ademas, puede variar en funcion de la longitud de onda de la luz con que
se excitan. Esta fluorescencia intrinseca de las células también falsifica la sefial detectada total.

Otra fuente de sefiales no especificas consiste en la unién no especifica (adhesividad) de los anticuerpos a otras
estructuras celulares o —en el caso del marcado intracelular— en que los anticuerpos libres no se quitan por completo
del citoplasma luego del lavado.

Para determinar la magnitud de la unién no especifica y otras sefiales no especificas, siempre se deben realizar
controles.

Una forma de determinar las sefiales no especificas consiste en realizar un procedimiento de analisis en paralelo sin
la adicion del anticuerpo que reconoce el antigeno blanco (la estructura blanco). Esto es lo que se conoce como un
control de fluorescencia menos uno (FMO).

Con el control FMO, se capturan las sefiales no especificas creadas por la fluorescencia intrinseca de la célula y/o por
la fluorescencia no deseada (las emisiones secundarias no deseadas) de las tinturas usadas en el canal blanco (es
decir, en el canal de deteccion correspondiente a las longitudes de onda de la luz que emite el anticuerpo de deteccién
unido al epitopo blanco o la estructura blanco).

Tales controles FMO se usan, a menudo, para tipos celulares no adhesivos, tales como, por ejemplo, las células T.
Por medio de estos controles, se puede determinar, en el rango de la luz emitida por la tintura fluorescente usada para
la deteccion del antigeno blanco, la fraccion de la intensidad luminica que también esta o estaria presente en ausencia
del anticuerpo de deteccion.
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Otra forma de determinar las sefiales no especificas en el caso de los métodos de deteccidon que utilizan anticuerpos
de deteccién consiste en realizar lo que se conoce como un control de isotipo. Para ello, el método de deteccion se
realiza en una preparacién de control paralela con un isotipo del anticuerpo de deteccién, es decir, con un anticuerpo
del mismo subtipo que el anticuerpo de deteccién especifico, pero dirigido contra un antigeno o epitopo que no ocurre
en el organismo que se estudia en el método de deteccion ni en las células del mismo.

Una sefal creada por la adicion del anticuerpo del control de isotipo es una sefial no especifica que se genera
exclusivamente como consecuencia de la “adhesion” del anticuerpo a las estructuras celulares.

El control de isotipo, en particular, siempre se realiza cuando las células sobre las que se realiza el analisis (las que
se analizan en busqueda del antigeno blanco) son células de las llamadas "pegajosas"”, que son, por ejemplo, los
monocitos, las células dendriticas o las células B.

Sin embargo, tanto el control FMO como el control de isotipo muestran Unicamente una parte de la sefial no especifica
total. El control FMO y el control de isotipo no se pueden realizar en la misma preparacién y, por lo tanto, tampoco es
posible una determinacién precisa de todas las uniones no especificas.

En el método de deteccién de estructuras intracelulares con anticuerpos de deteccién u otros detectores, que se unen
—y, por tanto, marcan— intracelularmente, también ocurre otro tipo de union no especifica, que es incluso mas dificil
de determinar que en el caso de la deteccion de estructuras en la superficie de las células.

Este problema, que ya ocurre en la deteccion de una Unica estructura intracelular, se torna incluso mas grave si, por
ejemplo, se deben detectar dos estructuras intracelulares simultaneamente.

En estos métodos, descritos como métodos de “tincion intracelular”, se utiliza un buffer permeabilizante para generar,
en la membrana celular, orificios a través de los cuales los detectores marcados (por ejemplo, los anticuerpos de
deteccién) pueden ingresar a la célula. Los parametros de permeabilizacion, es decir, la duracion de la presencia de
los orificios en la membrana celular y el tamafio de dichos orificios, se deben seleccionar de manera muy precisa y
estrictamente limitada para evitar dafos letales a la célula debidos, por ejemplo, al egreso de fluido citoplasmatico con
componentes celulares importantes, pero, a la vez, permitir que se introduzca suficiente anticuerpo en la célula y que
los anticuerpos no unidos se puedan quitar de la célula nuevamente, mediante un procedimiento de lavado, luego de
un tiempo de unién suficiente.

En el caso de los detectores con marcado fluorescente, particularmente los anticuerpos de deteccién con marcado
fluorescente, el analisis de tal tincion generalmente se realiza por medio de citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia. En estos, la fluorescencia (y, por ende, la presencia del anticuerpo o detector) se determina
independientemente de que el anticuerpo/detector se haya unido a la estructura blanco (el epitopo). En otras palabras,
lo que se evalua es la mera presencia del detector/anticuerpo por la fluorescencia que emite como sefal positiva,
independientemente de su union a la estructura blanco. No existe discriminacién entre los detectores/anticuerpos que
se han unido a la estructura blanco y los que estan libres en el citoplasma o se han unido de manera no especifica.
Los detectores/anticuerpos libres o unidos de manera no especifica contribuyen sustancialmente a la magnitud de las
sefales no especificas, dado que, en el caso de la tincién intracelular (por oposicién a la tincién de las estructuras de
las superficies celulares o secciones de tejido), no es posible efectuar un lavado eficiente para romper siquiera las
uniones débiles y no especificas y para quitar sustancialmente de la célula los detectores/anticuerpos no unidos.

Por todos los motivos mencionados, la sefal de fluorescencia detectada de un detector/anticuerpo intracelular es
siempre una mezcla de sefiales especificas y no especificas. Actualmente, no es posible determinar cuan grande es
la proporcién de sefiales no especificas, dado que no es posible discriminar entre las sefiales especificas y las no
especificas.

Ya se han divulgado métodos para la identificacion, cuantificacion y discriminacion de sefales especificas frente a
sefales no especificas (Alexander Hahn et al, 1992, Sthernschantz et al, 2004, Phipps Richard P et al US 2012/015001
A1, Xiuzhu Wang et al, 2006; y Spence MM et al., 2004). Estos métodos usan detectores (p. €j., anticuerpos) para
ubicar e identificar estructuras blanco especificas en material de muestra. El detector genera y emite sefiales que se
pueden detectar y cuantificar, siendo las sefiales especificas aquellas que el detector emite o genera por haber ubicado
e identificado la estructura blanco. Estos métodos consisten en la preparacién real y al menos una preparacion de
control. La preparaciéon de control contiene los mismos componentes en las mismas cantidades que la preparacion
real de analisis que se realiza en paralelo, pero difiere de la preparacion real en que el/los dominio(s) de union del/de
los detector(es) esta(n) bloqueado(s), por ejemplo, con péptidos especificos. La totalidad de las sefiales medidas en
la preparacion de control se resta de la totalidad de las sefiales medidas en la preparacion real y la diferencia asi
obtenida representa la sefial especifica del/de los detector(es) de la(s) estructura(s) blanco que se pretende detectar.

Estos métodos se pueden usar con distintas técnicas de medicién, pero no con citometria de flujo. Un estudio de 2008
(Sabine Pléttner et al., 2008) divulga un método basado en la citometria de flujo en el que las sefiales de fondo de la
unién no especifica interfieren con las sefales especificas. En el estudio, se realizé una correcciéon basada en otros
marcadores como ensayos de control. Sin embargo, no fue posible eliminar por completo la fluorescencia no
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especifica. Asi, hasta el momento, se desconoce un método que mejore el cociente entre la intensidad de la sefial y
la intensidad de la sefial de fondo mediante el uso de citometria de flujo.

El objetivo de la presente invencion es mejorar los métodos de deteccion que se basan en la interacciéon entre el
detector y la estructura blanco, lo que tiene como consecuencia que las interacciones especificas entre el detector y
la estructura blanco se pueden determinar con mayor precision, dado que las sefiales (resultados del analisis) positivas
especificas se pueden discriminar en forma mas simple y confiable de las sefiales (resultados del analisis) no
especificas.

Una solucién a este problema consiste en proveer un método de la naturaleza mencionada inicialmente que se
caracteriza por que (i) se proveen al menos una preparacioén real de andlisis y al menos una preparaciéon de control,
que se procesan en paralelo; (ii) la preparacién de control contiene los mismos componentes en las mismas cantidades
que la preparacion real de analisis que se procesa en paralelo y difiere de dicha preparacion real de analisis
(preferentemente, siendo esta la Unica diferencia entre ambas) en que el/llos dominio(s) de unién del/de los detector(es)
esta(n) bloqueado(s), preferentemente por una sustancia (un material, un agente) que es similar a la estructura blanco;
y (iii) la totalidad (o la suma) de las sefiales medidas en la preparacion de control se resta de la totalidad (o la suma)
de las sefales medidas en la preparacién real de analisis, en donde la diferencia entre ambas representa la sefial
especifica del/de los detector(es) de la(s) estructura(s) blanco que se pretende detectar, en donde el analisis de
deteccidn es un analisis citométrico de flujo y se realiza por citometria de flujo (en otras palabras, la sefial especifica
del detector se calcula por medio de una medicion comparativa entre el detector bloqueado y el no bloqueado).

En otras palabras, la solucion de este problema consiste en (i) realizar un experimento paralelo, en el que antes de su
uso el detector se bloquea con la estructura por reconocer; y (ii) comparar el resultado del analisis que se genera con
el detector bloqueado (el “valor de control”) con el resultado del andlisis que se genera con el detector no bloqueado
(el “valor de analisis”); y (iii) en que la diferencia entre ambos valores (el valor de analisis menos el valor de control)
arroja un valor que representa la union especifica del detector a la estructura blanco o al sustrato que se pretende
reconocer.

Pueden usarse como detectores, en particular, anticuerpos, preferentemente anticuerpos monoclonales.

Si se utiliza un anticuerpo monoclonal como detector, para su uso en la preparacién de control, se puede bloquear el
dominio de uniéon de este “anticuerpo de deteccién” con un péptido que corresponde a su epitopo blanco, de manera
que ya no pueda unirse al epitopo blanco en el material de muestra. En otras palabras: en el caso de los anticuerpos
de deteccion, sus dominios de unién especificos se pueden saturar con un “péptido bloqueador” de manera que ya no
puedan unirse al epitopo blanco (en la muestra de la preparacién de control) y, por lo tanto, ya no sea posible la
deteccién de dicho epitopo.

Especialmente apto como tal “péptido bloqueador” es un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la
estructura blanco, o sea, en este caso, el epitopo blanco (es decir, que incluye por completo o casi por completo esta
secuencia de aminoacidos o consiste en dicha secuencia).

También se pueden usar como “péptido bloqueador”: (i) péptidos o fragmentos de proteina que tengan el epitopo
blanco (la secuencia de aminoacidos de la estructura blanco) (es decir, que consistan en ella o la incluyan); (ii)
proteinas enteras que tengan (incluyan) el epitopo blanco (la secuencia de aminoacidos de la estructura blanco); (iii)
uno o mas competidores peptidicos que sean similares en funcién y accion a los péptidos que tienen la secuencia de
aminoacidos del epitopo blanco (es decir, que consistan en ella o la incluyan) y que se unan al/a los dominio(s) de
unioén del/de los “anticuerpo(s) de deteccion”; o bien (iv) una combinacién de uno o mas competidores peptidicos y/o
fragmentos de proteina, en donde cada competidor peptidico sea similar en funcién y accion al péptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de la estructura blanco y cada fragmento de proteina o competidor peptidico incluya la
estructura blanco.

En el contexto de la presente invencion, los siguientes términos tienen el significado que se indica en cada caso:
Deteccion = descubrimiento/reconocimiento y visualizacion

Dominio de unién = region del detector (p. €j., el anticuerpo) que se une a la estructura blanco (p. €j., cierto epitopo de
la proteina que se pretende detectar).

Detector = material/sustancia/agente que reconoce de manera especifica una estructura blanco e interacttia con esta
estructura blanco en su dominio de unién (preferentemente, uniéndose a ella).

Anticuerpo de detecciéon = un anticuerpo, preferentemente un anticuerpo monoclonal, que se utiliza como detector
para el descubrimiento/reconocimiento de la estructura blanco y la unién a ella (aqui, en particular, a cierto epitopo de
cierta proteina).

Péptido bloqueador = un péptido que bloquea el dominio de unién del anticuerpo de deteccién de manera que ya no
pueda unirse al epitopo blanco.

Senal especifica = sefial que desprende (emite) el detector o el marcador unido a este detector cuando (tan pronto
como) ha descubierto la estructura blanco y se ha unido a ella.

Preparacion de analisis (sindnimo: “preparacion real de analisis” = preparacién (de una muestra) con un detector “apto
para busqueda y deteccién”, cuyo dominio de union a la estructura blanco no se ha bloqueado (previamente).
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Preparacion de control = preparacion (de una muestra) con los mismos componentes en las mismas cantidades que
la preparacion (real) de analisis en la que, sin embargo, el detector, al afiadirse a la preparacion, tiene bloqueados sus
dominios de unién a la estructura blanco (es decir, previamente se ha bloqueado especificamente este dominio de
unién).

Con el método de la invencion, se puede distinguir, de manera especifica y extremadamente simple, entre las
interacciones (uniones) especificas y no especificas del detector, y determinar cudles de las sefiales del detector que
se detectan son especificas y cuales son no especificas. Esto se asocia con un realce considerable del método de
deteccion involucrado, lo que se traduce en una certidumbre considerablemente mayor en el diagndstico.

En el caso de un anticuerpo de deteccién, con el método de la invencién también se captura la unién no especifica
causada por la seccion constante del anticuerpo de deteccidon o por un anticuerpo secundario, y/o debida a tinturas o
enzimas acopladas a los anticuerpos.

Asimismo, pueden existir diferencias dentro de un individuo en la magnitud de la unidén no especifica (es decir,
diferencias dentro de un organismo), y las sefiales no especificas basadas en tales diferencias dentro de un individuo
también se pueden reconocer y tomar en cuenta con el método de la invencion. Por ejemplo, la mayor concentracion
de una proteina XY y la unién no especifica del anticuerpo a esta proteina asociada con dicha mayor concentracion
puede dar lugar a un aumento considerable de la sefial no especifica. Si la concentracion de esta proteina XY esta
sujeta a fluctuaciones dentro del individuo, durante el uso de los métodos de analisis convencionales con
preparaciones de control, en los que las muestras provienen de un organismo o individuo saludable B, esto puede dar
lugar a resultados falsos, dado que una sefial mas intensa en la preparaciéon de analisis con muestras del individuo A
en comparacion con la preparacion de control con muestras del individuo B se evalla como una sefial especifica y no
se atribuye a una mayor sefial no especifica causada por la unién no especifica de la proteina XY presente en mayor
concentracion. Por ejemplo, las reacciones inmunolodgicas tales como la rinitis primaveral o una enfermedad gripal
pueden hacer que aumente la cantidad de ciertas células inmunes en la sangre, por lo que el/los anticuerpo(s) de
detecciodn entra(n) en contacto con tales células pegajosas (p. €j., los macréfagos) en mayor medida y tiene(n) uniones
no especificas con ellos, lo que produce un aumento de la proporcion de sefiales no especificas en el individuo.

Con el método de la invencion, estas sefiales no especificas también se capturan en los experimentos paralelos con
los anticuerpos de deteccion bloqueados (las “preparaciones de control”). Al restar el valor total medido de sefiales no
especificas en estas preparaciones de control del valor total medido de estas sefiales en las preparaciones reales de
analisis, se calcula el valor medido de sefales especificas y se determina individualmente la magnitud de la unién
especifica. La especificidad del método de deteccion relevante se puede aumentar marcadamente, particularmente
en el caso de las sefales especificas débiles o los tipos celulares con baja abundancia (p. €j., las células tumorales).

Las realizaciones preferentes del método de la divulgacion consisten en que el analisis de deteccion es un método de
anadlisis citométrico de flujo y se realiza por citometria de flujo o en que el andlisis de deteccion es un analisis
microscopico de fluorescencia y se realiza por microscopia de fluorescencia, o bien en que el método de deteccion es
una combinacién de métodos de analisis citométricos de flujo y microscopicos de fluorescencia y se realiza por
citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

Con la introduccion de esta medicion de control en los métodos de deteccion, particularmente en métodos de deteccidon
inmunohistoquimicos e inmunocitolégicos conocidos que utilizan microscopia de fluorescencia y/o citometria de flujo
como método analitico, estos se pueden realizar de manera mas confiable y segura. La evaluacion de los resultados
de los analisis se simplifica considerablemente porque las dos mediciones de la preparacién (real) de analisis y de la
preparacién de control se pueden comparar directamente entre ellas o restarse una de la otra. Ademas, se puede
aumentar enormemente la sensibilidad del analisis en cuestion, dado que la medicion de las sefiales de fondo (union
no especifica) en la preparacion de control y la resta de dichos valores medidos de los valores medidos con la
preparacién real de analisis permiten calcular la sefial especifica, lo cual, en la practica, mejora el cociente entre la
intensidad de la sefial y la intensidad de la sefal de fondo.

Asi, por ejemplo, también se pueden determinar de manera simple y eficiente las células presentes en la sangre en
bajas cantidades (p. ej., las células tumorales circulantes o las células inmunes particularmente poco abundantes).
Los monocitos y los macrofagos también se pueden detectar y analizar considerablemente mejor, dado que la
proporcion de sefiales no especificas se puede determinar y estas sefiales no especificas se pueden restar de la sefal
total.

En el caso de las muestras que provienen (supuestamente) de organismos donantes enfermos (pacientes) y, en
particular, cuando ya se puede suponer tempranamente que la magnitud de las sefiales no especificas sera bastante
alta, y/o las sefales no especificas fluctian entre individuos y/o se ven/han visto afectadas por cambios en el
organismo donante, en particular en su sistema inmune (por ejemplo, como consecuencia de un resfrio, una rinitis
primaveral o el uso de cortisona), el uso del método de la invencion ofrece ventajas considerables: dado que estas
sefiales no especificas se capturan y miden por separado, y que el valor medido de la/cada sefial especifica se puede
calcular con gran precision sobre la base de estos valores medidos, los resultados del método de deteccion —asi
como los diagnosticos basados en ellos— son mas exactos, seguros y confiables.
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En el caso de los métodos de deteccidén inmunocitolégicos con tincion intracelular, resulta la siguiente situacion con el
método de deteccidn de la divulgacion:

Luego de la generacion temporal de orificios en la membrana celular, la introduccién en la célula del anticuerpo con
tincion fluorescente bloqueado con péptidos, el lavado y el cierre de los poros, parte del anticuerpo de deteccién
marcado fluorescentemente permanece dentro de la célula (parte de él libre pero no lavada y parte unida de manera
no especifica). Las sefiales que emite indican la magnitud de la unién no especifica.

En paralelo con ello, el anticuerpo tefiido fluorescentemente pero no bloqueado se usa en un experimento que, por lo
demas, es idéntico. Por medio de la unién especifica del anticuerpo al epitopo blanco, se crea entre el anticuerpo y el
epitopo blanco una unién firme, que no se rompe por lavado ni por difusién. Por otro lado, también ocurre, en este
caso, una unién no especifica del anticuerpo a las estructuras celulares, de manera que se generan sefiales no
especificas.

Sin embargo, debido a la unién especifica del anticuerpo y el hecho de que el lavado extrae dicho anticuerpo de la
célula con menor intensidad, la sefial total es mayor que en la medicion paralela con el anticuerpo bloqueado. La sefial
de la medicion paralela en la preparacién de control con el anticuerpo bloqueado (“medicion de control”’) se resta de
la senfial total de la medicion de la preparacion de analisis con el anticuerpo no bloqueado (“preparaciéon de analisis”)
y Unicamente los valores medidos restantes se deben evaluar como sefales de medicidon especificas.

En el caso de los métodos de deteccion inmunohistoquimicos e inmunocitolégicos, resulta la siguiente situacién con
el método de deteccién de la divulgacion:

De acuerdo con la divulgacion, en los métodos de deteccidon inmunohistoquimicos e inmunocitolégicos se realiza,
como control o analisis de control, en paralelo con las preparaciones reales de analisis, en las que se utilizan
anticuerpos de deteccion con dominios de union libres (es decir, no ocupados ni bloqueados), una medicién
comparativa sobre (al menos) una preparacion de control, que difiere de la correspondiente preparacion paralela “real”
de analisis (preferentemente, siendo esta la Unica diferencia entre ambas) en que el dominio de deteccion del/de cada
anticuerpo de deteccién esta unido o saturado con un péptido o un competidor de accion comparable (es decir, con la
misma funcién y accién o con una accién similar), de manera que se evita una unién especifica del anticuerpo a “su”
epitopo en la estructura blanco (el sujeto del analisis). La medicién de las sefiales del anticuerpo en esta preparacion
de control y la comparacién de las mismas con las sefiales medidas del anticuerpo en la preparacion real de analisis
permiten determinar las sefales especificas y no especificas del método de andlisis particular: la sefal total de la
preparacioén real de analisis menos (luego de restar) las sefiales no especificas en la preparacion de control arroja el
valor de la sefial especifica de la estructura blanco, que es el sujeto del analisis.

Aunque se sabe que en los métodos de deteccién inmunohistolégicos con anticuerpos como detectores se pueden
discriminar las sefiales no especificas de las sefiales especificas “bloqueando” el anticuerpo (p. €j., con un péptido),
la prueba inmunolégica no se realiza luego con preparaciones paralelas de control y de prueba (preparacién de prueba
con anticuerpo no bloqueado y preparacién de control con anticuerpo bloqueado). Por lo tanto, no se determina un
valor medido de las sefiales no especificas y no se realiza una determinacion de la diferencia para el calculo del valor
medido de las sefales especificas (valor de sefial especifico). En su lugar, se realizan unicamente mediciones sobre
preparaciones de prueba con anticuerpos no bloqueados y, por ende, los resultados obtenidos en la forma de sefiales
medidas de los anticuerpos siempre representan la mezcla de sefales de anticuerpos unidos especificamente y
anticuerpos unidos no especificamente.

El método de acuerdo con la invencién también se puede combinar sin dificultad con métodos de evaluacion parcial o
completamente automaticos. En el estado de la técnica, no solo con citometria de flujo sino actualmente también, a
menudo, con inmunohistoquimica, los resultados de los métodos de deteccidén con tincion inmunohistoquimica se
capturan y evaluan digitalmente. Con el uso del método de la invenciéon con determinacion paralela de la sefial no
especifica, también es posible realizar digitalmente una comparacion directa de las dos tinciones de la preparacion
real de analisis y la preparacion de control del/de cada preparacion real de andlisis, es decir, la diferencia entre los
resultados del/de cada preparacion real de analisis y los del/de cada preparacion de control se puede determinar con
programas de evaluacion digitales, lo que facilita y acelera aun mas el analisis de las muestras histoquimicas en
general y, a la vez, resulta mas confiable y seguro.

Las realizaciones preferentes del método de la invencién también consisten, por lo tanto, en que la deteccién de las
sefiales de reaccion en la preparacion de control (RS-C) y la preparacion real de analisis (RS-T) y/o la resta (RS-T
menos RS-C) y la visualizacion de la diferencia se realiza de manera parcial o totalmente automatica.

Si la prueba de deteccion es una prueba inmunohistoquimica, los resultados de la prueba, es decir, los resultados de
la tincién inmunohistoquimica, se capturan y evaltuan digitalmente, es decir, la deteccion de las sefiales de reaccién
en la preparacion de control (RS-C) y la preparacion real de analisis (RS-T) se realiza digitalmente, la resta (RS-T
menos RS-C) se realiza de manera parcial o totalmente automatica y la visualizaciéon de la diferencia se realiza
digitalmente.
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Si la prueba de deteccion es una prueba de inmunofluorescencia, los resultados de la prueba, es decir, los resultados
de inmunofluorescencia, se capturan y evaltan digitalmente, es decir, la deteccion de las sefiales de emision en la
preparacién de control (RS-C) y la preparacion real de andlisis (RS-T) se realiza digitalmente, la resta (RS-T menos
RS-C) se realiza de manera parcial o totalmente automatica y la visualizacion de la diferencia se realiza digitalmente.

La invencién y la divulgacion se explican en mayor detalle a continuacion sobre la base de ejemplos practicos y
diagramas asociados.

Los diagramas muestran:

Fig.1: Estrategia de separacion (“gating strategy”) para la identificacion de los macréfagos

a) Para la identificacion de los monocitos (indicados aqui con la leyenda “monos”), se grafican todos los leucocitos en
términos de su granularidad (SSC-A) y su tamafio (FSC-H).

b) Unicamente las células asi caracterizadas se analizan para detectar la presencia del marcador de superficie CD14.
Estas incluyen tanto las células mas brillantes (es decir, altamente positivas), en la nube superior ovalada de puntos,
como las de brillo intermedio (normalmente positivas). Se define una region (rotulada como "CD14") alrededor de estas
células para su posterior caracterizacion.

c) Esta region se analiza a su vez para detectar la presencia del marcador de superficie CD16. Estas incluyen tanto
las células mas brillantes (es decir, altamente positivas), en la nube superior ovalada de puntos, como las de brillo
intermedio (normalmente positivas). Analogamente, se define una region (rotulada como "CD16") alrededor de estas
células para su posterior caracterizacion.

d) Todas las células identificadas como "monos" y también como "CD14" se analizan a su vez para detectar la
presencia intracelular del anticuerpo Apo10 con el fin de optimizar la estimacién del corte subjetivo.

e) Las células contenidas en la region "monos" y también en la region "CD14" que, ademas, llevan el marcador de
superficie CD16, cuentan como “macrofagos auténticos”. Las células se separan por el corte horizontal y, de esa
manera, se identifican como “células Apo10-positivas” (CD14-positivas, CD16-positivas, Apo10-positivas).

Como resultado de la medicion, el valor de "deteccion del epitopo en monocitos/macréfagos” (EDIM, por sus siglas en
inglés) se muestra como la cantidad relativa de macréfagos CD14-positivos/CD16-positivos (CD14+/CD16+) que
también son Apo10-positivos (en relacion con la cantidad total de macréfagos CD14+/CD16+).

Fig.2: Determinacion del corte en una muestra de sangre

a) Tincion EDIM con anticuerpo Apo10 (FITC)

La proporcion de macréfagos Apo10-positivos (Apo10-positivos, CD14-positivos y CD16-positivos) en la imagen de la
derecha (puntos de sefial rojos), es decir, de macréfagos que emiten una sefial leve en el canal de medicion FITC, se
encuentra 16,7 % por encima del corte horizontal (frontera de separacién).

En la imagen de la izquierda, se pueden ver los monocitos que no se interpretan aqui en mayor detalle. Esto se aplica
también a los siguientes diagramas.

b) Tincién EDIM con anticuerpo TKTL1 (PE)

La proporcion de macréfagos TKTL1-positivos (TKTL1-positivos, CD14-positivos y CD16-positivos) en la imagen de la
derecha (puntos de sefial rojos), es decir, de macréfagos que emiten una sefial leve en el canal de medicion FITC, se
encuentra 17,2 % por encima del corte horizontal (frontera de separacion).

Fig.3: Relacién entre la medicion y el control FMO con una muestra de sangre

a) Tincion individual con anticuerpo Apo10 (FITC)

La proporciéon de macréfagos Apo10-positivos (Apo10-positivos, CD14-positivos y CD16-positivos) en la imagen de la
derecha (puntos de sefial rojos), es decir, de macréfagos que emiten una sefial leve en el canal de medicion FITC, se
encuentra 16,7 % por encima del corte horizontal (frontera de separacién).

b) Control FMO (sin anticuerpo FITC)

La proporcion de macrofagos positivos en la imagen de la derecha (marcados en rojo) se encuentra claramente
distanciada de la nube de macrofagos no tefiidos, apenas 0,8 % por encima del corte horizontal. El corte se transfirio
de la medicion (a) a la medicion del control FMO. Esto también se aplica a los siguientes diagramas de control FMO.

Fig.4: Curva de titulacion

Tincién de sangre de paciente con una concentracion molar de péptido entre 1 y 1000 veces mayor que la de
anticuerpo Apo10. En el eje x se muestra la concentracion de péptido (exceso molar de péptido frente al anticuerpo)
y en el eje y se muestra el valor relativo de los macrofagos Apo10-positivos por encima del corte (en %).

Fig.5: Medicion paralela con el anticuerpo Apo10 bloqueado y no bloqueado
a) Preparacion de control con 10 veces de exceso de péptido bloqueador.
b) Preparacion de control con 500 veces de exceso de péptido bloqueador.

Fig.6: Diagrama esquematico del andlisis de citometria de flujo de dos células con sefial Apo10 (fluorescencia) de
diferente intensidad

El eje X muestra la sefial CD16; el eje Y muestra la sefial Apo10.

A) Células con el anticuerpo Apo10 no blogueado.
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B) Células con el anticuerpo Apo10 blogueado.

Fig.7: Diagrama esquematico del andlisis por citometria de flujo de dos células con sefial Apo10 (fluorescencia) de
diferente intensidad y representacion de la magnitud de la reduccion en la sefial Apo10

El eje X muestra la sefial CD16; el eje Y muestra la sefial Apo10.

A) Células con el anticuerpo Apo10 no bloqueado.

B) Células con el anticuerpo Apo10 bloqueado. La longitud de las flechas (hacia abajo) corresponde con la magnitud
de la disminucion en la sefial Apo10 luego del bloqueo del anticuerpo.

Fig.8: Diagrama esquematico analogo a la Fig.6 y la Fig.7 para el analisis de la preparacién (‘real”) de analisis y el
control FMO

A) Células del control FMO (sin adicion del anticuerpo Apo10).

B) Células de la preparacion (‘real”) de andlisis luego de su incubacion y tincién (marcado) con el anticuerpo Apo10
marcado fluorescentemente.

Fig.9: Diagrama de la Figura 8 con el corte ubicado

A) Células del control FMO (sin adicién del anticuerpo Apo10).

B) Células de la preparacion (“real”) de analisis luego de su incubacion y tincién (marcado) con el anticuerpo Apo10
marcado fluorescentemente. La linea de trazos marca el corte sobre la nube de células del control FMO.

Fig.10: Diagrama esquematico del analisis por citometria de flujo de las células luego de su incubacion con anticuerpo
Apo10 marcado fluorescentemente (preparacion “real” de analisis) y las células de un control FMO

) ; - . .. A .

Las células que llevan el antigeno Apo10 se indican con un circulo con un tridngulo en su interior (A? ). Las células
que llevan el antigeno Apo10 y estan marcadas con el anticuerpo Apo10 marcado fluorescentemente y emiten las
correspondlentes sefales de fluorescencia se muestran aqui, cada una, con un circulo con un cuadrado en su interior

A) Valores medidos del control FMO (sin adicién del anticuerpo Apo10). Las células positivas para el antigeno Apo10
(circulo con triangulo) estan presentes pero no se detectan.

B) Células luego de su incubacion y tincion (marcado) con el anticuerpo Apo10 marcado fluorescentemente. Las
células positivas para el antigeno Apo10 ahora son tefiidas por el anticuerpo Apo10 unido (circulo con triangulo). Los

dos circulos con triangulo (A) que se muestran aqui indican la posicion anterior de las dos células que llevan el
antigeno Apo10 de acuerdo con la Fig.10 A.

Fig.11: Diagrama de acuerdo con la Fig.10 con el corte ubicado

A) Células del control FMO (sin adicién del anticuerpo Apo10).

B) Células de la preparacion (“real”) de analisis luego de su incubacion y tincién (marcado) con el anticuerpo Apo10
marcado fluorescentemente.

Fig.12: Secciones de tejido de un carcinoma de la cavidad bucal tras su incubacién con el anticuerpo de deteccién
Apo10 para la identificacién de células tumorales que tienen una proporcion elevada de proteina DNasaX con el
epitopo Apo10 en el nucleo celular

a) Tincién con anticuerpo Apo10 no bloqueado.

b) Tincién con anticuerpo Apo10 bloqueado con el epitopo blanco/péptido blanco.

Ejemplos

Ejemplo comparativo 1: Uso del método de la divulgacion sobre una muestra de sangre

Para el andlisis de una muestra, p. €j. una muestra de sangre (de un paciente), se requieren al menos dos
preparaciones paralelas o mediciones paralelas: al menos una “preparacién real de andlisis” y al menos una
“preparacion de control”.

Estas dos preparaciones difieren Unicamente en que, en la “preparacion de control”, el/los dominio(s) de unién del/de
los anticuerpo(s) de deteccion esta(n) bloqueado(s), lo que no permite una union especifica.

A partir de la comparacion de los resultados de la medicién de ambas preparaciones, se puede determinar la magnitud
de la uniéon no especifica que proviene, por ejemplo, de la parte constante del anticuerpo de deteccién, de un
anticuerpo secundario o de tinturas o enzimas acopladas a los anticuerpos.

En el caso de la tincién intracelular en inmunocitologia mediante anticuerpos de deteccién de unién intracelular, con
el método de la divulgacion también se puede determinar la proporcion de anticuerpos —asi como la sefial que deriva
de los mismos— que no estan unidos pero tampoco se han quitado de la célula mediante un lavado y, por ende,
permanecen en forma no especifica en la célula.

Con el método de la divulgacion, también se puede determinar individualmente la variabilidad de la unién no especifica
o de la unién que en realidad se debe a las estructuras del anticuerpo, independientemente de los dominios de union.
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Asi, por ejemplo, se puede determinar la magnitud de la union de la parte constante del anticuerpo de deteccion a
ciertas células inmunes que se han visto alteradas por una reaccion inmunolégica en el organismo y, a su vez, se
pueden reconocer y eliminar tales sefiales falsas positivas.

Es cierto que, en ciertas circunstancias, el método de andlisis de la divulgacién se asocia con un mayor consumo de
reactivos y material de prueba, dado que el volumen de muestra (muestras de tejido, sangre) se duplica debido a la
preparacién de control paralela. Sin embargo, este gasto adicional se ve compensado holgadamente por las sefiales
extremadamente especificas, asi como la mayor seguridad en el diagnostico y la mayor sensibilidad asociadas con
dichas senales especificas.

Ejemplo comparativo 2: Uso del método de la divulgacion sobre una muestra de seccion de tejido
Para el andlisis de una muestra de seccioén de tejido (de un paciente), se requieren al menos dos preparaciones
paralelas o mediciones paralelas: al menos una “preparacion real de analisis” y al menos una “preparacion de control”.

La manipulacion y el tratamiento de estas preparaciones se realiza como se describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 3: Prueba de deteccion con dos o mas anticuerpos de deteccion

Por supuesto, la forma de las pruebas paralelas de acuerdo con la divulgacion también se puede implementar con dos
0 mas anticuerpos de deteccién bloqueados con las respectivas secuencias peptidicas blanco (u otras estructuras
blanco). En este caso, la sefial de la medicion sin competencia peptidica se resta de la medicidbn con competencia
simultanea con varios péptidos para determinar la sefial especifica generada por la unién del/de los anticuerpo(s) con
el dominio de unién.

Ejemplo 4: Uso del método de la invencién con citometria de flujo
La citometria de flujo permite una determinacion cuantitativa de las particulas marcadas fluorescentemente,
particularmente las células marcadas fluorescentemente (clasificaciéon de células activada por fluorescencia o “FACS”).

Las células marcadas fluorescentemente pasan, con ayuda de un flujo liquido, por uno o mas laseres, que irradian las
células con la(s) longitud(es) de onda relevante(s). A consecuencia de ello, las células emiten luz de otra longitud de
onda. La luz emitida es proporcional a la cantidad de anticuerpo ligado. Luego, los datos se transfieren a un programa
de evaluacion y se muestran en diagramas.

Las aplicaciones mas frecuentes y simples de la citometria de flujo incluyen el analisis de las estructuras superficiales
de células individuales, en donde estas estructuras superficiales se detectan mediante anticuerpos marcados
fluorescentemente (llamados “anticuerpos de deteccidén”) que se unen a estas estructuras. Al igual que los epitopos
de proteinas, los epitopos detectables de tales anticuerpos de deteccidon también pueden ser otras estructuras, tales
como estructuras de azucares, grasas o modificaciones de proteinas, tales como grupos fosfato.

Otra aplicacion de la FACS es la deteccién de moléculas intracelulares, tales como ADN y ARN, o de epitopos
proteicos intracelulares. La sefial especifica que deriva de la estructura blanco se determina, como regla general, por
comparacion con células de control. A partir de ello, se pueden realizar afirmaciones, por ejemplo, sobre el ciclo celular
y la apoptosis, o se pueden detectar ciertos tipos celulares, tales como células normales saludables, células tumorales
o células tumorales malignas (células cancerosas).

Ademas de determinar la presencia de epitopos sobre las células y dentro de ellos, la citometria celular también
permite determinar la presencia de estructuras en soluciones tales como el suero o el sobrenadante de un cultivo
celular. Para ello, se equipan microesferas (u otros portadores) con uno o mas anticuerpos marcados
fluorescentemente y se las afiade a la muestra por analizar, de manera que el/los antigeno(s) relevante(s) (p. €j. las
interleucinas) de la muestra se unan al anticuerpo inmovilizado por las microesferas.

Ejemplo 5: Uso del método de la invencion con citometria de flujo con los anticuerpos "Apo10" y "TKTL1" sobre
muestras de sangre

Mediante el uso de citometria de flujo, se pretenden detectar estructuras intracelulares en células inmunes (células
inmunes fagocitantes tales como los monocitos y los macréfagos).

Para ello, en primer lugar, se seleccionan anticuerpos que marcan especificamente la superficie (estructuras
extracelulares) de las células inmunes que se pretende analizar, con el fin de identificar dichas células. En segundo
lugar, se seleccionan anticuerpos que detectan las estructuras intracelulares de las células inmunes. Los anticuerpos
“Apo10” y “TKTL1” estan dirigidos contra epitopos intracelulares.

Los anticuerpos estan acoplados con diferentes tinturas fluorescentes (fluoréforos) que, durante la citometria de flujo,
se iluminan (emiten luz) de diferente manera tras ser excitados con luz laser y, de esta manera, se pueden identificar.
Por medio de esta emision, se puede hacer visible (monitorizar) la unién o presencia del anticuerpo sobre las células
o dentro de ellas.
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Para poder detectar estructuras internamente (de manera intracelular) en las células seleccionadas, se utiliza un buffer
de permeabilizacion, que genera orificios en la membrana celular para introducir los anticuerpos en las células.

Para determinar la proporcion de sefiales no especificas —que, en este caso, puede ser particularmente alta debido
a la tincién intracelular de sangre del paciente con monocitos y macréfagos “pegajosos”—, se realizan experimentos
paralelos (“preparaciones de control”’) en los que, antes de su uso, los dominios de union de los anticuerpos (de
deteccion) “Apo10” y/o “TKTL1” se saturan, cada uno, con un “péptido bloqueador’, de manera que ya no pueden
unirse a su epitopo blanco y, por consiguiente, ya no pueden detectar.

Los resultados del analisis que se generan con los anticuerpos (de deteccion) bloqueados (“valores de control’) se
comparan con los resultados del analisis generados con los anticuerpos “Apo10” y/o “TKTL1” no bloqueados (“valores
reales de andlisis”). La diferencia entre ambos, es decir, los valores (reales) de analisis menos los valores de control,
da un valor que representa la unién especifica del anticuerpo “Apo10” o del anticuerpo “TKTL1” a la estructura blanco.

En este ejemplo, se utiliza como tal “péptido bloqueador”, en cada caso, el péptido usado para la inmunizacién de las
células productoras de anticuerpos durante la generacion del anticuerpo en cuestion y, en consecuencia, la secuencia
de aminoacidos del mismo es idéntica a la secuencia de aminoacidos del epitopo blanco o muy similar a la misma.

A continuacién, se describe la implementacion del analisis:

Materiales y métodos

Kit: IntraPrep de Beckman Coulter (n.° A07803);
Anticuerpos: (excepto Apo10) de BD Biosciences, Heidelberg
Plan de procesamiento:

Tubo FITC PE PerCP APC
1 (FMO) CD14 (n.° 345786) CD16 (n.° 561304)
2 (tincién EDIM) CD14 (n.° 345786) CD16 (n.° 561304)
3 (bloqueo con péptido) CD14 (n.° 345786) CD16 (n.° 561304)

Protocolo de procesamiento:

Marcado de los tubos FACS (p. €j., tubos de base redondeada, 1000 x 5 ml de BD, n.° 352008); adicion de los
anticuerpos extracelulares correspondientes en la cantidad recomendada por el fabricante; adicién de 100 pl de sangre
entera con EDTA, mezclado;

Incubacion durante 15 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz; adicién de 100 ul del reactivo Reagent 1
de IntraPrep por tubo y mezclado inmediato; incubacién durante 15 minutos a temperatura ambiente, protegido de la
luz;

En paralelo, comenzamos con la coincubacién del anticuerpo intracelular con péptido bloqueador (30 minutos a
temperatura ambiente); primer lavado; adicién de 4 ml de Cell Wash (BD, n.° 349524) a temperatura ambiente,
centrifugacién a 300 g (= 1400 rpm) durante 5 minutos, decantar bien el sobrenadante; resuspender cuidadosamente
el sedimento sin crear burbujas con una pipeta; adicién de 100 ul del reactivo Reagent 2 de Intraprep por tubo, jno
agitar!; incubacién durante 5 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz, luego agitar brevemente;

adicién del anticuerpo intracelular correspondiente de acuerdo con el siguiente plan operativo:

Tubo FITC PE PerCP APC
1 (FMO)
2 (tincién EDIM) Apo10 (Tavartis) TKTL1 (Tavartis)
3 (bloqueo con péptido) Apo10 (Tavartis)

A continuacion, incubacion durante 20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz; adicién de 4 ml de Cell
Wash (BD, n.° 349524); centrifugacion a 300 g (= 1400 rpm) durante 5 minutos; decantar bien el sobrenadante; tercer
lavado; adicion de 4 ml de Cell Wash (BD, n.° 349524); centrifugacién a 300 g (= 1400 rpm) durante 5 minutos;
decantar bien el sobrenadante; adicion de 200 pl de Cell Wash (BD, n.° 349524);

Ahora, las preparaciones estan listas para realizar las mediciones y evaluaciones.

Implementacion de la medicién FACS

Todas las muestras se analizaron con un instrumento BD FACSCantoll (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania). Por
cada muestra, se registraron al menos 10 000 eventos de medicion relevantes. Las sefales de fluorescencia FTIC,
PE, PerCP y APC se visualizaron como datos intensificados logaritmicamente. El analisis se realizd con el software
BD FACSDiva v6.1 (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania).

Estrategia de separacion (“gating strategy”) para la identificacion de los macréfagos (Fig.1):

En el primer paso, para la identificacion de los monocitos (indicados aqui con la leyenda “monos”), se grafican todos
los leucocitos en términos de su granularidad (SSC-A) y su tamafio (FSC-H) (véase la Fig.1a).
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Unicamente las células asi caracterizadas se analizan a su vez para detectar la presencia del marcador de superficie
CD14. Estas incluyen tanto las células mas brillantes (es decir, altamente positivas), que corresponden a la nube
superior ovalada de puntos, como las de brillo intermedio (normalmente positivas). Alrededor de estas células mas
brillantes y de brillo intermedio, se ubica una regién (identificada como CD14) para su caracterizacion posterior (véase
la Fig.1b).

Esta region se analiza a su vez para detectar la presencia del marcador de superficie CD16. Estas incluyen tanto las
células mas brillantes (es decir, altamente positivas), que corresponden a la nube superior ovalada de puntos, como
las de brillo intermedio (normalmente positivas). Alrededor de estas células mas brillantes y de brillo intermedio,
analogamente, se ubica una region (identificada como CD16) para su caracterizacion posterior (véase la Fig.1c).

Todas las células identificadas como "monocitos" y también como "CD14-positivas" se analizan a su vez para detectar
la presencia intracelular del anticuerpo Apo10 con el fin de optimizar la estimacién del corte subjetivo.

Asi, los macrofagos contenidos en las regiones “monocitos” y “CD14” llevan los marcadores de superficie CD14 y
CD16. Luego, los macrofagos asi identificados se dividen, por medio del corte (linea divisoria) horizontal, en dos
poblaciones: células Apo10-negativas debajo del corte y células Apo10-positivas por encima del corte. Como resultado
de la medicion, el valor de EDIM se muestra como la cantidad relativa (en porcentaje) de macréfagos CD14-
positivos/CD16-positivos (CD14+/CD16+) que contienen Apo10 (en relacién con la cantidad total de macrofagos
CD14+/CD16+).

El resultado de esta medicién de "deteccion del epitopo en monocitos/macréfagos” (EDIM) consiste en la
determinacion o visualizacion de la cantidad relativa (en porcentaje) de macréfagos CD14-positivos/CD16-positivos
(CD14+/CD16+) que también contienen Apo10 (es decir, que también son Apo10-positivos) en relacion con la cantidad
total de macréfagos CD14+/CD16+.

Los macro6fagos en los que el anticuerpo introducido en el interior de la célula se une al epitopo tienen una sefial mas
intensa que los demas macrofagos y cuentan como células Apo10-positivas.

Determinacién del corte

(A) Enunciado del problema de la determinacion correcta del corte con sangre de un paciente en el andlisis “EDIM
normal” como ejemplo.

En esta preparacion, se utilizan simultaneamente dos anticuerpos de deteccion intracelulares (a saber, Apo10 y
TKTL1) y se los analiza en términos de la tincion y la emision de sefal.

Los resultados de la medicion se muestran en la Fig.2 (a) y la Fig.2 (b).

La Fig.2 (a) muestra el resultado de la tincién EDIM con el anticuerpo Apo10 (FITC), es decir, del método de deteccion
EDIM con el anticuerpo Apo10 (FITC):

En la imagen de la derecha se representan los macréfagos y en la imagen de la izquierda se muestran los monocitos
que no se interpretan aqui en mayor detalle. El contenido de macréfagos Apo10-positivos, es decir, de macrofagos en
los que el canal de medicion FITC emite una sefial leve (puntos de sefial rojos) se encuentra 16,7 % por encima del
corte horizontal (frontera de separacion).

La Fig.2 (b) muestra el resultado de la tincién EDIM con el anticuerpo TKTL1 (PE), es decir, del método de deteccion
EDIM con el anticuerpo TKTL1 (PE):

En la imagen de la derecha se representan los macréfagos y en la imagen de la izquierda se muestran los monocitos
gue no se interpretan aqui en mayor detalle. El contenido de macréfagos prominentes, es decir, de macréfagos en los
que el canal de medicion PE emite una sefal leve (puntos de sefial rojos) se encuentra 17,2 % por encima del corte
horizontal (frontera de separacion).

Se concluye que asignar e interpretar los macrofagos (especificamente) positivos/prominentes, es decir, ubicar el
umbral (la frontera de separacion) resulta muy dificil debido a las multiples sefiales no especificas, y Unicamente una
persona versada en la técnica y muy experimentada puede hacerlo exitosamente. En la practica, unicamente tal
persona versada en la técnica y experimentada reconoce dentro de la nube de macréfagos regiones muy estrechas
en las que los macrofagos positivos se distinguen de los negativos y ubica el corte alli.

Para una mejor normalizacion, seria util contar con una estimacioén confiable de la sefial de fondo (no especifica) para
poder ubicar el corte (linea divisoria entre los macréfagos positivos y negativos) de manera mas simple y precisa.

Asi, en primer lugar, se realizé un control FMO convencional.

Control FMO

En/con este control FMO, se determina la fluorescencia intrinseca de las células y, ademas, la emision de las tinturas
de los anticuerpos extracelulares en el canal de medicién de la tintura que se utiliza para la tincién intracelular, para lo
cual se efectia una medicién sin el anticuerpo de tincion intracelular. Asi, si habia un control FMO, se realizaba una
medicién con los anticuerpos contra CD14 y CD16, pero no con anticuerpos Apo10.
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La Fig.3 muestra la relacion entre los resultados de las mediciones sobre las “preparaciones reales de analisis” y los
resultados de las mediciones sobre este control FMO:

La Fig.3 (a) muestra el resultado de la tincién individual con Apo10 (FITC), es decir, del método de deteccién EDIM
con el anticuerpo Apo10 (FITC) sin el anticuerpo secundario TKTL1:

En la imagen de la derecha se representan los macréfagos y en la imagen de la izquierda se muestran los monocitos
que no se interpretan aqui en mayor detalle. La proporcién de macroéfagos Apo10-positivos, es decir, de macrofagos
que emiten una sefal leve en el canal de medicion FITC (puntos de sefial rojos) se encuentra 16,7 % por encima del
corte horizontal (frontera de separacion).

La Fig.3 (b) muestra el resultado del control FMO (sin anticuerpo FITC):

En la imagen de la derecha se representan los macréfagos y en la imagen de la izquierda se muestran los monocitos
gue no se interpretan aqui en mayor detalle. La proporcion de macréfagos por encima del corte es apenas 0,8 % y
estos se encuentran claramente separados de la nube de macréfagos no tefiidos. Aqui, el corte se transfirié de la
medicién (a) a la medicién del control FMO.

Conclusion:

El control FMO no es adecuado para que los resultados se usen para la medicion con el anticuerpo. Ademas de las
sefales especificas debidas a la union del anticuerpo a las estructuras especificas que se pretende detectar, todas
las células muestran sefiales mas intensas hacia el FMO. Esto puede deberse a los anticuerpos que se unen de
manera no especifica o que permanecen en las células luego del proceso de lavado.

Por consiguiente, el corte se debe ubicar de manera 6ptima para que las células de la nube permanezcan por debajo
del corte y el corte separe las células realmente positivas.

Sin embargo, es precisamente esta division optima (ubicacion del corte) que requiere experiencia en el campo de la
citometria de flujo y, especialmente, experiencia con cada problema individual, tal como, por ejemplo, la deteccién de
los anticuerpos Apo10 o TKTL1 en macréfagos. Hasta el momento, esta caracteristica no ha permitido la adopcion del
enfoque en analisis de laboratorio de rutina y/o involucra el riesgo de determinar resultados falsos positivos y, por
ende, generar hallazgos falsos.

(C) Medicién paralela con anticuerpo Apo10 y anticuerpo Apo10 bloqueado por el péptido especifico.

Para reducir la porcion no especifica de estas sefales, se realizé una segunda mediciéon con una preparacion de
control de acuerdo con la invencién hecha analogamente a la de la preparacion real de analisis, con los mismos
componentes en las mismas cantidades que en esta preparacion real de analisis, pero que diferia de ella unicamente
en que el sitio de unién especifico del anticuerpo se habia bloqueado antes de la incubacion con el péptido especifico
(epitopo peptidico de la estructura blanco). Este anticuerpo bloqueado ya no puede unirse especificamente, de manera
que las sefiales medidas en esta preparacion de control resultan de la unién no especifica o bien de la presencia
residual del anticuerpo en las células (tras el procedimiento de lavado).

La medicion real (es decir, el/los valor(es) medido(s) en la preparacion real de analisis) se puede reducir en este valor
y asi corregirse, dado que el valor medido representa el valor de (todas) las sefiales no especificas.

Antes de realizar la medicion real, se debe determinar la concentracion (molar) adecuada del péptido bloqueador. Para
ello, en este ejemplo, se afiadié un exceso molar creciente (entre 1 vez (1X) y 1000 veces (1000X)) de este péptido
bloqueador respecto del anticuerpo Apo10 (es decir, entre 1 y 1000 moles del péptido por cada mol del anticuerpo) y
se observé su efecto sobre la union no especifica, manifestandose dicho efecto como una disminucién de las sefiales
de la nube de macrofagos.

La curva de titulacion obtenida se muestra graficamente en la Fig.4. En el eje X se muestra el exceso de péptido y en
el eje Y se muestra el valor relativo de macréfagos prominentes por encima del corte (en %). Aqui, el operador
determiné el corte usado como base en la tincion individual EDIM con el anticuerpo Apo10 no inhibido sobre la base
de la distribucion optica de las células.

Para la medicién real, se usaron dos preparaciones de control, una con un exceso de 10 veces del péptido bloqueador
y otra con un exceso de 500 veces del péptido bloqueador. Los resultados de estas mediciones se muestran en la
Fig.5: aunque con un exceso de 10 veces del péptido las sefiales especificas se pueden discernir sobre el corte
(Fig.5, a), estas desaparecen con una concentracion de 500 veces (Fig.5, b). Este exceso molar del péptido
bloqueador de 500 veces en relacion con el anticuerpo Apo10 es necesaria para eliminar las sefiales Apo10
especificas. Asi, la tincién con Apo10 con 500 veces de exceso de péptido (anticuerpo Apo10 bloqueado) representa
un control cuyas sefiales consisten en la fluorescencia intrinseca de las células, los anticuerpos unidos de manera no
especifica y los anticuerpos que permanecen en las células luego del procedimiento de lavado, es decir, las sefiales
no especificas. Restar el resultado de esta medicion no especifica del resultado de la medicién generada con el
anticuerpo Apo10 no bloqueado permite determinar la sefial especifica.

Conclusioén:
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Con el método de la invencion, se dispone de un método de evaluacién, particularmente un método de evaluacién
automatizable, en el que, en cada caso, una medicién con un anticuerpo bloqueado se resta de la correspondiente
medicion con el anticuerpo no bloqueado con el fin de determinar las sefiales de medicion especificas.

Para ello, se debe seleccionar una concentracion de péptido para suprimir completamente las sefiales especificas.
Todas las sefales todavia se pueden medir luego de dicha supresién se deben a la fluorescencia intrinseca de las
células, a la unién no especifica del anticuerpo (la region constante del anticuerpo) o a los anticuerpos que han
permanecido dentro de la célula sin unirse a ningun epitopo. Todas estas sefales no especificas se pueden determinar
con el anticuerpo cuyos sitios de uniéon estan bloqueados con el péptido, lo que inhibe la unién especifica. Asi, el
anticuerpo bloqueado con el péptido representa la magnitud de la unién no especifica. Las sefiales de medicion con
el anticuerpo no bloqueado estan compuestas por sefiales especificas y no especificas y, por ende, son mayores, en
general, que las sefiales de medicién determinadas en un control FMO. Entonces, se pueden restar las sefiales no
especificas (medicién con el anticuerpo bloqueado) de los resultados de la medicién generados con el anticuerpo no
bloqueado para determinar las sefiales especificas. Asi, la evaluacion se puede realizar de manera totalmente
automatica y ya no es necesario que un evaluador realice la evaluacion sobre la base de informacién éptica. Para ello,
se utilizan los datos crudos depositados en el software de un citdmetro de flujo. Luego, estos se pueden transferir para
el calculo, por ejemplo, a tablas de Excel, lo que facilita su procesamiento posterior. En consecuencia, los datos crudos
generados con el anticuerpo bloqueado se comparan y restan de los datos crudos generados con el anticuerpo no
bloqueado, lo que permite restar las sefiales no especificas de las sefales totales y, asi, determinar las sefiales
especificas.

Antes de realizar la medicién, se debe determinar, mediante pruebas, una concentracién adecuada de bloqueadores
del sitio de unién de cada anticuerpo. La concentracién es especifica de la combinaciéon de anticuerpo con sitio de
unién y reactivo bloqueador. Esto significa que, posiblemente, se deba usar otra proporcion de péptido y anticuerpo
con otros anticuerpos u otros tipos de células. Por lo tanto, esta proporcion se debe determinar de nuevo para cada
método de analisis.

Ejemplo 6: Principio de deteccion con el método de la invencién en citometria de flujo con el anticuerpo "Apo10" sobre
muestras de sangre

Las preparaciones de andlisis se preparan como se describié en el ejemplo 5. La/cada preparacién “real” de analisis
se incuba con el anticuerpo Apo10 con tincién fluorescente apto para deteccion especifica (no bloqueado), y la/cada
preparacién de control se incuba con el anticuerpo Apo10 con tincién fluorescente que tiene su dominio de unién
bloqueado con el péptido del epitopo (y, por ende, ya no es apto para deteccion especifica). También se prepard un
control FMO (es decir, una preparacion paralela a la preparacion “real” de analisis pero, a diferencia de ella, sin nada
de anticuerpo Apo10).

La Fig.6 A representa esquematicamente dos células que muestran una sefial Apo10 de diferente intensidad cuando
(si, tan pronto como) el anticuerpo Apo10 no bloqueado que tiene una tintura fluorescente unida se usa para la
deteccion en el citometro de flujo. La sefial CD16 se muestra en el eje X y la sefial Apo10 se muestra en el eje Y.

En la Fig.6 B se muestra que, luego del bloqueo del dominio de union del anticuerpo Apo10 con el péptido blanco en
ambas células, la sefial Apo10 se reduce y, consecuentemente, ambas células migran hacia abajo en el diagrama (de
valores medidos en la citometria de flujo). Sin embargo, la magnitud de la reduccion de la sefial Apo10 es diferente en
ambas células. En la célula de la derecha, la reduccion de la sefial Apo10 es mayor: ahora, se observa
considerablemente mas abajo en el diagrama que la célula de la izquierda. La diferencia en la intensidad de la sefial
Apo10 con el anticuerpo no bloqueado y con el anticuerpo bloqueado da la magnitud de las sefiales especificas que
se generan por la unién especifica del anticuerpo Apo10. Cuanto mas disminuye la sefial Apo10 luego de bloquear el
anticuerpo con el péptido, mayor es la proporcion de sefial especifica. Asi, la longitud de la flecha da la magnitud de
la disminucién de la sefial Apo10 luego del bloqueo del anticuerpo (véase la Figura 7). Esta es la magnitud de las
sefales Apo10 especificas.

La Figura 7 A es idéntica a la Figura 6 A. La Figura 7 B corresponde a la Figura 6 B con la adicion de la representacion
grafica de la magnitud de la reduccién en la sefial Apo10 en ambas células. La magnitud de la disminucién en las
células Apo10-positivas representa la magnitud de la reduccion en la sefial que se crea al bloquear el dominio de unién
del anticuerpo Apo10 con péptido. La reduccién en la sefial Apo10 es mayor en la célula ubicada a la derecha. La
diferencia entre la intensidad de la sefial Apo10 con el anticuerpo no bloqueado y con el anticuerpo bloqueado es
mayor en la célula de la derecha, de manera que la magnitud de la sefial especifica es mayor. Aunque la intensidad
de la sefial Apo10 en la célula de la izquierda es mayor que en la célula de la derecha, la de la derecha tiene, al mismo
tiempo, una proporcion mayor de sefial Apo10 especifica. La diferencia (delta) entre la medicion con el anticuerpo
Apo10 no bloqueado y con el anticuerpo Apo10 bloqueado esta dada por la longitud de la flecha en el diagrama y
muestra la magnitud de la tincion Apo10 especifica. Asi, las flechas indican la magnitud de la disminucion de la sefal
debido al bloqueo del anticuerpo con el péptido. El bloqueo del anticuerpo Apo10 con el péptido permite determinar la
magnitud de la union especifica. Al mismo tiempo, esto permite identificar las células que tienen mayor proporcién de
sefial Apo10 especifica, independientemente de la intensidad de la sefial total. Gracias a ello, se pueden identificar
las células en las que la sefial Apo10 es baja pero mas especifica que en otras células con una sefial Apo10 mas
intensa.
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La Figura 8 es una representacion esquematica de células que se tifieron con CD14 y CD16 y se graficaron en el eje
X vs. el CD16. Se analizaron las preparaciones (“reales”) de analisis y los controles FMO.

En la Figura 8 A, se muestran las células del control FMO (sin adicion del anticuerpo Apo10).

En la Figura 8 B, se muestra que, al afiadir el anticuerpo Apo10 marcado fluorescentemente, se detectan las sefales
Apo10. La sefial Apo10 aumenta debido a las sefales especificas y no especificas en todas o casi todas las células,
con lo cual estas células migran hacia arriba en el diagrama (la nube de células migra hacia arriba). En este caso, las
células con sefial Apo10 muy intensa se separan un poco por encima de la nube. Sin embargo, no surge una nube
independiente de células Apo10-positivas sobre la nube original de células FMO.

La Figura 9 muestra cdmo se ubica el corte en un diagrama de acuerdo con la Figura 8 (diagrama de las células
tefiidas con CD14 y CD16 y graficadas en el eje X vs. el CD16).

En la Figura 9 A, se muestran las células del control FMO (sin adicion del anticuerpo Apo10).

La linea de trazos marca el corte sobre la nube de células del control FMO.

En la Figura 9 B, la linea de trazos marca la linea divisoria (corte) sobre la nube de células FMO, que se transfiri6 a la
nube de células con (o luego de o en el caso de) la tincion Apo10. Sin embargo, esta linea divisoria transferida desde
el control FMO ya no es adecuada, dado que la nube de células ha migrado hacia arriba a causa de las sefales
especificas y no especificas debidas a la adicion del anticuerpo Apo10 marcado fluorescentemente. La sefial Apo10
surge debido a las sefiales especificas y no especificas en todas o casi todas las células, con lo cual las células del
diagrama migran hacia arriba en el diagrama (la nube de células migra hacia arriba). Las células con sefial Apo10 muy
intensa se separan un poco por encima de la nube. Sin embargo, no surge una nube independiente de células Apo10-
positivas sobre la nube original de células. De todos modos, sobre la base del estrechamiento o la menor densidad de
las células en una region, se introduce una linea divisoria (linea solida) basada en esta diferencia optica, que deberia
dividir las células Apo10-positivas de las Apo10-negativas. Sin embargo, esta linea divisoria se encuentra en un nivel
considerablemente mas alto que el que se puede deducir sobre la base del control FMO. Aqui, una célula que se
encuentra sobre la linea divisoria se considera Apo10-positiva. Sin embargo, las células cuya intensidad aumenta
debido a la adicion del anticuerpo Apo10 no siempre cruzan la linea divisoria sélida. Si esto ocurre, las células en
cuestion se clasifican como negativas, a pesar de que podria tratarse de células Apo10-positivas con sefial Apo10
especifica.

La Figura 10 es, una vez mas, una representacion esquematica de células que se tifieron con CD14 y CD16 y se
graficaron en el eje X vs. el CD16. Las células que llevan el antigeno Apo10 se indican con un circulo con un triangulo

Iy %)
. . (LN . ’ . .z .
en su interior (A ). Las células que llevan el antigeno Apo10 y estan marcadas por union del anticuerpo Apo10
marcado fluorescentemente a este antigeno, y que emiten las sefiales de fluorescencia correspondientes (a esta

unién) se muestran aqui, cada una, con un circulo con un cuadrado en su interior (@"‘ )-

En la Figura 10 A, se muestran los valores medidos del control FMO (sin adicion del anticuerpo Apo10). Hay presencia
de células positivas para el antigeno Apo10 (indicadas con un circulo con un triangulo en su interior), pero estas no se
detectan aqui (dado que no hay presencia de anticuerpo Apo10 ligado).

En la Figura 10 B, se muestra que, al afiadir el anticuerpo Apo10 marcado fluorescentemente, se tifien ambas células

que llevan el antigeno Apo10 (circulos con cuadrado). Los dos circulos con tridngulos (@)) que se muestran indican
la posicion anterior de estas dos células que llevan el antigeno Apo10 de acuerdo con la Figura 10 A. Tras la adicion
del anticuerpo Apo10, la proporcién de sefales no especificas también aumenta. De hecho, esto ocurre en todas o
casi todas las células. Esto puede deberse especificamente, por ejemplo, a la adhesividad del anticuerpo. La sefial

Apo10 de la célula de la izquierda marcada con el cuadrado (@’~) aumenta debido a la adicion del anticuerpo Apo10,
pero menos intensamente que la sefial Apo10 de la célula de la derecha marcada con un cuadrado. Aunque, asi, la
intensidad total de la sefial Apo10 es menor en la célula de la derecha que en la de la izquierda, la magnitud de la
sefial Apo10 especifica en la célula de la derecha es mayor que en la célula de la izquierda.

La Figura 11 muestra como se ubica un corte en un diagrama como el de la Figura 10.

Al afnadir el anticuerpo Apo10 marcado fluorescentemente, una porcion diferente de la cantidad total de células sube
en distinta medida (la nube migra hacia arriba). Una persona versada en el campo de la citometria de flujo puede,
sobre la base del estrechamiento o la menor densidad de células en una regién, reconocer una poblacion de células
en la region superior de la nube general de células que, asi, tienen una sefial Apo10 intensa y se separan un poco del
resto de la nube pero, como regla general, no forman una nube independiente de la nube principal. En base a ello,
reconocer estas diferencias épticas (estrechamiento de la nube, menor densidad en la transicién desde las células
Apo10-negativas hacia las Apo10-positivas) e introducir una linea divisoria solo resulta posible con ayuda de un
experto. Esta linea divisoria se encuentra en un nivel considerablemente mas alto que el que se puede deducir sobre
la base del control FMO. Esto se debe a que la nube en su conjunto sube debido a una combinacion de sefiales Apo10
especificas y no especificas. Aqui, una célula que se encuentra sobre la linea divisoria se considera Apo10-positiva.
Las células cuya sefial aumenta marcadamente por la adicién del anticuerpo Apo10 pero aun asi no cruzan la linea
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divisoria se evalian como negativas. Esto significa que una célula no se clasifica como Apo10-positiva Unicamente
sobre la base del aumento en la sefial Apo10, sino sobre la base del aumento pero también, principalmente, sobre la
base de la intensidad de la sefal. Asi, unicamente las células con sefial mas intensa, y, por ende, las células por
encima de la linea divisoria (corte) se clasifican como positivas. Por consiguiente, la evaluacion solo puede realizarla
una persona versada en la técnica. Las células positivas que no migran por encima del corte se clasifican como
negativas a pesar de que podrian ser células positivas, lo que puede falsificar el resultado.

Ejemplo comparativo 7: Uso del método de la invencién en un método de deteccion inmunohistoquimico con el
anticuerpo "Apo10" sobre secciones de tejido de carcinoma de la cavidad bucal

El anticuerpo "Apo10" es un anticuerpo monoclonal IgG2a dirigido contra el epitopo Apo10 de la proteina DNasaX,
que esta presente en mayor cantidad en ciertas células tumorales y que, en virtud de ello, puede servir como indicador
para la identificacion de estas células tumorales.

El anticuerpo "Apo10" se generé mediante una inmunizacién de ratas con un péptido de la DNasaX con la secuencia
CASLTKKRLDKLELRTEPGF. Esta secuencia de aminoacidos representa los aminoacidos 187 a 206 de la proteina
DNasaX (simil desoxirribonucleasa | n.° 1), que consiste en un total de 302 aminoacidos. La secuencia completa de
la proteina DNasaX esta disponible con el cédigo de acceso gbAAV38793.1.

El epitopo blanco del anticuerpo Apo10 es este (aquel) péptido que, en su generacion, se utilizé para la inmunizacion
usada para las células productoras de anticuerpos (en la rata), a saber, un péptido con la secuencia de aminoacidos
CASLTKKRLDKLELRTEPGF.

La “tincién de analisis con anticuerpo Apo10” se realiza sobre muestras de tejido humano embebidas en parafina y
fijadas en formalina (FFPE) como la llamada “tincién individual con Apo10” inmunohistoquimica (IHC) en combinacion
con el método de la biotina-estreptavidina marcada (sistema LSAB).

Para ello, las secciones de tejido FFPE primero se desparafinan y rehidratan, se induce térmicamente su
desenmascaramiento, se lavan y, opcionalmente, se bloquean con peroxidasa y/o biotina y/o suero. A continuacion,
se incuban con el anticuerpo de deteccion Apo10 como medio de dilucién primario del anticuerpo (p. €j., aplicacién de
100 pl de solucion primaria de anticuerpo por seccién de tejido), preferentemente de un dia para otro a 4 °C en una
camara de humedad. El bloqueo del dominio de unién se realiza por incubaciéon a 4 °C de un dia para otro con un
exceso molar de 10 veces del péptido en relacion con el anticuerpo usado para obtener la solucion primaria del
anticuerpo blogqueado.

A continuacioén, las secciones de tejido se lavan (p. €j., durante 2x2 minutos con buffer de lavado) y se incuban con un
anticuerpo secundario biotinilado (p. €j., fragmentos F(ab’)2 de asno conjugados con biotina contra IgG (H+L) de rata,
dilucién 1:100) durante 45 minutos a temperatura ambiente en una camara de humedad. A continuacién, las secciones
de tejido se lavan nuevamente (p. €j., durante 2x2 minutos con buffer de lavado) y se incuban con estreptavidina (p. €j.,
kit LSAB™2 “L ABEL") durante 30 minutos a temperatura ambiente en una camara de humedad.

A continuacién, se realiza otro lavado (p. €j., durante 2x2 minutos con buffer de lavado) y, luego, una incubacién con
cromogeno para HRP (p. ej., Biogenex, DAB) durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente en una camara de
humedad (el tiempo de incubacién se determina de acuerdo don las instrucciones del fabricante). A continuacion, se
tiien en primer lugar con DAB y, luego, se realiza una tincidén nuclear con hematoxilina (p. €j., 3 minutos a temperatura
ambiente, en funcion de la intensidad deseada).

La tincion se completa con un lavado o enjuague (p. €j., con agua de grifo) y, finalmente, las secciones de tejido se
montan (p. j., en un medio acuoso o tras la deshidratacion con una serie creciente de alcoholes/xileno en un medio
de polimero durable).

Las secciones de tejido montadas se analizan y evaluan mediante microscopia de fluorescencia.

Los resultados de este analisis se muestran en la Fig.12. Estos resultados muestran que el anticuerpo Apo10 detecta
el epitopo Apo10 de la proteina DNasaX en el nucleo celular de las células tumorales (véase la Fig.12 a). Por otro
lado, en las células del estroma y las células epiteliales saludables, no se distingue tincién con Apo10 y, por ende, no
se detecta el epitopo proteico Apo10 (no se muestra). La tincion con Apo10 del nucleo celular de las células tumorales
ya no es visible cuando el péptido epitopo/péptido blanco (con la secuencia de aminoacidos
CASLTKKRLDKLELRTEPGF) se afiade en un exceso molar de 10 veces en relacién con el anticuerpo Apo10 antes
de la tincién (véase la Fig.12 b).

Medicién inmunohistoquimica comparativa

Para la comparacién de dos mediciones inmunohistoquimicas, en las que la tincion inmunohistoquimica con anticuerpo
no bloqueado se compara con la tinciéon con anticuerpo bloqueado, se pueden usar secciones consecutivas, es decir,
dos secciones sucesivas del tejido (tumoral). Asi, la resta de dos sefiales generadas en dos secciones de tejido
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sucesivas permite calcular las sefiales especificas. Este método de secciones consecutivas se usé en el caso de la
Fig.12.

Otra posibilidad para la medicién comparativa de tinciones inmunohistoquimicas consiste en primero afadir el
anticuerpo blogueado a la seccién de tejido para detectar las sefiales no especificas. A continuacion, la misma seccién
de tejido se puede teiiir con el anticuerpo no bloqueado para detectar la sefial que genera la union especifica entre el
anticuerpo no bloqueado y el epitopo blanco. En consecuencia, las sefiales especificas se pueden calcular como la
resta de las sefiales generadas en la misma seccién de tejido. En este procedimiento, las sefiales nuevas que surgen
(sefiales de la segunda tincion) representan las sefales especificas generadas por el anticuerpo no bloqueado. Una
modificacién de esta forma de tincion consecutiva consiste en afadir el anticuerpo bloqueado en una proporcion
distinta que en la medicién posterior con el anticuerpo no bloqueado, de manera que el anticuerpo bloqueado se use,
por ejemplo, en una concentracion molar 2 veces mayor que el anticuerpo no bloqueado. El exceso de anticuerpo
bloqueado se puede incrementar todavia mas (p. ej. razén 3:1 entre anticuerpo bloqueado en la primera tinciéon y
anticuerpo no bloqueado en la segunda tincién. Esta proporciéon se puede incrementar ain mas a razones de 200:1,
500:1 o incluso mas. Con esta serie de titulacion, se puede encontrar una razén éptima entre anticuerpo bloqueado
en una medicion y anticuerpo no bloqueado en la otra, de manera que la intensidad de las sefiales especificas se
puede seleccionar para que estas sean suficientemente altas. Asi, se puede aumentar aun mas la especificidad, dado
que la unién no especifica se satura cada vez mas y, mediante una comparacién con el anticuerpo no bloqueado, la
unién especifica se puede determinar de manera aun mas selectiva.

Otra posibilidad para la medicién comparativa de tinciones inmunohistoquimicas consiste en primero afadir el
anticuerpo bloqueado a la seccion de tejido para detectar las sefiales no especificas. A continuacion, el anticuerpo se
puede quitar de la seccion de tejido mediante un lavado delicado. Luego, la misma seccion de tejido se tifie
nuevamente con el anticuerpo no bloqueado. Como resultado, se detectan tanto las sefiales especificas como las no
especificas. La resta de las sefiales de las dos mediciones generadas en la misma seccién de tejido (es decir, la
diferencia entre ellas) permite calcular las sefiales especificas.
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REIVINDICACIONES

Un método para la identificacién, cuantificaciéon y discriminacion de sefiales especificas frente a sefiales no
especificas en un método de deteccién que se realiza con al menos un detector para ubicar e identificar
estructuras blanco especificas en material de muestra, en donde el detector envia o genera sefiales para su
determinacion y estas sefiales permiten una cuantificacion del detector, y en donde las sefiales especificas
son las sefales enviadas o generadas por el detector debido al hallazgo y la identificacion de la estructura
blanco, caracterizado dicho método por:

- que el analisis comprende al menos una preparacion de analisis y al menos una preparacion de control,
que se procesan en paralelo;

- que la preparaciéon de control contiene los mismos componentes en las mismas cantidades que la
preparacion de andlisis que se procesa en paralelo, pero difiere de la preparacién real de analisis en que
el/los dominio(s) de uniéon de el/los detector(es) esta(n) bloqueado(s); y

- que la totalidad de las sefiales medidas en la preparacién de control se resta de la totalidad de las sefiales
medidas en la preparacion de andlisis, en donde la diferencia constituye la sefial especifica del/de los
detector(es) de la(s) estructura(s) celular(es) que se pretende determinar,

en donde el método de deteccion es un método de analisis citométrico de flujo y se realiza mediante citometria
de flujo.

El método de la reivindicacion 1, caracterizado por que, en la preparacién de control, el/los dominio(s) de
union del/de cada detector esta(n) bloqueado(s) con una estructura que es similar a la estructura blanco.

El método de la reivindicacién 1, caracterizado por que el/los detector(es) es/son (un) anticuerpo(s)
(anticuerpo(s) de deteccion), preferentemente (un) anticuerpo(s) monoclonal(es).

El método de la reivindicacion 3, caracterizado por que, en la preparacién de control, el/los dominio(s) de
union del/de los anticuerpo(s) (anticuerpo(s) de deteccion) esta(n) bloqueado(s) con un péptido que exhibe la
secuencia de aminodcidos de la estructura blanco.

El método de la reivindicacion 3, caracterizado por que, en la preparacién de control, el/los dominio(s) de
unioén del/de los anticuerpo(s) (anticuerpo(s) de deteccion) esta(n) bloqueado(s) con un fragmento de proteina
0 con una proteina que comprende la estructura blanco.

El método de la reivindicacion 3, caracterizado por que, en la preparacién de control, el/los dominio(s) de
union del/de los anticuerpo(s) (anticuerpo(s) de deteccion) esta(n) bloqueado(s) por la unién de uno o mas
competidores peptidicos, en donde cada competidor peptidico es funcional o efectivamente igual al péptido
que exhibe la secuencia de aminoacidos de la estructura blanco.

El método de la reivindicacion 3, caracterizado por que, en la preparacién de control, el/los dominio(s) de
uniéon del/de los anticuerpo(s) (anticuerpo(s) de deteccion) esta(n) bloqueado(s) por la unién de uno o mas
competidores peptidicos y/o fragmentos de proteina y/o proteinas, en donde cada competidor peptidico es
funcional o efectivamente igual al péptido que exhibe la secuencia de aminoacidos de la estructura blanco y
cada fragmento de proteina o competidor peptidico comprende la estructura blanco.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que la deteccion de las sefiales de
reaccion en la preparacion de control (RS-K) y en la preparacion real de analisis (RS-T) y/o la resta (RS-T
menos RS-K) y la visualizacion de la diferencia ocurren de manera parcial o completamente automatica.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que el analisis de deteccion es un
analisis inmunohistoquimico y que los resultados del analisis se registran y evaltan digitalmente, a saber,
que la deteccion de las sefales de reaccion en la preparacion de control (RS-K) y en la preparacion real de
analisis (RS-T) ocurre digitalmente, la resta (RS-T menos RS-K) ocurre de manera parcial o totalmente
automatica y la visualizacion de la diferencia ocurre digitalmente.

El método de la reivindicacién 9, caracterizado por que el andlisis de deteccibn es un andlisis de
inmunofluorescencia y que los resultados del andlisis de inmunofluorescencia se registran y evaltan
digitalmente, a saber, que la deteccion de las sefiales de emision en la preparacion de control (RS-K) y en la
preparacion real de analisis (RS-T) ocurre digitalmente, la resta (RS-T menos RS-K) ocurre de manera parcial
o totalmente automatica y la visualizacién de la diferencia ocurre digitalmente.
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