ES 2 686 824 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 686 824
Eint. a1

GO1N 33/564 (2006.01)
GO1N 33/574 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 19.06.2015  PCT/GB2015/051791
Fecha y nimero de publicacién internacional: 23.12.2015 WO015193678

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  19.06.2015 E 15736010 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 22.08.2018  EP 3158336

T|’tu|0: Métodos de inmunoensayo mejorados

Prioridad: @ Titular/es:
20.06.2014 GB 201411060 ONCIMMUNE LIMITED (100.0%)
Clinical Sciences Building City Hospital Hucknall

s e Road
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Nottingham NG5 1PB, GB
traduccion de la patente:

22.10.2018 @ Inventor/es:

MURRAY, ANDREA;
HAMILTON-FAIRLEY, GEOFFREY NEIL y
ALLEN, JARED

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 686 824 T3

DESCRIPCION
Métodos de inmunoensayo mejorados
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la deteccion de anticuerpos, y en particular, se refiere a
ensayos para la deteccion de anticuerpos en una muestra que comprende fluido corporal de paciente. El ambito de
proteccion se define por las reivindicaciones anexas.

Antecedentes de la invencion

Muchos ensayos de diagnostico, pronostico y/o control dependen de la deteccion de un marcador bioldgico de una
susceptibilidad a un estado patoldgico o enfermedad particular. Dichos marcadores biolégicos son frecuentemente
proteinas o polipéptidos que son caracteristicos de una enfermedad particular o estan asociados con la
susceptibilidad a la enfermedad.

En los ultimos afios se ha hecho evidente que los anticuerpos, y en particular los autoanticuerpos, también pueden
servir como marcadores biologicos de enfermedad o susceptibilidad a la enfermedad. Los autoanticuerpos son
anticuerpos de origen natural dirigidos contra un antigeno que el sistema inmunitario de un individuo reconoce como
extrafios aun cuando ese antigeno se origind en realidad en el individuo. Pueden estar presentes en la circulacion
como autoanticuerpos libres circulantes o en forma de inmunocomplejos circulantes que consisten en
autoanticuerpos unidos a su proteina diana. Las diferencias entre una proteina de tipo silvestre expresada por
células “normales” y una forma alterada de la proteina producida por una célula enferma o durante un proceso
patoldgico pueden conducir, en algunos casos, a que la proteina alterada se reconozca por el sistema inmunitario de
un individuo como “no propia” y de este modo genere una respuesta inmunitaria en ese individuo. Esta puede ser
una respuesta inmunitaria humoral (es decir, mediada por linfocitos B) que conduzca a la produccion de
autoanticuerpos inmunoldgicamente especificos de la proteina alterada.

El documento WO 99/58978 describe métodos para su uso en la deteccidon/diagndstico del cancer que estan
basados en la evaluacion de la respuesta inmunitaria de un individuo contra dos o mas marcadores tumorales
diferentes. Estos métodos implican generalmente poner en contacto una muestra de fluido corporal tomada del
individuo con un panel de dos o mas antigenos marcadores tumorales diferentes, cada uno derivado de una proteina
marcadora tumoral diferente, y detectar la formacioén de complejos de los antigenos marcadores tumorales unidos a
los autoanticuerpos circulantes inmunoldgicamente especificos para las proteinas marcadoras tumorales. La
presencia de dichos autoanticuerpos circulantes se considera un indicio de la presencia de cancer.

Los ensayos que miden la respuesta inmunitaria del individuo a la presencia de la proteina marcadora tumoral en
términos de la produccién de autoanticuerpos proporcionan una alternativa a la medicién o deteccion directa de la
proteina marcadora tumoral en fluidos corporales. Dichos ensayos constituyen esencialmente una deteccion
indirecta de la presencia de proteina marcadora tumoral. Debido a la naturaleza de la respuesta inmunitaria, es
probable que puedan generarse autoanticuerpos en una cantidad muy pequefia de proteina marcadora tumoral
circulante y, por consiguiente, los métodos indirectos que dependen de la deteccion de la respuesta inmunitaria
contra marcadores tumorales seran mas sensibles que los métodos para la medicién directa de marcadores
tumorales en fluidos corporales. Por lo tanto, los métodos de ensayo basados en la deteccién de autoanticuerpos
pueden ser de un valor particular en una fase temprana del proceso patolédgico, y posiblemente también en relacion
con la deteccion de pacientes asintomaticos, por ejemplo, en la deteccion para identificar individuos “en riesgo” de
desarrollar una enfermedad entre una poblaciéon de individuos asintomaticos, para identificar individuos que han
desarrollado una enfermedad entre una poblacién de individuos asintomaticos. Ademas, el método basado en la
deteccion de autoanticuerpos puede ser de un valor particular en una fase temprana del proceso patolégico, y
posiblemente también puede usarse para identificar individuos que han desarrollado una enfermedad entre una
poblacién de individuos sintomaticos. Ademas, pueden ser Utiles para la deteccién temprana de una enfermedad
recurrente. Los métodos de ensayo también pueden ser de valor en terapias de seleccion o control de una
enfermedad.

Ademas de ser indicativos de un estado patologico de cancer, los anticuerpos y autoanticuerpos también pueden
servir como marcadores biolégicos de otras patologias o susceptibilidades a enfermedad, de las cuales no son sino
ejemplos la artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico (SLE), cirrosis biliar primaria (PBC), tiroiditis
autoinmunitaria (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto), gastritis autoinmunitaria (por ejemplo, anemia perniciosa),
adrenalitis autoinmunitaria (por ejemplo, enfermedad de Addison), hipoparatiroidismo autoinmunitario, diabetes
autoinmunitaria (por ejemplo, diabetes Tipo 1), miastenia grave, trastornos neurolégicos paraneoplasicos, tales como
el sindrome miasténico de Lambert-Eaton, enfermedad inflamatoria intestinal, sarcoidosis y hepatitis autoinmunitaria.

Se sabe que cuando se usan de modo diagndstico o prondstico los ensayos basados en la deteccion de anticuerpos
para evaluar la patologia, la progresion de la enfermedad o la susceptibilidad a la enfermedad de un individuo dentro
de una poblacion, pueden surgir dificultades para concebir una metodologia de ensayo normalizada apropiada para
toda la poblacién de sujetos a analizar, ya que las cantidades absolutas de anticuerpo presente varian radicalmente
de un individuo a otro. Esto puede producir una alta incidencia de resultados falsos negativos, por ejemplo entre
individuos que tengan una baja cantidad de anticuerpos. De forma similar, existe la dificultad de asignar resultados
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positivos verdaderos, ya que la variacién en las cantidades absolutas de anticuerpos de un individuo a otro implica
que es dificil establecer un umbral para un resultado de ensayo positivo que sea apropiado para todos los individuos
dentro de la poblacién explorada.

En el documento WO02006/126008 se determind que el rendimiento y, mas especificamente, la utilidad y fiabilidad
clinica de los ensayos basados en la deteccidon de anticuerpos, particularmente autoanticuerpos, como marcadores
biolégicos de enfermedad pueden mejorarse drasticamente mediante la inclusion de una etapa de titulacion de
antigeno. Ensayando la muestra sospechosa de contener anticuerpos contra una serie de cantidades diferentes de
antigeno y construyendo una curva de titulacion es posible identificar de forma fiable los resultados de la deteccion
positivos verdaderos, independientemente de la cantidad absoluta de anticuerpo presente en la muestra. Este
enfoque es contrario a los métodos de la técnica anterior que titulan el antigeno simplemente para construir una
curva de calibracién para permitir la identificacion de la concentracién de antigeno mas apropiada para usar para
detectar anticuerpos en muestras de pacientes reales. En estos métodos sélo se propone una medicién de un Unico
punto para el diagnostico real. Por lo tanto, estos métodos no permitiran variaciones en las cantidades del anticuerpo
a detectar de un individuo a otro, dando como resultado la presencia de falsos positivos y falsos negativos como se
ha descrito anteriormente. El método de titulacion de antigeno del documento W0O2006/126008 proporciona mayor
especificidad y sensibilidad que la medicién de la reactividad de los autoanticuerpos a una Unica concentracion de
antigeno, o métodos en los que se titula la muestra de suero en lugar del antigeno.

Sumario de la invenciéon

Se ha establecido que el método de titulacion del antigeno descrito en el documento W0O2006/126008 proporciona
una sensibilidad de alrededor del 40 % y una especificidad de alrededor del 90 % para la deteccién del cancer de
pulmén. Por lo tanto, aproximadamente el 10 % de los pacientes sanos evaluados tuvieron un resultado positivo sin
presentar el estado patolégico (falsos positivos). Debido a la baja incidencia de cancer de pulmén en la poblacion, el
valor predictivo positivo (VPP), la proporcion de resultados positivos que son verdaderos positivos en lugar de falsos
positivos, se debe principalmente a la especificidad del ensayo. Por lo tanto, seria ventajoso aumentar la
especificidad, es decir, reducir el nUmero de resultados positivos falsos. Con esto en mente, se ha determinado
sorprendentemente que la especificidad del método de prueba de titulaciéon del antigeno se puede mejorar
evaluando tanto la cantidad de union antigeno/anticuerpo como un parametro de la curva secundario. Este método
se denominara en la presente memoria “método de doble corte”. Este método requiere la evaluacion del nivel de
union especifica entre el anticuerpo y el antigeno y la evaluacién de un parametro de la curva secundario, y solo los
resultados de la prueba se consideran positivos en comparacion con los puntos de corte para que estas dos
medidas se clasifiquen como positivas

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método de deteccién de un anticuerpo en una
muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero, comprendiendo el método las etapas
de:

(a) poner en contacto dicha muestra de prueba con una pluralidad de diferentes cantidades de un antigeno
especifico para dicho anticuerpo;

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno;

(c) trazar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada
cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario a partir de la curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dicho anticuerpo basandose en una combinacion de:

(i) la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d).

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método para detectar dos o mas
anticuerpos en una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero, comprendiendo el
método las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra de prueba con un panel que comprende dos o mas conjuntos de antigenos,
en el que cada uno de dichos antigenos en dicho panel es especifico para al menos uno de dichos dos o mas
anticuerpos;

(b) detectar complejos de dichos antigenos unidos a anticuerpos presentes en dicha muestra de prueba;

(c) para cada antigeno trazar o calcular una curva separada de la cantidad de dicha unién especifica frente a la
cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario para cada curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dichos dos 0 mas anticuerpos basandose en una combinacion de:

(i) la cantidad de union especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d),
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para cada una de las curvas trazadas o calculadas en la etapa (c).
En todos los aspectos de la invencion, el sujeto mamifero es preferiblemente un ser humano.

En todos los aspectos de la invencion, el método se lleva a cabo in vitro en una muestra de prueba que comprende
un fluido corporal obtenido o preparado a partir del sujeto mamifero.

Una caracteristica clave de la invenciéon en todos sus aspectos es la determinacion de un parametro de la curva
secundario y el hallazgo de que el uso de este parametro de la curva secundario, en combinacién con la cantidad de
union especifica entre un anticuerpo en la muestra de prueba y el antigeno, aumenta la especificidad de los métodos
de la invencion, es decir, reduce el numero de resultados positivos falsos, en comparacion con los ensayos basados
Unicamente en la cantidad de unién especifica entre un anticuerpo en la muestra de prueba. Debido a la baja
incidencia de cancer de pulmén en la poblacion, el valor predictivo positivo (VPP) se basa principalmente en la
especificidad del ensayo y este aumento en la especificidad aumenta el VPP.

En ciertas realizaciones, el aumento en la especificidad proporcionada por el método de doble corte permite que se
apligue un mayor nimero de antigenos a la muestra de prueba simultaneamente, aumentando la sensibilidad, es
decir, disminuyendo el nimero de resultados falsos negativos, con respecto a los métodos de la técnica anterior. En
ciertas realizaciones, el aumento en la especificidad proporcionado por los métodos de la invencién permite que se
apliquen antigenos adicionales o variantes de antigenos multiples a la muestra de prueba, aumentando la
sensibilidad de los métodos de ensayo. Este enfoque es contrario a las investigaciones previas realizadas en esta
area, que se centraron en el intento de identificar antigenos individuales que demuestran la mayor sensibilidad
posible. El presente método aumenta la especificidad del ensayo, y por lo tanto del VPP, permitiendo que la
sensibilidad del ensayo se incremente ensayando multiples antigenos, con el método de doble corte, lo que evita
una disminucién resultante en la especificidad que se esperaria al analizar antigenos multiples usando métodos de
la técnica anterior. Esto evita la necesidad de identificar antigenos individuales que demuestren una sensibilidad
particularmente alta.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1. Representacion esquematica para demostrar la derivacion de los parametros de la curva secundarios:
A = Pendiente, Ordenada en el origen, Area bajo la curva (AUC) y PendienteMax. B = constante de disociacion
(Kd).

Figura 2. Ejemplo de un conjunto de curvas de titulacion obtenidas para la union del anticuerpo a un panel de
siete antigenos asociados a tumores:

(-=B--'p53), (--é--'SOX2), (—h—CAGE), (-'3-'-NY-ESO-1), (—#—BUA4-5), (--—-@-—-MAGE A4),
(-==-€r---HuD) més un control (--M---VOL).

Figura 3. Parametros de curvas secundarias. Graficos del parametro de la curva secundario frente a la union
anticuerpo/antigeno (expresado en unidades de referencia calibradas (RU)) para p53. Tanto la reduccion de
regresion de datos lineal (diagrama de la izquierda) como logaritmica (diagrama de la derecha) se dan para cada
parametro. A = pendiente, B = ordenada en el origen, C = AUC, D = PendienteMax. Siete resultados del panel de
antigenos obtenidos usando solo el corte comercial (es decir, EarlyCDT-Lung) para la unién anticuerpo/antigeno
se codifican de la siguiente manera: o = verdaderos positivos, x = falsos positivos, A = verdaderos negativos, o =
falsos negativos. - - - - - - - representa el valor de corte estandar para la unién anticuerpo/antigeno.

Figura 4. Desarrollo de parametros de la curva secundarios 6ptimos. Graficos de los parametros de la curva
secundarios Optimos frente a la unidén anticuerpo/antigeno (expresado en unidades de referencia calibradas
(RU)) para el panel de siete antigenos; (A = p53), (B = SOX2), (C = CAGE), (D = NY-ESO-1), (E = MAGE A4), (F
= HuD). Siete resultados del panel de antigenos obtenidos utilizando solo el corte comercial (es decir, EarlyCDT-
Lung) para la unién anticuerpo/antigeno se codifican de la siguiente manera: o = verdaderos positivos, X = falsos
positivos, A = verdaderos negativos, o = falsos negativos. - - - - - - - representa el valor de corte estandar para la
union anticuerpo/antigeno. --------- representa el corte del parametro de la curva secundario. El area sombreada
en gris representa la zona de positividad.

Figura 5. Confirmacién en un conjunto de muestras independiente. Graficos de parametro de la curva secundario
optimo frente a la unién anticuerpo/antigeno (expresado en unidades de referencia (RU)) calibradas para el panel
de siete antigenos; (A = p53), (B = SOX2), (C = CAGE), (D = NY-ESO-1), (E = MAGE A4), (F = HuD). Los datos
del conjunto de ensayo se muestran a la izquierda y los datos del conjunto de confirmacién se muestran a la
derecha. Siete resultados del panel de antigenos obtenidos utilizando solo el corte comercial (es decir,
EarlyCDT-Lung) para la unién anticuerpo/antigeno se codifican de la siguiente manera: o = verdaderos positivos,
X = falsos positivos, A = verdaderos negativos, o = falsos negativos. - - - - - - - representa el valor de corte
estandar para la union anticuerpo/antigeno. --------- representa el corte del parametro de la curva secundario. El
area sombreada en gris representa la zona de positividad.

Figura 6. Mejora en el rendimiento del panel mediante la incorporacién de antigenos adicionales. Graficos del
parametro de la curva secundario 6ptimo frente a la unidon anticuerpo/antigeno (expresado en unidades de
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referencia (RU) calibradas) para cuatro antigenos adicionales; (A = alfa enolasa), (B = citoqueratina 8), (C =
citoqueratina 20), (D = Lmyc2). Siete resultados del panel de antigenos obtenidos utilizando solo el corte
comercial (es decir, EarlyCDT-Lung) para la union anticuerpo/antigeno se codifican de la siguiente manera: o =
verdaderos positivos, X = falsos positivos, A = verdaderos negativos, o = falsos negativos. - - - - - - - representa el
valor de corte estandar para la unién anticuerpo/antigeno. --------- representa el corte del parametro de la curva
secundario. El area sombreada en gris representa la zona de positividad.

Figura 7. Mejora en el rendimiento del panel mediante la incorporacion de variantes y antigenos mutados.
Graficos del parametro de la curva secundario 6ptimo frente a la unidon anticuerpo/antigeno (expresado en
unidades de absorbancia) para las siete mutaciones o variantes seleccionadas para ser incluidas en el panel
final; (A = p53-C term), (B = Kras G12C/Q61H), (C = p53 C-BirA), (D = Kras Q61H), (E = EGFR1-EP), (F = Kras
G13C/Q61H) y (G = p53-95). Siete resultados del panel de antigenos obtenidos usando solo el corte comercial
(es decir, EarlyCDT-Lung) para la unién anticuerpo/antigeno se codifican de la siguiente manera: o = verdaderos
positivos, x = falsos positivos, A = verdaderos negativos, o = falsos negativos. - - - - - - - representa el valor de
corte estandar para la unién anticuerpo/antigeno. --------- representa el valor de corte del parametro de la curva
secundario. El area sombreada en gris representa la zona de positividad.

Figura 8: Desarrollo de un panel de diagnostico para CHC, que incorpora parametros de la curva secundarios.
Graficos del parametro de la curva secundario frente a la union anticuerpo/antigeno (expresada en unidades de
densidad optica (OD)) para un panel inicial de seis antigenos en dos concentraciones de antigeno; (A = p53), (B
= S0X2), (C = CAGE), (D = NY-ESO-1), (E = MAGE A4), (F = CK8), (i = antigeno a una concentracion de 50 nM,
ii = antigeno a una concentracion de 160 nM). La clase de enfermedad de la cohorte se codifica de la siguiente
manera: o = CHC, x = enfermedad hepatica benigna, o = normal sano equiparable. Representa el corte relativo.
El corte horizontal representa el corte estandar de unién anticuerpo/antigeno y el corte vertical representa el
corte del parametro de la curva secundario. El area sombreada en gris oscuro representa la zona de positividad.

Figura 9: Adicion de antigenos a un panel de diagnéstico para CHC, incorporando parametros de la curva
secundarios. Graficos del parametro de la curva secundario frente a la unién anticuerpo/antigeno (expresado en
unidades de densidad optica (OD)) para seis antigenos adicionales en dos concentraciones; (A = AFP), (B =
p62), (C = SSX1), (D = HDGF), (E = VTN10), (F = IMP1), (i = antigeno a una concentracion de 50 nM, ii =
antigeno a una concentracion de 160 nM ) La clase de enfermedad de la cohorte se codifica de la siguiente
manera: o = CHC, x = enfermedad hepatica benigna, o = normal sano equiparable. --------- representa el corte
relativo. El corte horizontal representa el corte estandar de unién anticuerpo/antigeno y el corte vertical
representa el corte del parametro de la curva secundario. El area sombreada en gris oscuro representa la zona
de positividad.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién en general proporciona un método de inmunoensayo para detectar un anticuerpo, caracterizado por
que una muestra a analizar para detectar la presencia del anticuerpo se analiza para determinar la unién especifica
contra diferentes cantidades de antigeno especifico para dicho anticuerpo y una curva de titulacion producida para
anticuerpo/antigeno union frente a la cantidad de antigeno probado. A continuacion, se calcula un parametro de la
curva secundario a partir de la curva y se determina la presencia del anticuerpo en funcién de la cantidad de unién
especifica entre el anticuerpo y el antigeno y el parametro de la curva secundario.

Los inventores han establecido que la union antigeno/anticuerpo en muestras negativas (por ejemplo, muestras de
pacientes normales) previamente categorizadas como falsos positivos muestran caracteristicas de curva diferentes
que la union especifica en muestras positivas. El uso de un método de doble corte, que examina tanto la cantidad de
union antigeno/anticuerpo como un parametro de la curva secundario, por lo tanto, reduce el numero de resultados
positivos falsos, aumentando la especificidad. Debido a la baja incidencia de cancer de pulmén en la poblacion, el
Valor Predictivo Positivo (VPP) se basa principalmente en la especificidad del ensayo y, por lo tanto, el método de la
invencion también aumenta el VPP en relacion con los ensayos en funcion de la cantidad de unién especifica entre
un anticuerpo en la muestra de prueba.

Por lo tanto, en una realizacién no limitativa, la invencién proporciona un método para detectar un anticuerpo en una
muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero, comprendiendo el método las etapas
de:

(a) poner en contacto dicha muestra de prueba con una pluralidad de diferentes cantidades de un antigeno
especifico para dicho anticuerpo;

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno;

(c) trazar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada
cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario a partir de la curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dicho anticuerpo basandose en una combinacion de:
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(i) la cantidad de union especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d).

Las caracteristicas generales de los inmunoensayos, por ejemplo ELISA, radioinmunoensayos y similares, son bien
conocidas por los expertos en la materia (véase Immunoassay, E. Diamandis y T. Christopoulus, Academic Press,
Inc., San Diego, CA, 1996). Los inmunoensayos para la deteccidon de anticuerpos que tienen una especificidad
inmunoloégica particular requieren en general el uso de un reactivo (antigeno) que presente una reactividad
inmunolégica especifica con el anticuerpo relevante. Dependiendo del formato de ensayo, este antigeno puede
inmovilizarse en un soporte sélido. Una muestra a ensayar para determinar la presencia del anticuerpo se pone en
contacto con el antigeno vy, si estan presentes anticuerpos de la especificidad inmunolégica necesaria en la muestra,
reaccionaran inmunolégicamente con el antigeno para formar complejos de antigeno/anticuerpo que después
pueden detectarse o medirse cuantitativamente.

El método de la invencidn se caracteriza por que una muestra normalizada a ensayar para determinar la presencia
del anticuerpo se ensaya frente a una pluralidad de cantidades diferentes de antigeno (también denominada en la
presente memoria serie de titulacion). La muestra se ensaya frente a al menos dos, y preferentemente al menos
tres, cuatro, cinco, seis o siete cantidades diferentes del antigeno. Los ensayos tipicos también pueden incluir un
control negativo que no contiene ningun antigeno.

En el contexto de la presente invencion, el término “antigeno” se utiliza para referirse a un reactivo inmunoespecifico
que forma complejos con los anticuerpos presentes en la muestra de prueba. Un antigeno es una sustancia que
comprende al menos un determinante antigénico o epitopo capaz de interaccionar especificamente con el anticuerpo
diana que se desea detectar, o cualquier agente de captura que interacciona especificamente con la regién variable
o regiones determinantes de la complementariedad de dicho anticuerpo. El antigeno sera generalmente una
macromolécula biolégica de origen natural o sintético tal como, por ejemplo, una proteina o péptido, un polisacarido
o un acido nucleico, y puede incluir anticuerpos o fragmentos de los mismos tales como anticuerpos anti-idiotipo.

Los lectores expertos apreciaran que, en el método de la invencion, la cantidad de determinantes antigénicos o
epitopos disponibles para la unién al anticuerpo diana es importante para establecer una serie de titulacion. En
muchos formatos de ensayo, la cantidad de determinantes antigénicos o epitopos disponibles para la union se
correlaciona directamente con la cantidad de moléculas de antigeno presentes. Sin embargo, en otras realizaciones,
tales como ciertos sistemas de ensayo en fase sdlida, la cantidad de determinantes antigénicos o epitopos
expuestos puede no correlacionarse directamente con la cantidad de antigeno, sino que puede depender de otros
factores, tales como la unién a la superficie solida. En estas realizaciones, las referencias en la presente memoria a
“diferentes cantidades de antigeno” en una serie de titulacion puede considerarse que se refieren a diferentes
cantidades del determinante antigénico o epitopo.

En los métodos de la invencion, la cantidad relativa o absoluta de unién especifica entre anticuerpo y antigeno se
determina para cada cantidad diferente de antigeno (determinante antigénico o epitopo) probada y se usa para
trazar o calcular una curva de la cantidad (relativa o absoluta) de unién especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada cantidad de antigeno probada. La presencia en la muestra de prueba de anticuerpo reactivo con el
antigeno usado en el ensayo se determina basandose en la cantidad de union especifica observada para cada
cantidad de antigeno y generalmente esta indicada por una curva dosis-respuesta que generalmente es sigmoidea o
en forma de S. Si no hay variacién en la unién detectable a lo largo de las diferentes cantidades de antigeno
probadas, entonces esto puede considerarse como una ausencia de una cantidad detectable del anticuerpo.

En una realizacion, la presencia o ausencia de anticuerpo se determina por comparacion tanto de la cantidad de
union especifica entre el anticuerpo y el antigeno como del parametro de la curva secundario con valores de corte
predeterminados. Aqui, se traza una curva de la cantidad de unién especifica frente a la cantidad de antigeno para
cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulacion, y se compara el nivel de unién en muestras positivas
conocidas (por ejemplo, poblaciones de pacientes con enfermedad) con el nivel de unién observado en muestras
negativas conocidas (por ejemplo, individuos normales) en estudios de caso-control. Los valores de corte para la
union de anticuerpos en uno o mas puntos en la curva de titulacion se eligen para maximizar la sensibilidad (pocos
falsos negativos) mientras se mantiene una alta especificidad (pocos falsos positivos). Siempre que la curva de la
cantidad de unidn especifica frente a la cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de
valoraciéon sea una curva de dosis-respuesta, se considera positiva una medicion si la cantidad de unién especifica
determinada para uno o mas puntos en la curva de titulacién esta por encima del punto de corte determinado.

Una medida de la cantidad absoluta de anticuerpo presente en una muestra particular puede derivarse, si se desea,
de los resultados de los ensayos de titulacion de antigeno.

Parametros de la curva secundaria

Tras la deteccion de la cantidad de unién antigeno/anticuerpo para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de
titulacion, y el trazado de una curva de la cantidad de unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada
cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulacion, se calcula un parametro de la curva secundario. El parametro
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de la curva secundario se puede calcular a partir de una curva de regresion lineal o logaritmica. En la presente
memoria, un parametro de la curva secundario es cualquier valor calculado que proporciona una indicacién de la
naturaleza de la curva. Por ejemplo, el parametro de la curva secundario puede ser Pendiente, Ordenada en el
origen, Area bajo la curva (AUC), PendienteMax o la constante de disociacién (Kd). Estos parametros de la curva
secundarios se ilustran en la Figura 1.

La pendiente se calcula usando la ecuacion:

donde b es la Pendiente, x se refiere a la concentracion de antigeno (nM), e y se refiere al valor de OD en unidades
de absorbancia (AU).

La pendiente se puede calcular a partir de las curvas de regresion lineal o logaritmica, o de las curvas de regresion
tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

La ordenada en el origen de la linea de regresion es el valor de la linea en el eje y cuando x = 0.

La ordenada en el origen puede calcularse a partir de las curvas de regresion lineal o logaritmica, o de las curvas de
regresion tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

El area bajo la curva (AUC) puede calcularse usando la regla trapezoidal sumada, que se puede obtener estimando
la integral definida entre cada conjunto de concentraciones de antigeno siguiendo la férmula:

b i)+ fID
/D Jla)de = (b a} fte) ;: A

e

Este calculo se repite para cada par de concentraciones consecutivas de antigeno y los valores resultantes se
suman para dar un valor total para el Area bajo la curva (AUC).

El Area bajo la curva (AUC) se puede calcular a partir de las curvas de regresién lineal o logaritmica, o de las curvas
de regresion tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

La PendienteMax puede calcularse usando la misma férmula que la de la Pendiente, descrita anteriormente. Sin
embargo, para determinar el mayor valor posible para la Pendiente para cada muestra, se obtiene un valor de
Pendiente para cada par de concentraciones de antigeno consecutivas, donde el valor de Pendiente de mayor
magnitud representa la PendienteMax.

La PendienteMax puede calcularse a partir de las curvas de regresion lineal o logaritmica, o de las curvas de
regresion tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

La constante de disociacion (Kd) se puede calcular ajustando una curva logistica de cuatro parametros para cada
conjunto de puntos de titulacion y se usa un método de resolucion iterativa para dar los valores de los parametros de
la asintota minima (A), factor de pendiente (B), punto de inflexion (C) y asintota maxima (D) usando la férmula
F(x)=((A-D)/(1+((x/C)"B)))+D, por lo que la suma de los residuos al cuadrado se minimiza. El punto de inflexion para
estos datos de resolucion corresponde a la Kd de la unién antigeno-anticuerpo.

En otra realizacion, el parametro de la curva secundario puede determinarse ajustando una curva logistica, tal como
una curva logistica de 4 parametros, a la curva de la cantidad de unién especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulacion. En esta realizacion, el parametro de la curva
secundario puede ser asintota maxima, asintota minima, pendiente de Hill (o factor de pendiente) o punto de
inflexion.

Una curva logistica de 4 parametros (4PL) es una curva definida por la formula:
F(x) = ((A-D)/(1+((x/C)"B))) + D,

en la que A = minima asintota, B = pendiente de Hill (o factor de pendiente), C = punto de inflexion y D = asintota
maxima.

Para determinar los parametros de la curva secundarios en esta realizacién, se calcula una curva 4PL para cada
muestra y antigeno utilizando una funcién de resolucion iterativa. Aqui los 4 parametros se establecen en valores
cercanos al valor esperado para cada uno, con las siguientes restricciones: el valor de la asintota minima se fija en
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0, el valor de la pendiente de Hill se limita a valores positivos y el punto de inflexion se limita a un valor maximo de
1000.

La diferencia entre cada punto de la curva de titulacién y el punto correspondiente en la curva 4PL (expresado por la
férmula F(x) = ((AD)/(1 +((x/C "B))) + D) puede calcularse, las diferencias elevarse al cuadrado y sumarse los
valores de todas las diferencias al cuadrado.

Los valores utilizados para los 4 parametros de la curva secundarios se ajustan luego y la suma de las medias de los
cuadrados se calcula repetidamente de forma iterativa hasta que la suma de las medias de los cuadrados es lo mas
cercana posible a cero. La solucion iterativa se puede realizar utilizando la funcion SOLVER de Microsoft Excel.

Una vez que se ha obtenido un parametro de la curva secundario, se combinara con los datos de unién
antigeno/anticuerpo para determinar la presencia o ausencia del anticuerpo. Aqui, la cantidad de unién especifica
entre el anticuerpo y el antigeno se comparara con un valor de corte como se describié anteriormente.

El valor de corte para el parametro de la curva secundario se determina utilizando muestras positivas conocidas (por
ejemplo, un conjunto de conjuntos de muestras de casos y controles que consiste en una cohorte de pacientes con
enfermedad) y muestras negativas conocidas (p. €j., una cohorte de individuos normales en estudios de caso-
control). Para cada muestra, se traza una curva de la cantidad de union especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulaciéon, y los parametros de la curva secundarios
observados en la muestra positiva conocida (por ejemplo, pacientes con enfermedad) se comparan con los
parametros de la curva secundarios observados en la muestra negativa conocida (por ejemplo, individuos normales).
Los valores de corte para los parametros de la curva secundarios se eligen para maximizar la especificidad (pocos
falsos positivos) cuando se usan en combinacion con el valor de corte de la unidn anticuerpo/antigeno descrita
anteriormente.

Cuando se calcula el valor de corte para el parametro de la curva secundario, también se determina la
direccionalidad requerida para una lectura positiva, es decir, si un valor por encima o por debajo del corte se
considera positivo. La direccionalidad requerida para una lectura positiva dependera del antigeno y del parametro de
la curva secundario.

Se considera que una medicién es finalmente positiva, es decir, indicativa de la presencia de anticuerpos en la
muestra de prueba, si esta por encima del valor de corte de la unién anticuerpo/antigeno y demuestra la
direccionalidad requerida para una lectura positiva en comparacion con el valor de corte para el parametro de la
curva secundario.

Los inventores han determinado que incluir un parametro de la curva secundario en la metodologia de ensayo
aumenta la especificidad del inmunoensayo, incrementando el valor del predictor positivo (VPP), en comparacion
con los métodos de la técnica anterior basados Unicamente en la cantidad de unién especifica entre un anticuerpo
en la muestra de prueba.

Debe entenderse que aunque la descripcion de la invencién incluida en la presente memoria se centra en el uso de
un unico parametro de la curva en combinacion con la medicion de la cantidad de union antigeno/anticuerpo, se
contempla el uso de multiples parametros de la curva secundarios. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, los
métodos de la invencidn utilizan dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o0 mas parametros de la curva secundarios.

El método de la invencion es ventajoso para su uso en ensayos clinicos de diagndstico, prondstico, prediccion y/o
control en los que las cantidades absolutas de anticuerpos diana presentes y el nivel de unién observado en
ausencia del anticuerpo diana pueden variar enormemente de un paciente a otro. Los inventores han observado que
si tales ensayos se basan en la deteccion de union de anticuerpos usando una sola cantidad/concentracion de
antigeno de prueba, las muestras de pacientes que contienen una cantidad de anticuerpo que esta en el extremo
muy bajo o muy alto del rango fisioldgico normal de cantidad de anticuerpos en toda la poblacién se puede perder
debido a las limitaciones de la metodologia de ensayo; las muestras con una cantidad baja de anticuerpo pueden
calificarse como resultados negativos falsos, mientras que aquellas con niveles muy altos de anticuerpo pueden
estar fuera de la escala para una deteccion precisa dentro de la metodologia de ensayo elegida. El uso del método
de titulaciéon en combinacién con el calculo de un parametro de la curva secundario permite a los inventores tener en
cuenta estas diferencias en los niveles de anticuerpos y las diferencias en el nivel de unién observado.

El método de ensayo de titulacion de antigenos de doble corte de la invencién también es particularmente adecuado
para la deteccion de anticuerpos como marcadores biolégicos del estado patolégico o susceptibilidad a la
enfermedad en los que existe una variacion considerable de un paciente a otro en la especificidad y afinidad de los
anticuerpos por el antigeno diana. Las respuestas de anticuerpos por su propia naturaleza pueden variar
significativamente de un paciente a otro, y la variacion se produce tanto en las cantidades absolutas de anticuerpos
presentes como en la especificidad y/o afinidad de los anticuerpos. El método de la invencién puede tener en cuenta
esta variacion de paciente a paciente, permitiendo asi que se desarrolle un formato de ensayo estandar para
cualquier anticuerpo dado.
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Por lo tanto, en una realizacion no limitativa, la invencion proporciona un método para detectar un estado patolégico
o susceptibilidad a la enfermedad en un sujeto mamifero, comprendiendo el método las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de dicho sujeto mamifero con
una pluralidad de diferentes cantidades de un antigeno especifico de un anticuerpo asociado con dicho estado
patoldgico o susceptibilidad a la enfermedad;

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno;

(c) trazar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada
cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario a partir de la curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dicho estado patoldgico o susceptibilidad a la enfermedad basandose
en una combinacion de:

(i) la cantidad de union especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d).

En una realizacién preferida de cada aspecto de la invencion, el anticuerpo es un autoanticuerpo. La medicion de las
interacciones entre los autoanticuerpos y sus antigenos diana es complicada debido a la unién no especifica de
anticuerpos en pacientes normales, lo que puede presentarse como un resultado falso positivo. Los métodos de la
invencion son particularmente ventajosos para la deteccion de la unién de autoanticuerpos porque permiten que esta
union no especifica de baja afinidad se distinga de la unién especifica entre un antigeno, tal como un antigeno
tumoral, y su autoanticuerpo.

Los métodos de la invencién también proporcionan una proteccion contra la variacion diaria en el rendimiento de
inmunoensayos usados para la deteccidon de autoanticuerpos/anticuerpos con fines de diagnéstico, prondstico y/o
control (estado patoldgico o terapia). A menudo se observa que puede haber una considerable variacion de un dia a
otro en la intensidad de la sefial al realizar inmunoensayos para la deteccion de anticuerpos en muestras que
comprenden fluidos corporales del paciente. Dicha variacion podria surgir, por ejemplo, debido a las diferencias en la
forma en que las muestras se obtuvieron y almacenaron antes de la prueba. Tales factores hacen que sea dificil
puntuar los resultados de los ensayos clinicos con certeza, por ejemplo, basandose en un valor umbral simple de
union anticuerpo/antigeno. La presente invencion minimiza los efectos de dicha variacion diaria ya que es probable
que el parametro de la curva secundario varie menos dia a dia que la medicién de un nivel de sefial absoluto.

Otras ventajas adicionales del método de la invenciéon con respecto a los métodos que utilizan solo una uUnica
concentracion de antigeno son que permite un intervalo dinamico de ensayo mas amplio que los métodos que
utilizan una unica concentracion de antigeno. Esto significa que rara vez se requiere una dilucion adicional de la
muestra del paciente para llevar el resultado dentro del rango dinamico, y también que generalmente producira el
mismo resultado de deteccion cualitativa (positivo/negativo) utilizando fluidos corporales de diferentes fuentes en un
individuo (p.ej., o suero frente a liquido de ascitis o derrame pleural), aunque la concentracion absoluta de
anticuerpos puede ser diferente en los diferentes fluidos. También significa que se debe mejorar la sensibilidad
analitica a muestras bajas con baja abundancia de anticuerpos.

Formatos de ensayo

Los métodos de la invencién se pueden llevar a cabo en cualquier formato adecuado que permita el contacto entre
una muestra sospechosa de contener el anticuerpo y mdultiples cantidades diferentes de un antigeno.
Convenientemente, el contacto entre la muestra y diferentes cantidades del antigeno puede tener lugar en camaras
de reaccion separadas pero paralelas, tales como los pocillos de una placa de microtitulaciéon. Se pueden recubrir
cantidades variables del antigeno sobre los pocillos de la placa de microtitulacién preparando diluciones seriadas a
partir de muestras de reserva de antigeno en los pocillos de la placa de microtitulacion. Las muestras de reserva de
antigeno pueden ser de concentracion conocida o desconocida. Se pueden afiadir alicuotas de la muestra de prueba
a los pocillos de la placa, con el volumen y la dilucién de la muestra de prueba mantenidos constantes en cada
pocillo. Las cantidades absolutas de antigeno afadidas a los pocillos de la placa de microtitulacion pueden variar
dependiendo de factores tales como la naturaleza del anticuerpo diana, la naturaleza de la muestra en prueba, la
dilucién de la muestra de prueba, etc. como apreciaran los expertos en la técnica. Generalmente, las cantidades de
antigeno y la dilucién de la muestra de prueba se seleccionaran para producir un rango de intensidades de sefial
que caigan dentro del rango de deteccién aceptable de la lectura elegida para la deteccion de la unidn
anticuerpo/antigeno en el método. Convenientemente, las cantidades probadas de antigeno pueden variar en el
intervalo de 1,6 nM a 160 mM.

Como se mencioné anteriormente, también es posible construir una curva de titulacion comenzando con una
muestra de reserva uUnica de antigeno incluso cuando se desconoce la concentracion absoluta de antigeno en la
muestra de reserva. Siempre que se use la misma solucién de reserva individual y se diluya en serie de la misma
manera, es posible comparar los resultados de los ensayos de titulacion separados para esta prueba de antigeno en
diferentes muestras de prueba de partida. El método de doble corte de la presente solicitud es particularmente
ventajoso en este escenario, ya que el parametro de la curva secundario sera consistente independientemente de si
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se conoce la dilucion absoluta del antigeno.

En una realizacion adicional de la invencion, pueden inmovilizarse diferentes cantidades del antigeno (determinantes
antigénicos o epitopos) en ubicaciones discretas o sitios de reaccién en un soporte soélido. El soporte completo
puede a continuacion ponerse en contacto con la muestra de prueba y detectar o medir por separado la unién del
anticuerpo al antigeno detectado en cada una de las ubicaciones discretas o sitios de reaccion. Los soportes sdlidos
adecuados también incluyen micromatrices, por ejemplo matrices en las que los sitios o0 manchas discretos en la
matriz comprenden diferentes cantidades del antigeno. Las micromatrices pueden prepararse inmovilizando
diferentes cantidades de un antigeno particular en sitios de reaccion discretos y resolubles en la matriz. En otras
realizaciones, la cantidad real de moléculas de antigeno inmovilizadas puede mantenerse sustancialmente
constante, pero el tamafio de los sitios 0 manchas en la matriz varia con el fin de alterar la cantidad de epitopo de
union disponible, proporcionando una serie de titulacién de sitios 0 manchas con diferentes cantidades de epitopo de
union disponible. En tales realizaciones, la concentracion superficial bidimensional del epitopo o epitopos de unién
en el antigeno es importante en la preparacion de la serie de titulacion, en lugar de la cantidad absoluta de antigeno.
Las técnicas para la preparacion y analisis de micromatrices de proteina/péptido son generalmente conocidas en la
técnica.

Se entendera a partir de la descripcidon anterior que en todas las realizaciones de la invencioén, la variacion en la
cantidad de antigeno se puede lograr cambiando el antigeno o la densidad del epitopo contra el que se prueba la
muestra, o0 manteniendo la densidad del antigeno o del epitopo pero aumentando el area superficial sobre la cual el
antigeno esta inmovilizado, o ambos. Se pueden utilizar micromatrices para realizar multiples ensayos de
anticuerpos de diferente especificidad en una sola muestra en paralelo. Esto se puede hacer usando matrices que
comprenden multiples conjuntos de antigenos, comprendiendo cada conjunto un antigeno particular en multiples
cantidades o concentraciones diferentes.

El término “antigeno” se usa en la presente memoria en un sentido amplio para referirse a cualquier sustancia que
muestre reactividad inmunoldgica especifica con un anticuerpo diana a detectar. Los antigenos adecuados pueden
incluir, pero sin limitacion, proteinas de origen natural, proteinas o polipéptidos recombinantes o sintéticos, péptidos
sintéticos, péptidomiméticos, polisacaridos y acidos nucleicos. Especificamente, cuando se usa “antigeno” en la
presente memoria, se pretende abarcar cualquier agente de captura, ya sea de origen humano, de origen mamifero
o de otro modo, capaz de interaccién inmunolégica especifica con las regiones determinantes variables o
complementarias del anticuerpo a detectar. Por ejemplo, los anticuerpos antiidiotipicos se pueden considerar como
un antigeno para este fin, como los antigenos generados por presentacion del fago. Un conjunto de antigenos (o un
conjunto de un antigeno) se refiere a un Unico antigeno a analizar en diferentes cantidades/concentraciones en el
método de la invencion.

En la presente memoria, la expresion “antigenos distintos” abarca antigenos derivados de diferentes proteinas o
polipéptidos (tales como antigenos derivados de proteinas no relacionadas codificadas por genes diferentes) y
también antigenos que se derivan de epitopos peptidicos diferentes de una sola proteina o polipéptido. Un conjunto
de antigenos distintos se refiere a un Unico antigeno a analizar en diferentes cantidades/concentraciones en el
método de la invencion. Una micromatriz dada puede incluir exclusivamente conjuntos de antigenos distintos
derivados de diferentes proteinas o polipéptidos, o exclusivamente conjuntos de antigenos distintos derivados de
diferentes epitopos peptidicos de una sola proteina o polipéptido, o una mezcla de los dos en cualquier proporcion.
Debe observarse que cada conjunto individual de antigenos de diferentes cantidades o concentraciones en cualquier
realizacion de la invencion generalmente comprendera solo un antigeno y no mezclas de los mismos.

La expresion “variante de antigeno” se usa en la presente memoria para referirse a variantes alélicas u otras
variantes de un Unico antigeno, tal como un Unico antigeno de proteina como se definié anteriormente. Las variantes
de antigeno generalmente se derivaran de un solo gen, y diferentes variantes de antigeno se pueden expresar en
diferentes miembros de la poblacién o en estados de enfermedad diferentes. Las variantes de antigeno pueden
diferir por secuencia de aminoacidos o por una modificacion postraduccional tal como glicosilacion, fosforilacion o
acetilacion. Ademas, la expresion “variante de antigeno” abarca mutaciones de antigeno tales como sustituciones,
adiciones o deleciones de aminoacidos. Generalmente, una variante de antigeno contendra menos de cinco (por
ejemplo, menos de cuatro, menos de tres, menos de dos o una) mutaciones relativas al antigeno de tipo silvestre.
Un conjunto de variantes de antigenos se refiere a una uUnica variante de antigeno a analizar en diferentes
cantidades/concentraciones en el método de la invencion.

Una matriz util para los métodos de la presente invencion puede comprender multiples conjuntos de antigenos
distintos, conjuntos multiples de variantes de antigenos o conjuntos multiples de ambos antigenos distintos y
variantes de antigenos, comprendiendo cada conjunto un antigeno particular en mdultiples cantidades o
concentraciones diferentes. Especificamente, una matriz puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte o mas
conjuntos de antigenos.

Ciertos antigenos pueden comprender o derivar de proteinas o polipéptidos aislados de fuentes naturales, que
incluyen pero no se limitan a proteinas o polipéptidos aislados de tejidos del paciente o fluidos corporales (p.€j.
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plasma, suero, sangre total, orina, sudor, linfa, heces, liquido cefalorraquideo), ascitis, derrame pleural, liquido
seminal, esputo, aspirado de pezén, seroma postoperatorio y liquido de drenaje de la herida). En tales realizaciones,
el antigeno puede comprender sustancialmente la totalidad de la proteina de origen natural, es decir, proteina
sustancialmente en la forma en que se aisla de la fuente natural, o puede comprender un fragmento de la proteina
de origen natural. Para ser eficaz como un antigeno en el método de la invencién, cualquier “fragmento” de este tipo
debe retener la reactividad inmunolégica con los anticuerpos para los que se usara para analizar. Los fragmentos
adecuados podrian, por ejemplo, prepararse por escision quimica o enzimatica de la proteina aislada.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “fluido corporal”’, cuando se refiere al material a analizar para
detectar la presencia de anticuerpos usando el método de la invencion, incluye inter alia plasma, suero, sangre total,
orina, sudor, linfa, heces, liquido cefalorraquideo, ascitis, derrame pleural, liquido seminal, esputo, aspirado de
pezén, seroma postoperatorio, saliva, liquido amnidtico, lagrimas o liquido de drenaje de la herida. Como se
mencionoé anteriormente, los métodos de la invencion se llevan a cabo preferiblemente in vitro en una muestra de
prueba que comprende fluido corporal extraido del sujeto de prueba. El tipo de fluido corporal utilizado puede variar
dependiendo de la identidad del anticuerpo a analizar y la situacion clinica en la que se utiliza el ensayo. En general,
se prefiere realizar los ensayos en muestras de suero o plasma. La muestra de ensayo puede incluir componentes
adicionales ademas del fluido corporal, tales como, por ejemplo, diluyentes, conservantes, agentes estabilizantes,
tampones, etc.

Dependiendo de la naturaleza precisa del ensayo en el que se utilizara, el antigeno puede comprender una proteina
de origen natural, o un fragmento de la misma, unida a una o mas moléculas adicionales que imparten alguna
caracteristica deseable que no esta presente de forma natural en la proteina. Por ejemplo, la proteina o fragmento
puede conjugarse con una etiqueta reveladora, tal como, por ejemplo, una etiqueta fluorescente, una etiqueta
coloreada, una etiqueta luminiscente, un radiomarcador o un metal pesado tal como oro coloidal. En otras
realizaciones, la proteina o fragmento puede expresarse como una proteina de fusion. A modo de ejemplo, las
proteinas de fusién pueden incluir un péptido marcador en el extremo N o C para facilitar la purificacion del antigeno
expresado de forma recombinante.

Dependiendo del formato del ensayo en el que se va a usar, el antigeno se puede inmovilizar sobre un soporte
solido tal como, por ejemplo, los pocillos de una placa de microtitulacion, microperlas o microgranulos o microesferas
magnéticas. La inmovilizacion puede efectuarse mediante adsorcion no covalente, uniéon covalente o mediante
etiquetas.

Se puede usar cualquier medio de union adecuado siempre que esto no afecte negativamente a la capacidad del
antigeno para reaccionar inmunoldgicamente con el anticuerpo diana en un grado significativo.

La invencion no se limita a ensayos en fase sdlida, sino que también abarca ensayos que, en su totalidad o en parte,
se llevan a cabo en fase liquida, por ejemplo ensayos de perlas en fase de solucidon o ensayos de competencia.

En una realizacion, los antigenos pueden marcarse con un ligando que facilitaria la inmovilizacion, tal como la
biotina. Luego, el antigeno se puede diluir a un rango de valoracién adecuado y se le permite reaccionar con
anticuerpos en muestras de pacientes en solucion. Los inmunocomplejos resultantes se pueden inmovilizar en un
soporte solido a través de una interaccion ligando-receptor (por ejemplo, biotina-estreptavidina) y el resto del ensayo
se realiza como se describe a continuacion.

Para facilitar la produccién de antigenos biotinilados para su uso en los métodos de ensayo de la invencion, los
ADNCc que codifican un antigeno de longitud completa, una version truncada del mismo o un fragmento antigénico
del mismo se pueden expresar como una proteina de fusién marcada con una proteina o etiqueta polipeptidica a la
que el cofactor de biotina se puede unir, por ejemplo, a través de una reaccion enzimatica.

Los vectores para la produccion de antigenos biotinilados recombinantes estan disponibles en el mercado a partir de
varias fuentes. En otra alternativa, los antigenos biotinilados pueden producirse por enlace covalente de biotina a la
molécula de antigeno después de la expresion y purificacion.

Como se menciond anteriormente, el “inmunoensayo” usado para detectar anticuerpos de acuerdo con la invencion
puede basarse en técnicas estandar conocidas en la técnica, con la excepcién de que se usan multiples cantidades
de antigeno para crear una curva de titulacion y la curva se analiza posteriormente para calcular un parametro de la
curva secundario. En una realizacion la mas preferida, el inmunoensayo puede ser un ELISA. Los ELISA son
generalmente bien conocidos en la técnica. En un ELISA “indirecto” tipico, un antigeno que tiene especificidad por
los anticuerpos de prueba, se inmoviliza sobre una superficie solida (por ejemplo, los pocillos de una placa de
ensayo de microtitulacion estandar, o la superficie de una microperla o una micromatriz) y una muestra que
comprende fluido corporal a probar para detectar la presencia de anticuerpos se pone en contacto con el antigeno
inmovilizado. Cualquier anticuerpo de la especificidad deseada presente en la muestra se unira al antigeno
inmovilizado. Los complejos anticuerpo/antigeno unidos pueden detectarse entonces usando cualquier método
adecuado. En una realizacion preferida, se usa un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina humana marcado,
que reconoce especificamente un epitopo comin a una o mas clases de inmunoglobulinas humanas, para detectar
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los complejos anticuerpo/antigeno. Generalmente, el anticuerpo secundario sera anti-lgG o anti-lgM. El anticuerpo
secundario normalmente estda marcado con un marcador detectable, generalmente un marcador enzimatico tal
como, por ejemplo, peroxidasa o fosfatasa alcalina, que permite la deteccidn cuantitativa mediante la adicion de un
sustrato para la enzima que genera un producto detectable, por ejemplo un producto de color, quimioluminiscente o
fluorescente. Se pueden usar otros tipos de marcadores detectables conocidos en la técnica con un efecto
equivalente.

Identidad de los anticuerpos

En algunas realizaciones, el anticuerpo detectado mediante el método de la invencién se puede asociar con una
enfermedad o susceptibilidad a una enfermedad. Es decir, el anticuerpo puede ser un marcador biolégico de un
estado patoldgico o susceptibilidad a una enfermedad. Dentro de esta realizacién, los métodos de la invencion
pueden usarse para detectar un estado patoldgico o una susceptibilidad a una enfermedad.

En ciertas realizaciones de la invencion, el anticuerpo puede ser un autoanticuerpo. El término “autoanticuerpo” se
refiere a un anticuerpo de origen natural dirigido a un antigeno que el sistema inmunitario de un individuo reconoce
como extrafio a pesar de que ese antigeno en realidad se origind en el individuo. Los autoanticuerpos incluyen
anticuerpos dirigidos contra formas alteradas de proteinas de origen natural producidas por una célula enferma o
durante un proceso de enfermedad. La forma alterada de la proteina se origina en el individuo pero puede ser vista
por el sistema inmunitario del individuo como “no propia” y por lo tanto provocar una respuesta inmunitaria en ese
individuo en forma de autoanticuerpos inmunoldgicamente especificos para la proteina alterada. Tales formas
alteradas de una proteina pueden incluir, por ejemplo, mutantes que tienen una secuencia de aminoacidos alterada,
opcionalmente acompafados por cambios en la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria, formas truncadas,
variantes de corte y empalme, glicoformas alteradas, etc. En otras realizaciones, el autoanticuerpo puede dirigirse a
una proteina que se sobreexpresa en un estado patolégico, o como resultado de la amplificacion génica o regulacion
transcripcional anormal. La sobreexpresion de una proteina que normalmente no se encuentra en las células del
sistema inmunitario en cantidades significativas puede desencadenar una respuesta inmunitaria que conduzca a la
produccion de autoanticuerpos. En otras realizaciones mas, el autoanticuerpo puede dirigirse a una forma fetal de
una proteina que se expresa en un estado patoldgico. Si una proteina fetal que normalmente se expresa solo en
etapas tempranas del desarrollo antes de que el sistema inmunitario sea funcional, se expresa en un estado
patolégico, la forma fetal expresada en un estado patoldgico en el ser humano completamente desarrollado puede
ser reconocida por el sistema inmunitario como “extrafia”, desencadenando una respuesta inmunitaria que conduce
a la produccion de autoanticuerpos.

En una realizacion, el anticuerpo puede ser un autoanticuerpo especifico de una proteina marcadora tumoral, y mas
particularmente un autoanticuerpo antitumoral “asociado al cancer”.

La expresion “autoanticuerpo antitumoral asociado al cancer” se refiere a un autoanticuerpo que se dirige contra un
epitopo presente en formas de proteinas marcadoras tumorales que se expresan preferentemente en el estado
patolégico de cancer. La presencia de tales autoanticuerpos es caracteristica del estado patoldgico de cancer, o de
predisposicién al cancer en pacientes asintomaticos.

En aplicaciones preferidas, el método de la invencidon se usara para detectar la presencia de autoanticuerpos
antitumorales asociados al cancer en sujetos humanos o pacientes, y lo mas preferiblemente adoptara la forma de
un inmunoensayo in vitro, realizado en una muestra de prueba que comprende una muestra de fluido corporal
tomada del sujeto/paciente. La muestra de fluido corporal se puede diluir en un tampoén adecuado o se puede tratar
para almacenamiento a largo plazo o de lo contrario antes de la prueba.

Los inmunoensayos in vitro no son invasivos y pueden repetirse tantas veces como se considere necesario para
desarrollar un perfil de produccién de autoanticuerpos en un paciente, ya sea antes de la aparicion de la
enfermedad, como en el cribado de individuos “en riesgo” o durante todo el curso de la enfermedad (descrito mas
detalladamente en relacion con las aplicaciones preferidas del método).

Ensayos de panel

Como se ha descrito anteriormente, el uso de un doble corte en los métodos de la invencion aumenta la
especificidad, es decir, reduce el nimero de resultados positivos falsos. Este aumento en la especificidad permite
aplicar un mayor numero de antigenos a la muestra de prueba simultaneamente, aumentando la sensibilidad, es
decir, menos falsos negativos de lo que se esperaria cuando se aplicaron antigenos adicionales a una muestra de
prueba utilizando métodos de la técnica anterior basados solamente en la cantidad de unién especifica de un
anticuerpo en la muestra de prueba. En ciertas realizaciones, se pueden aplicar antigenos multiples a la muestra de
prueba en forma de un panel.

En una realizacion particular, pero no limitativa, la invencion se refiere, por lo tanto, a un método para detectar dos o

mas anticuerpos en una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero,
comprendiendo el método las etapas de:
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(a) poner en contacto dicha muestra de prueba con un panel que comprende dos o mas conjuntos de antigenos,
en el que cada uno de dichos antigenos en dicho panel es especifico para al menos uno de dichos dos o mas
anticuerpos;

(b) detectar complejos de dichos antigenos unidos a anticuerpos presentes en dicha muestra de prueba;

(c) para cada antigeno trazar o calcular una curva separada de la cantidad de dicha union especifica frente a la
cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario para cada curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dichos dos 0 mas anticuerpos basandose en una combinacion de:

(i) la cantidad de union especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d),

para cada una de las curvas trazadas o calculadas en la etapa (c).

Estos métodos, que pueden denominarse en lo sucesivo como “ensayos de panel”, utilizan un panel de dos o mas
conjuntos de antigenos para controlar la respuesta inmunitaria global de un individuo. Estos métodos, por lo tanto,
detectan un “perfil” de la respuesta inmunitaria en un individuo dado. En una realizacion, los “ensayos de panel”
utilizan un panel de dos o mas conjuntos de antigenos para controlar la respuesta inmunitaria global de un individuo
a un tumor u otro cambio carcinogénico/neoplasico. Por lo tanto, estos métodos detectan un “perfil” de la respuesta
inmunitaria en un individuo dado, lo que indica qué marcadores tumorales provocan una respuesta inmunitaria que
da como resultado la produccion de autoanticuerpos.

El uso de un panel de dos o mas antigenos para controlar la produccion de anticuerpos es generalmente mas
sensible que la deteccion de anticuerpos a marcadores individuales y da una frecuencia mucho mas baja de
resultados negativos falsos (ver los documento WO 99/58978, WO 2004/044590 y W0O2006/126008). En general, se
acepta que la sensibilidad de un ensayo aumentara al analizar mdltiples antigenos. Sin embargo, esta mayor
sensibilidad se asocia normalmente con una disminucién proporcional de la especificidad y los métodos de la técnica
anterior estan, por lo tanto, limitados en el numero de antigenos que pueden usar. Los métodos de la presente
invencion no estan tan limitados debido a que la especificidad incrementada proporcionada por el método de doble
corte permite un aumento desproporcionado de la sensibilidad a la pérdida de especificidad cuando se analizan
multiples antigenos. En algunas realizaciones, los métodos de la invencién contemplan, por lo tanto, el uso de un
panel que comprende antigenos multiples, tales como aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente
4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11. , aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19,
aproximadamente 20 o mas antigenos.

En ciertas realizaciones, los dos o mas antigenos del panel pueden ser antigenos distintos, como se definid
previamente para abarcar antigenos derivados de diferentes proteinas o polipéptidos (tales como antigenos
derivados de proteinas no relacionadas codificadas por diferentes genes) y también antigenos que se derivan de
diferentes péptidos epitopos de una sola proteina o polipéptido.

En otras realizaciones, los dos o mas antigenos del panel pueden ser variantes de antigeno, como se definié
anteriormente para incluir variantes alélicas u otras variantes de un Unico antigeno, generalmente derivadas de un
unico gen. El uso de variantes de antigenos multiples asegura que se ensayara la variante especifica de antigeno
expresada por el paciente y/o el tumor en cuestion. Esto aumenta la sensibilidad del método de ensayo, con el
método de doble corte de la invencion asegurando que este aumento en la sensibilidad no vaya acompafado de una
disminucion proporcional en la especificidad. Los inventores han observado (Ejemplo 4) que los pacientes
individuales pueden producir anticuerpos contra un Unico antigeno (por ejemplo, p53) que tienen especificidades
diferentes. Por lo tanto, parece que no todos los pacientes producen las mismas formas alteradas de antigenos
asociados a tumores durante el curso de su enfermedad. La invencién por lo tanto contempla el uso de diferentes
formas variantes, o mutaciones, de un Unico antigeno para mejorar el rendimiento del método de la invencion.

En otras realizaciones mas, el panel puede comprender tanto antigenos distintos como variantes de antigenos.
Dentro de esta realizacion, el panel puede comprender inmunoensayos para detectar (simultaneamente) una o mas
variantes de antigeno (tal como aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10,
aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15,
aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20 o
mas) de uno o mas (tales como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho , nueve, diez o mas) antigenos distintos.

Para cada realizacion del ensayo de panel, sera evidente que el panel comprende un conjunto de cada antigeno (es
decir, de cada antigeno distinto y de cada variante de antigeno), en el que un conjunto de antigenos se refiere a un
Unico antigeno a analizar a diferentes cantidades/concentraciones en el método de la invencion.

Usando los ensayos del panel de la invencion, la presencia o ausencia de cada anticuerpo diana se determina
usando el método de doble corte para al menos una de las curvas producidas usando el ensayo de panel.
Especificamente, la presencia o ausencia de cada anticuerpo diana se determinara en funcién de una combinacion
de (i) la cantidad de unidn especifica entre el anticuerpo y el antigeno y (ii) el parametro de la curva secundario para
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una o mas de las curvas representadas o calculadas, como uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte o mas de las curvas
calculadas.

Como se describidé anteriormente en relacién con ensayos que no son de panel, la presencia o ausencia de
anticuerpo se determina por comparacion de la cantidad de unién especifica entre el anticuerpo y el antigeno y el
parametro de la curva secundario con valores de corte predeterminados para cada uno de las curvas calculadas.
Aqui, para cada antigeno del panel, se traza una curva de la cantidad de unién especifica frente a la cantidad de
antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulacion, y se compara el nivel de unién en
muestras positivas conocidas (por ejemplo, poblaciones de pacientes con enfermedad) con el nivel de union
observado en muestras negativas conocidas (por ejemplo, individuos normales) en estudios de caso-control para
cada antigeno en el panel. Para cada antigeno, los valores de corte para la unién del anticuerpo en uno o mas
puntos en la curva de titulacion se eligen para maximizar la sensibilidad (pocos falsos negativos) mientras se
mantiene una alta especificidad (pocos falsos positivos). Siempre que la curva de la cantidad de unién especifica
frente a la cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de valoracion sea una curva de
respuesta a la dosis, una medicién se considera positiva si la cantidad de unién especifica determinada para uno o
mas puntos en la curva de titulacién esta por encima del punto de corte determinado.

Una vez que se ha obtenido un parametro de la curva secundario para cada antigeno, se combinara con los datos
de unién antigeno/anticuerpo para determinar la presencia o ausencia del anticuerpo. Aqui, la cantidad de unién
especifica entre el anticuerpo y el antigeno se comparara con un valor de corte como se describié anteriormente.

Aqui debe observarse que el parametro de la curva secundario calculado para cada antigeno dentro del panel no
tiene que ser necesariamente el mismo. Sin embargo, en algunas realizaciones, el parametro de la curva secundario
calculado para cada antigeno dentro del panel puede ser el mismo.

Para cada antigeno, el valor de corte para el parametro de la curva secundario se determina utilizando muestras
positivas conocidas (por ejemplo, un conjunto de conjuntos de muestras de casos y controles que consiste en una
cohorte de pacientes con enfermedad) y muestras negativas conocidas (por ejemplo, una cohorte de individuos
normales en estudios de caso-control). Para cada antigeno, se traza una curva de la cantidad de unién especifica
frente a la cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulacion, y los parametros
de la curva secundarios observados en la muestra positiva conocida (por ejemplo, pacientes con enfermedad) se
comparan con los parametros de la curva secundarios para el mismo antigeno observado en la muestra negativa
conocida (por ejemplo, individuos normales). Los valores de corte para los parametros de la curva secundarios se
eligen para maximizar la especificidad (pocos falsos positivos) cuando se usan en combinacioén con el valor de corte
de la unién anticuerpo/antigeno descrito anteriormente.

Cuando se calcula el valor de corte para el parametro de la curva secundario, también se determina la
direccionalidad requerida para una lectura positiva, es decir, si un valor por encima o por debajo del corte se
considera positivo. La direccionalidad requerida para una lectura positiva dependera del antigeno y del parametro de
la curva secundario.

Se considera que una medicién es finalmente positiva, es decir, indicativa de la presencia de anticuerpos en la
muestra de prueba, si esta por encima del valor de corte de la unién anticuerpo/antigeno y ademas demuestra la
direccionalidad requerida para una lectura positiva en comparacion con el valor de corte para el parametro de la
curva secundario.

En una realizacion, el ensayo de panel se puede usar para detectar la presencia o ausencia de un estado patolégico
o susceptibilidad a una enfermedad. Por lo tanto, en una realizacién, la invencién incluye un método para detectar un
estado patologico o susceptibilidad a una enfermedad en un sujeto mamifero, comprendiendo el método las etapas
de:

(a) poner en contacto una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de dicho sujeto mamifero con un
panel que comprende dos o mas conjuntos de antigenos especificos de los anticuerpos asociados con un estado
patoldgico o susceptibilidad a una enfermedad;

(b) detectar complejos de dichos antigenos unidos a anticuerpos presentes en dicha muestra de prueba;

(c) para cada antigeno trazar o calcular una curva separada de la cantidad de dicha unién especifica frente a la
cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario para cada curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dicho estado patoldgico o susceptibilidad a una enfermedad
basandose en una combinacion de:

(i) la cantidad de unidn especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d),

para cada una de las curvas trazadas o calculadas en la etapa (c).
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Dentro de esta realizacion, la presencia o ausencia del estado patoldgico o susceptibilidad a una enfermedad se
determina basandose en una combinacion de (i) la cantidad de unién especifica entre el anticuerpo y el antigeno y
(i) el parametro de la curva secundario para una o mas de las curvas trazadas o calculadas en la etapa (c) con los
valores de corte que se determinan como se ha descrito anteriormente.

Proteinas marcadores tumorales

El método de la invenciéon no se limita a la detecciéon de anticuerpos con cualquier especificidad especifica. Sin
embargo, en una realizacion, el método de la invencién puede adaptarse para su uso en la deteccion de
autoanticuerpos frente a una proteina marcadora tumoral. En la presente memoria, el método se puede relacionar
con la deteccién de autoanticuerpos contra esencialmente cualquier proteina marcador tumoral para la que se pueda
preparar un antigeno adecuado, como un Unico ensayo marcador o como un componente de un ensayo de panel.

En particular, el método puede adaptarse para detectar/medir autoanticuerpos contra la proteina receptora del factor
de crecimiento epidérmico EGFR (Downward et al (1984) Nature. 307: 521-527; Robertson et al. (2001) Archives of
Pathology and Laboratory Medicine 126;177-81), la glicoproteina MUC1 (Batra, S. K. et al. (1992) Int. J.
Pancreatology. 12: 271-283), las proteinas de transduccion de las sefiales/ciclo celular Myc (Blackwood, E. M. et al.
(1994) Molecular Biology of the Cell 5: 597-609), c-myc, L-myc2 (Nau et al., Nature, 318(6041), 69-73), p53
(Matlashewski, G. et al. (1984) EMBO J. 3: 3257-3262; Wolf, D. et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5: 1887-1893) y ras (o
Ras) (Capella, G. et al. (1991) Environ Health Perspectives. 93: 125-131), y también BRCA1 (Scully, R. et al. (1997)
PNAS 94: 5605-10), BRCA2 (Sharan, S. K. et al. (1997) Nature. 386: 804-810), APC (Su, L. K. et al. (1993) Cancer
Res. 53: 2728-2731; Munemitsu, S. et al. (1995) PNAS 92: 3046-50), CA125 (Nouwen, E. J. et al. (1990)
Differentiation. 45: 192-8), PSA (Rosenberg, R. S. et al. (1998) Biochem Biophys Res Commun. 248: 935-939),
antigeno carcinoembriogénico CEA (Duffy, M.J. (2001) Clin Chem, Apr 47(4):624-30), CA19.9 (Haga, Y. et al (1989)
Clin Biochem (1989) Oct 22(5): 363-8), NY-ESO-1, (antigeno de cancer/testiculo; Chen, Y.-T. et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. 94: 1914-1918, 1997), PSMA (antigeno de membrana especifico de la préstata; Israeli, R. S. et al., Cancer Res.
53: 227-230, 1993), PSCA (antigeno de las células madre de la préstata; Reiter, R. E. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 95:
1735-1740, 1998) y EpCam (molécula de adhesion celular epitelial; Szala, S. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 87: 3542-
3546, 1990), HER2 (también conocido como c-erbB2 Coussens, L. et al., Science 230: 1132-1139, 1985), CAGE
(Jager D, et al., Cancer Res. 1999 Dec 15;59(24):6197-204; Mashino K, et al., Br J Cancer. 2001 Sep 1;85(5):713-
20), CAGE1, CAGEZ2, citoqueratinas (Moll R, et al., Cell. 1982 Nov;31(1):11-24; Braun S, et al., N Engl J Med. 2000;
342: 525-533), recoverina (Maeda A, et al., Cancer Res. 2000 Apr 1;60(7):1914-20, calicreinas (Kim H, et al., Br J
Cancer 2001;84:643-650; Yousef GM, et al., Tumor Biol 2002;23:185-192); anexinas (Hudelist G, et al., Breast
Cancer Res Treat. 2004 Aug;86(3):281-91), a-fetoproteina (AFP; Stiller D, et al., Acta Histochem Suppl.
1986;33:225-31), GRP78 (Block TM, et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2005 Jan 18;102(3):779-84; Hsu WM, et al., Int
J Cancer. 2005 Mar 1;113(6):920-7), mamoglobina (Zehentner BK, et al., Clin Chem. 2004 Nov;50(11):2069-76;
Zehentner BK, Carter D. Clin Biochem. 2004 Apr;37(4):249-57), raf (Callans LS. et al., Ann Surg Oncol. 1995
Jan;2(1):38-42; Pratt MA, et al., Mol Cell Biochem. 1998 Dec;189(1-2):119-25), beta-gonadotropina coriénica
humana b-HCG (Ayala AR, et al., Am J Reprod Immunol. 1983 Apr-May;3(3):149-51; Gregory JJ Jr, et al., Drugs.
1999 Apr;57(4):463-7), o antigeno 4-5 (Krause P, et al., J Immunol Methods. 2003 Dec;283(1-2):261-7), SOX2
(Stevanovic et al., Mammalian genome : official journal of the International Mammalian Genome Society, 1994, 5(10),
640-2), GBU4-5 (Krause et al., J Immunol Methods 2003; 283: 261-7), MAGE (Serrano, et al., International journal of
cancer. Journal international du cancer, 1999, 83(5), 664-9), HuD (Szabo et al., Cell, 1991, 67(2), 325-33), HE4,
SALL4 (Al-Baradie et al., American journal of human genetics, 2002, 71(5), 1195-9), alfa enolasa (Lee et al., Arthritis
and rheumatism, 2003, 48(7), 2025-35), p62 (Zhang et al., The Journal of experimental medicine, 1999, 189(7),
1101-10), RalA (Bhullar et al., FEBS Letters, 1990, 260(1), 48-52), Ciclina B1(Pines et al., The Journal of cell biology,
1991, 115(1), 1-17), Calreticulina R (Opas et al., Journal of cellular physiology, 1991,149(1), 160-71), IMP1(Nielsen
et al., Molecular and cellular biology, 1999, 19(2), 1262-70), Vitronectinas (p.ej., VTN10; Hayman et al., Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1983, 80(13), 4003-7), SSX1 (Crew et al., The
EMBO journal, 1995, 14(10), 2333-40), TMP21(Blum et al. Journal of Biological Chemistry, 1996, 271(29), 17183-
17189), NPC1L1C (Davies et al., Genomics, 2000, 65(2), 137-45), TMOD1 (Sung et al., The Journal of biological
chemistry, 1992, 267(4), 2616-21), CAMK1 (Haribabu et al., The EMBO journal, 1995, 14(15), 3679-86), RGS1
(Watson et al., Nature, 1996, 383(6596), 172-5), PACSIN1 (Qualmann et al., Molecular biology of the cell, 1999,
10(2), 501-13), RCV1 (Investigative ophthalmology & visual science, 34(1), 81-90), MAPKAPKS3 (Sithanandam et al.,
Molecular and cellular biology, 1996, 16(3), 868-76), Ciclina E2 (Lauper et al., Oncogene, 1998, 17(20), 2637-43),
citoqueratina 8 (CK8), 18 (CK18), 19 (CK19), 20 (CK20), SCC (Kato et al., Cancer, 1977, 40(4), 1621-1628),
proGRP, amiloide A sérico (Rosenthal et al., Journal of immunology (Baltimore, Md.: 1950), 1976,116(5), 1415-8),
alfa-1-anti-tripsina (Laurell et al., Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation, 1963, 15(2), 132-140),
apolipoproteina ClII (Ginsberg ef al., 1986), timosina 4 (Dalakas et al., 1986), HDJ1 (Ohtsuka, Biochemical and
biophysical research communications, 1993, 197(1), 235-40) and HDGF (Zhou et al. (2010). “Overexpressed HDGF
as an independent prognostic factor is involved in poor prognosis in Chinese patients with liver cancer." Diagn Pathol
5: 58).

Sin embargo, la invenciéon no pretende limitarse a la deteccion de autoanticuerpos contra estos marcadores
tumorales particulares.
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Aplicaciones de métodos de la invencién

Los métodos de ensayo de acuerdo con la invencion, y especificamente los métodos que detectan autoanticuerpos
dirigidos a proteinas marcadoras tumorales (en forma de ensayo de panel Unico o panel), pueden emplearse en una
variedad de situaciones clinicas diferentes. En particular, el método puede usarse en la deteccion o diagndstico del
cancer, en la evaluacion del prondstico de un paciente diagnosticado con cancer, en la prediccion de la respuesta al
tratamiento, en el control del progreso del cancer u otra enfermedad neoplasica en un paciente, en la deteccion
precoz de un cambio neoplasico o carcinogénico en un sujeto humano asintomatico, en el cribado de una poblacion
de sujetos humanos asintomaticos con el fin de identificar a aquellos sujetos con mayor riesgo de desarrollar cancer
o para diagnosticar la presencia de cancer, en la prediccion de la respuesta de un paciente con cancer para el
tratamiento contra el cancer (por ejemplo, reseccion quirdrgica, vacunacion, terapias contra factores de crecimiento
o la transduccion de sefales, radioterapia, terapia endocrina, terapia con anticuerpos humanos, quimioterapia) para
controlar la respuesta de un paciente con cancer al tratamiento anticanceroso (por ejemplo, resecciéon quirdrgica ,
vacunacion, terapias contra factores de crecimiento o transduccién de sefiales, radioterapia, terapia endocrina,
quimioterapia con anticuerpos humanos), en la deteccién de enfermedad recurrente en un paciente previamente
diagnosticado con cancer que se ha sometido a un tratamiento contra el cancer para reducir la cantidad de cancer
presente, o en la seleccion de una terapia contra el cancer (por ejemplo, reseccion quirdrgica, vacunacion, terapias
contra factores de crecimiento o transduccion de sefiales, radioterapia, terapia endocrina, quimioterapia con
anticuerpos humanos), para uso en un paciente en particular.

Los inventores generalmente han observado que los niveles de autoanticuerpos asociados al cancer muestran una
correlacion positiva con el estado de la enfermedad (ver también el documento WO 99/58979). Ademas, los
inventores han observado ahora que ciertos parametros de la curva secundarios estan asociados con un estado
patolégico. Por lo tanto, cuando el método de la invencién se usa en aplicaciones clinicas, los niveles aumentados
de autoanticuerpos marcadores tumorales o un parametro de la curva secundario alterado, en comparaciéon con
controles adecuados, se consideran generalmente como una indicacion del estado de enfermedad del cancer.

Por ejemplo, cuando los inmunoensayos se usan en el diagndstico del cancer, la presencia de un nivel elevado de
autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado que muestra la direccionalidad requerida, en
comparacion con individuos de control “normales”, se considera como una indicacién de que el individuo tiene
cancer. Los individuos control “normal” preferiblemente seran controles de la misma edad que no tengan ningun
diagndstico de cancer basado en criterios clinicos, de imagen y/o bioquimicos.

Cuando los inmunoensayos se utilizan en la prediccion de la respuesta de un paciente con cancer a un tratamiento
contra el cancer (por ejemplo, reseccidon quirdrgica , vacunacion, terapias contra factores de crecimiento o
transduccion de sefiales, radioterapia, terapia endocrina, quimioterapia con anticuerpos humanos), la presencia de
un nivel elevado de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado que muestra la direccionalidad
requerida, en comparacion con los individuos de control “normales”, se pueden considerar como una indicacion de
que el individuo es probable que responda o no al tratamiento contra el cancer. Los individuos de control “normal”
preferiblemente seran controles de la misma edad que no tengan ningun diagnéstico de cancer basado en criterios
clinicos, de imagen y/o bioquimicos. Se puede establecer una relacion entre el nivel de autoanticuerpos o el
parametro de la curva secundario, en comparacion con los controles, y el éxito probable del tratamiento mediante la
observacion del resultado de dicho tratamiento en pacientes cuyo estado de autoanticuerpos y el parametro de la
curva secundario se controla durante el tratamiento. La relacidon previamente establecida se puede usar para
predecir la probabilidad de éxito para cada tratamiento en un paciente dado en funcién de la evaluacion del estado
del autoanticuerpo y el parametro de la curva secundario.

Cuando los inmunoensayos se usan para controlar la progresion del cancer u otra enfermedad neoplasica en un
paciente, se considera que la presencia de un nivel elevado de autoanticuerpos o un parametro de la curva
secundario alterado que muestre la direccionalidad requerida, en comparaciéon con un “control normal” es una
indicacién de la presencia de cancer en el paciente. El “control normal” puede ser niveles de autoanticuerpos y
parametros de la curva secundarios presentes en individuos de control, preferiblemente de la misma edad, que no
tienen ningun diagndstico de cancer basado en criterios clinicos, de imagen y/o bioquimicos. En otra alternativa, el
“control normal” puede ser un nivel de “linea base” establecido para el paciente particular a analizar. El nivel de la
“linea base” puede ser, por ejemplo, el nivel de autoanticuerpos y el parametro de la curva secundario presente
cuando se realizé un primer diagndstico de cancer o un diagndstico de cancer recurrente. Cualquier aumento por
encima del nivel de linea base de autoanticuerpos o cualquier alteracion en el parametro de la curva secundario que
muestre la direccionalidad requerida se tomaria como una indicacién de que la cantidad de cancer presente en el
paciente ha aumentado, mientras que cualquier disminucion por debajo del nivel de linea base de autoanticuerpos o
cualquier alteraciéon en el parametro de la curva secundario que muestra una inversion de la direccionalidad
requerida para una lectura positiva, se consideraria como una indicacién de que la cantidad de cancer presente en el
paciente ha disminuido. El valor de la “linea base” también puede ser, por ejemplo, el nivel antes de que comience
un nuevo tratamiento. Un cambio en el nivel de autoanticuerpos o un cambio en el parametro de la curva secundario
que muestre la direccionalidad requerida se consideraria como una indicacién de la efectividad de la terapia. Para
cualquier tratamiento dado, se determinara la direccién del “cambio” en los niveles de autoanticuerpos o el
parametro de la curva secundario que indica un resultado positivo (es decir, si un valor es superior o inferior al valor
de corte se considera positivo) calculando los valores de corte. La direccionalidad requerida para una lectura positiva
dependera del antigeno y del parametro de la curva secundario.
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Cuando los inmunoensayos se utilizan en el cribado de una poblacién de sujetos humanos asintomaticos, esto
puede ser para identificar a los sujetos que tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer. Los individuos que tienen
un nivel elevado de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado, en comparaciéon con los
individuos de control “normales”, se identifican como “en riesgo” de desarrollar cancer. Los individuos de control
“normal” preferiblemente seran controles de la misma edad no identificados por tener predisposicion a desarrollar
cancer o cualquier riesgo significativamente elevado de desarrollar cancer. Una excepcion a esto puede ser que la
edad misma sea un factor de riesgo importante.

Cuando los inmunoensayos se usan para cribar una poblacidon de sujetos humanos asintomaticos, esto puede ser
para diagnosticar cancer en aquellos sujetos que ya han desarrollado un cancer. Los individuos que tienen un nivel
elevado de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado en comparaciéon con individuos de
control “normales”. se consideran que tienen cancer o alguna forma de cambio neoplasico. Los individuos de control
“normal” preferiblemente seran controles de la misma edad no identificados por tener alguna predisposiciéon a
desarrollar cancer. Una excepcion a esto puede ser que la edad misma sea un factor de riesgo importante. Como
alternativa, el “control normal” puede ser un nivel de la “linea base” establecido para el paciente particular a analizar.
El nivel de la “linea de base” puede ser, por ejemplo, el nivel de autoanticuerpos y el parametro de la curva
secundario presente cuando el paciente se analiz6 por primera vez y se encontrd que tenia niveles no elevados por
encima de una poblaciéon de “control normal”. Cualquier aumento a partir de entonces frente a esta mediciéon de
referencia se consideraria como una indicacién de la presencia de cancer en ese individuo. Por lo tanto, el individuo
podria, mediante dicha prueba de referencia, convertirse en su propio control para la medicion futura de
autoanticuerpos.

Cuando los inmunoensayos se utilizan para controlar la respuesta de un paciente con cancer al tratamiento contra el
cancer por ejemplo, reseccidon quirdrgica, vacunacion, terapias contra factores de crecimiento o transduccion de
sefales, radioterapia, terapia endocrina, quimioterapia con anticuerpos humanos, la presencia de un nivel alterado
de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado después de tomar el tratamiento como una
indicacion de que el paciente ha respondido positivamente al tratamiento. Se puede usar un nivel de la linea de base
de autoanticuerpos y un parametro de la curva secundario de la linea base antes de comenzar el tratamiento para
propdsitos de comparacién con el fin de determinar si el tratamiento produce un “aumento o disminuciéon” en los
niveles de autoanticuerpos. Un cambio en el nivel de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario que
muestre la direccionalidad requerida se tomaria como una indicacion de la efectividad de la terapia. Para cualquier
tratamiento dado, la direcciéon del “cambio” en los niveles de autoanticuerpos o en el parametro de la curva
secundario que indica un resultado positivo (es decir, si un valor superior o inferior al valor de corte se considera
positivo) se determinara al calcular los valores de corte. La direccionalidad requerida para una lectura positiva
dependera del antigeno y del parametro de la curva secundario.

El método de la invencion puede usarse en la prediccion y control de la respuesta de un individuo a esencialmente
cualquier tratamiento conocido contra el cancer. Esto incluye, por ejemplo, la terapia con anticuerpos humanos en la
que se infunden anticuerpos monoclonales o policlonales en el paciente, siendo un ejemplo especifico no limitante el
tratamiento con el anticuerpo anti-factor de crecimiento Herceptin™ (Baselga, J., D. Tripathy y col., J Clin Oncol., 14
(3), 737-744, 1996). La presencia de una respuesta de autoanticuerpo natural puede potenciar o inhibir la efectividad
del tratamiento con anticuerpos terapéuticos perfundidos artificialmente. Usando el método de la invencion, es
posible correlacionar la respuesta con cualquier tratamiento contra el cancer, que incluye terapia de anticuerpos, con
niveles naturales de autoanticuerpos y parametros de la curva secundarios antes y durante el transcurso del
tratamiento en cualquier paciente o grupo de pacientes. Este conocimiento puede a su vez ser utilizado para
predecir como otros pacientes (o el mismo paciente en el caso de tratamiento repetido) responderan al mismo
tratamiento.

Cuando los inmunoensayos se usan en la deteccion de la enfermedad recurrente, la presencia de un nivel
aumentado de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado que muestra la direccionalidad
requerida en el paciente, en comparacién con un “control normal”’, se considera como una indicacion de que la
enfermedad ha recurrido. El “control normal” pueden ser niveles de autoanticuerpos y parametros de la curva
secundarios presentes en individuos de control, preferiblemente de la misma edad sin diagndstico de cancer basado
en criterios clinicos, de imagen y/o bioquimicos. En otra alternativa, el “control normal” puede ser un nivel de la “linea
base” establecido para el paciente particular a analizar. El nivel de la “linea de base” puede ser, por ejemplo, el nivel
de autoanticuerpos y el parametro de la curva secundario presente durante un periodo de remision de la enfermedad
basandose en criterios clinicos, de imagen y/o bioquimicos.

A lo largo de las diversas aplicaciones de los métodos de la invencién se ha indicado que la presencia de un nivel
alterado de autoanticuerpos o un parametro de la curva secundario alterado que muestra la direccionalidad
requerida son indicativos de un resultado positivo. Para evitar dudas, debe entenderse que en algunos casos puede
requerirse la presencia de un nivel alterado de autoanticuerpos y un parametro de la curva secundario alterado que
muestre la direccionalidad requerida para un resultado positivo.

El método de ensayo de la invencion se puede aplicar en la deteccién de muchos tipos diferentes de cancer, de los
cuales son ejemplos el cancer de mama, vejiga, colorrectal, prostata, pulmén, pancreas, ovario, carcinoma
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hepatocelular (CHC), gastrointestinal y melanoma. Los ensayos pueden complementar los métodos existentes de
deteccion y vigilancia. Por ejemplo, en el caso del cancer de mama primario, los inmunoensayos para
autoanticuerpos podrian usarse para alertar a los médicos a realizar biopsias de lesiones pequefias en mamografias
que radiograficamente no parecen sospechosas o para realizar imagenes mamarias o repetir imagenes antes de lo
planeado. En la clinica, se espera que los métodos de ensayo de la invencion sean mas objetivos y reproducibles en
comparacion con las técnicas de imagen actuales (es decir, mamografia y ultrasonido), cuyo éxito puede depender
del operador.

Los “ensayos de panel” se pueden adaptar teniendo en cuenta la aplicacion clinica particular. Un panel de antigenos
para la deteccion de autoanticuerpos para al menos p53 y c-erbB2 es particularmente util para muchos tipos de
cancer y opcionalmente se puede complementar con otros marcadores que tengan una asociacion conocida con el
cancer particular, o una etapa del cancer particular, a ser detectado. Por ejemplo, para el cancer de mama, el panel
podria incluir MUC 1 y/o c-myc y/o BRCA1 y/o BRCA2 y/o PSA, mientras que para el cancer de vejiga podria incluir
opcionalmente MUC 1 y/o c-myc, para el cancer colorrectal ras y/o APC, para el cancer de prostata PSA y/o BRCA 1
y/o BRCA2 o para el cancer de ovario BRCA1 y/o BRCA2 y/o CA125, para el cancer de pulmén SOX2 y/o CAGE,
para el hepatocarcinoma celular la alfafetoproteina hepatica. Existen otras realizaciones preferidas en las que p53 o
c-erbB2 no son necesariamente esenciales.

La utilidad del método de la invencidon no se limita a la deteccidon de autoanticuerpos antitumorales, aunque el
ensayo es particularmente util para este fin. El cancer es solo un ejemplo de una enfermedad en la que la detecciodn
de niveles de anticuerpos y un parametro de la curva secundario se puede usar como un marcador biolégico para el
estado de enfermedad/susceptibilidad a la enfermedad. Los inventores han demostrado que se obtienen ventajas
sustanciales mediante el uso de un enfoque de valoracion para detectar anticuerpos en muestras de pacientes, y
posteriormente se calcula un parametro de la curva secundario para realizar un método de doble corte. Por lo tanto,
es razonable concluir que se obtendran ventajas similares mediante el uso de este enfoque para detectar
autoanticuerpos que son marcadores biolégicos para enfermedades distintas del cancer. El método es por lo tanto
aplicable a la deteccion de cualquier autoanticuerpo que sirva como un marcador biolégico para un estado de
enfermedad o susceptibilidad a una enfermedad, en cualquier enfermedad que se haya demostrado (o pueda
mostrarse) que esta asociada con la produccién de autoanticuerpos.

Otras aplicaciones del método de la invencion incluyen, pero no se limitan a, deteccién de autoanticuerpos que son
marcadores biologicos de enfermedades autoinmunitarias, tales como por ejemplo artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico (SLE), cirrosis biliar primaria (PBC), tiroiditis autoinmunitaria (por ejemplo, tiroiditis de
Hashimoto), gastritis autoinmunitaria (p. €j., anemia perniciosa), adrenalitis autoinmunitaria (p. ej., enfermedad de
Addison), hipoparatiroidismo autoinmunitario, diabetes autoinmunitaria (por ejemplo, diabetes tipo 1) o miastenia
gravis, trastornos neurolégicos paraneoplasicos como el sindrome miasténico de Lambert-Eaton, enfermedad
inflamatoria intestinal, sarcoidosis y deteccion de hepatitis autoinmunitaria de muestras de pacientes para
enfermedad renal o hepatica que conducen a insuficiencia o fallo de cualquiera de los 6rganos, y deteccion de
muestras de pacientes después del trasplante para detectar la presencia de anticuerpos dirigidos contra el tejido
enfermo (que se ha dejado in situ tras el trasplante) o contra los tejidos trasplantados.

Kits para realizar los métodos de la invencién

La presente invencion abarca usos de un kit adecuado para realizar cualquiera de los métodos de la invencion, en el
que el kit comprende uno o mas antigenos y un reactivo capaz de detectar complejos de los antigenos unidos a
anticuerpos presentes en una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero.

En ciertas realizaciones, el kit puede comprender dos o mas variantes de antigeno, tales como dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas variantes de antigeno.

En realizaciones adicionales, el kit puede comprender medios para poner en contacto dichos uno o mas antigenos
con una muestra de fluidos corporales.

La invencion se entendera mejor con referencia a los siguientes ejemplos experimentales no limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1 — Desarrollo de medidas de parametros de la curva secundarios

Conjunto de muestra

Para el desarrollo de medidas de parametros de la curva secundarios, el conjunto de ensayo comprendié 337
muestras de suero o plasma de pacientes con cancer de pulmén primario tomadas en el momento del diagndstico y
antes del tratamiento (canceres). Estas fueron emparejadas (por edad, sexo e historial de tabaquismo) con 415
muestras de suero o plasma de individuos sin signos de malignidad (normales).
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Valor de corte estandar para la unién anticuerpo/antigeno

La unién anticuerpo/antigeno se midié mediante ELISA como se describe en otros documentos (WO06/126008 y
Murray et al. Ann Oncol. 2010 Aug 21(8):1687-93). Se obtuvieron datos para la unién a un rango de concentraciones
de un panel de siete antigenos asociados a tumores (p53, SOX2, CAGE, NY-ESO-1, GBU4-5, MAGE A4 y HuD)
mas un control (VOL) de 1,6 a 160 nM para proporcionar curvas de titulacion para la union de autoanticuerpos
(Figura 2). El corte para la union anticuerpo/antigeno se determind a partir de estudios de caso-control emparejados
trazando una curva de la cantidad de union especifica frente a la cantidad de antigeno usado en la serie de
valoracion para cada antigeno en el panel. La cantidad de unién para cada antigeno a 160 y 50 nM se calibré y
convirtio en una unidad de referencia (RU) como se describe en el documento WO09/081165. Los valores de corte
para la uniéon de anticuerpos en uno o mas puntos de la curva de valoracién se eligieron para maximizar la
sensibilidad (la proporcion de muestras de pacientes con cancer que eran positivas) mientras se mantenia una alta
especificidad (la proporcion de muestras de individuos normales que eran negativas). Una medicion se consideraba
positiva si daba como resultado una curva sigmoidal trazada a partir de la reaccion del anticuerpo en la muestra con
la serie de valoracion del antigeno y si el valor determinado para uno o mas puntos en la curva de titulacion estaba
por encima del valor de corte predeterminado.

Parametros de la curva secundaria

Tras la deteccion de la cantidad de unién antigeno/anticuerpo para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de
titulacion, y el trazado de una curva de la cantidad de unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada
cantidad de antigeno utilizada en la serie de titulacion, se calcula un parametro de la curva secundario. El parametro
de la curva secundario se puede calcular a partir de una curva de regresion lineal o logaritmica. En la presente
memoria, un parametro de la curva secundario es cualquier valor calculado que proporciona una indicacién de la
naturaleza de la curva. Por ejemplo, el parametro de la curva secundario puede ser Pendiente, Ordenada en el
origen, Area bajo la curva (AUC), PendienteMax o la constante de disociacién (Kd).

La pendiente se calcula usando la ecuacion:

e :; LA
s S (-
I x—-xY

donde b es la Pendiente, x se refiere a la concentracion de antigeno (nM), e y se refiere al valor de OD en unidades
de absorbancia (AU).

La pendiente se puede calcular a partir de las curvas de regresion lineal o logaritmica, o de las curvas de regresion
tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

La ordenada en el origen de la linea de regresion es el valor de la linea en el eje y cuando x = 0.

La ordenada en el origen puede calcularse a partir de las curvas de regresion lineal o logaritmica, o de las curvas de
regresion tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

El area bajo la curva (AUC) puede calcularse usando la regla trapezoidal sumada, que se puede obtener estimando
la integral definida entre cada conjunto de concentraciones de antigeno siguiendo la férmula:

b Cfley+ f(b
/ flajde s (b a} M

et

Este calculo se repite para cada par de concentraciones consecutivas de antigeno y los valores resultantes se
suman para dar un valor total para el Area bajo la curva (AUC).

El Area bajo la curva (AUC) se puede calcular a partir de las curvas de regresién lineal o logaritmica, o de las curvas
de regresion tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.

La PendienteMax puede calcularse usando la misma férmula que la de la Pendiente, descrita anteriormente. Sin
embargo, para determinar el mayor valor posible para la Pendiente para cada muestra, se obtiene un valor de
Pendiente para cada par de concentraciones de antigeno consecutivas, donde el valor de la Pendiente de mayor
magnitud representa la PendienteMax.

La PendienteMax puede calcularse a partir de las curvas de regresion lineal o logaritmica, o de las curvas de
regresion tanto lineal como logaritmica, para cada muestra.
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La constante de disociacion (Kd) se puede calcular ajustando una curva logistica de cuatro parametros a cada
conjunto de puntos de titulacion y se usa un método de resolucion iterativa para dar los valores de los parametros de
la asintota minima (A), factor de pendiente (B), punto de inflexion (C) y asintota maxima (D) usando la férmula
F(x)=((A-D)/(1+((x/C)"B)))+D, por lo que la suma de los residuos al cuadrado se minimiza. El punto de inflexion para
estos datos de resolucion corresponde a la Kd de la unién antigeno-anticuerpo.

Una vez obtenido un parametro de la curva secundario, se combind con los datos de union antigeno/anticuerpo para
determinar la presencia o ausencia del anticuerpo.

El umbral o punto de corte para el parametro de la curva secundario se determiné trazando una curva de la cantidad
de union especifica frente a la cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la serie de
titulacion. Esto se realizo para muestras de cancer y normales utilizando las mismas medidas que se derivaron para
la cuantificacion de la unién anticuerpo/antigeno. Los valores de corte para los parametros de la curva secundarios
se eligieron para maximizar la especificidad (la proporcion de muestras de individuos normales que son negativas)
cuando se usan en combinacion con el valor de corte de la unién anticuerpo/antigeno. Cuando se calcula el valor de
corte para el parametro de la curva secundario, también se determina la direccionalidad requerida para una lectura
positiva, es decir, si un valor por encima o por debajo del corte se considera positivo. La direccionalidad requerida
para una lectura positiva dependera del antigeno y del parametro de la curva secundario.

Se consideré que una mediciéon era finalmente positiva si estaba por encima del nivel de corte de la unién
anticuerpo/antigeno y si ademas mostraba un parametro de la curva secundario alterado que tenia la direccionalidad
requerida en comparacion con el nivel de corte.

Resultados

La Figura 3A-D muestra la distribucion de muestras en el conjunto de muestras de ensayo de acuerdo con su nivel
de unién anticuerpo/antigeno frente a cada parametro de la curva secundario individual. Las muestras individuales
se codifican de acuerdo con el resultado que se obtuvo aplicando solo el valor de corte de la unidn
anticuerpo/antigeno estandar. Aunque estos datos se calcularon para los siete antigenos del panel, se muestra p53
como ejemplo para demostrar los efectos de los diferentes parametros. Se puede observar que la distribucion de las
muestras difiere entre la reduccion de datos de la regresion lineal y logaritmica, por lo tanto, ambas pueden ser Utiles
para identificar muestras falsas positivas y mejorar asi el rendimiento de la prueba en conjunto.

Los valores de corte del parametro de la curva secundario (Tabla 1) se optimizaron para la reclasificacion de falsos
positivos a negativos verdaderos y se aplicaron simultaneamente tanto a los niveles de la union anticuerpo/antigeno
como al parametro de la curva secundario.

Tabla 1: Desarrollo de parametros de la curva secundarios

Antigeno Valor de corte de Valor de corte de Parametro de Regresion Valor de corte
un parametro de la dos parametros de la curva Logl/lineal del parametro
union la union secundaria de la curva
anticuerpo/antigeno | anticuerpo/antigeno secundario
(OD) (OD)
p53 8,35 6,00 Ordenada en el Log >0,15
origen
SOX2 8,26 8,26 AUC Lineal > 27,0
CAGE 2,86 2,86 uc Log > 2,80
NY-ESO-1 6,38 6,38 Ordenada en el Log >-0,12
origen
MAGE A4 9,29 9,29 AUC Lineal > 25,0
HuD 9,53 9,53 PendienteMax Lineal >0,13

La distribucion de las muestras segun su union anticuerpo/antigeno frente al parametro de la curva secundario
optimo se muestra en la Figura 4A-F. El corte horizontal representa el valor de corte estandar de la unién
anticuerpo/antigeno y el corte vertical representa el valor de corte del parametro de la curva secundario. El
cuadrante que es positivo para ambos puntos de corte se conoce como la zona de positividad y esta claro que hubo
enriquecimiento de verdaderos positivos dentro de esta zona, mientras que las muestras que eran previamente
falsas positivas se excluyeron y reclasificaron como verdaderos negativos mediante la aplicaciéon del valor de corte
del parametro de la curva secundario.

El rendimiento del panel de autoanticuerpos con y sin la aplicacion del valor corte del parametro de la curva
secundario se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2: Caracteristicas de rendimiento de una prueba de autoanticuerpo con aplicacion de corte simple y doble

Corte Especificidad Sensibilidad VPP (%) Falsos identificados por 1000
(%) (%) andlisis de prueba
Normal Cancer
Valor de corte de la union
anticuerpo/antigeno 90,1 29,7 5,8 97,0 141
estandar
Método de doble corte 98,1 22,0 19,1 18,6 15,6

Aunque la sensibilidad se redujo por la reclasificacion de unas pocas muestras verdaderas positivas a falsos
negativos, la especificidad mejor6 del 90 % al 98 %. Esto represent6 una mejora en el valor predictivo positivo (VPP)
del 5,8 % (1 de cada 17,2 pacientes con una prueba positiva tiene cancer) al 19,1 % (1 de cada 5,2 pacientes con
una prueba positiva tiene cancer). En una enfermedad como el cancer de pulmoén con una prevalencia en una
poblacion de alto riesgo de alrededor del 2 % (es decir, 1 de cada 50), un aumento del 8 % en la especificidad daria
como resultado que 78 personas menos que no tienen cancer tengan una prueba positiva de cada 1000 personas
analizadas. A estos pacientes se les ahorrara la ansiedad y el riesgo de las pruebas de seguimiento como la
tomografia computarizada y la biopsia. Sin embargo, en la misma poblacién, una pérdida de sensibilidad del 7 %
provocara que solo 1,5 pacientes mas con cancer sean mal diagnosticados (Tabla 2). La confirmacion de estos
resultados en un segundo gran conjunto de datos fue necesaria para validar este enfoque.

Ejemplo 2 - Confirmacién de los resultados de desarrollo en un conjunto de muestra independiente

Conjunto de muestra

Para la confirmacién del rendimiento del ensayo mejorado proporcionado por la aplicacién del método de doble
corte, el conjunto de muestra comprendié 235 muestras de suero o plasma de pacientes con cancer de pulmén
primario tomadas en el momento del diagndstico y antes del tratamiento (canceres). Se emparejaron (por edad, sexo
e historial de tabaquismo) con 266 muestras de suero o plasma de individuos sin evidencia de tumores malignos
(normales). No se cruzaron las muestras en los conjuntos de muestra de ensayo y confirmacion.

Parametros de la curva secundaria y determinacion del nivel de corte

La unién de anticuerpo/antigeno se midié mediante ELISA como se describe en el Ejemplo 1. Los parametros de la
curva secundarios y la direccionalidad requeridos para una lectura positiva también fueron como se describe en el
Ejemplo 1. Tanto la uniéon de anticuerpo estandar/antigeno como los parametros de la curva secundarios se
determinaron como se describe en ejemplo 1 con un ligero ajuste para la optimizacion en ambos conjuntos de
muestras.

Resultados

La comparacion del conjunto de ensayo con el conjunto de confirmacion se muestra en la Figura 5A-F que
representa la distribucion de las sefiales de la muestra de acuerdo con su unién anticuerpo/antigeno frente al
parametro de la curva secundario 6ptimo. El valor de corte horizontal representa el valor de corte estandar de la
union anticuerpo/antigeno y el corte vertical representa el valor de corte del parametro de la curva secundario. Hubo
enriquecimiento de verdaderos positivos dentro de la zona de positividad, mientras que las muestras que
previamente eran falsos positivos se excluyeron principalmente y se reclasificaron como verdaderos negativos en
ambos conjuntos de muestras. La Tabla 3 muestra el rendimiento del panel de autoanticuerpos en los conjuntos de
muestra de desarrollo y de confirmacion con y sin la aplicacion del limite del parametro de la curva secundario.

Tabla 3: Comparacion de las caracteristicas de rendimiento de una prueba de autoanticuerpos con aplicacién de
corte simple y doble en dos conjuntos de muestras independientes

Corte Especificidad | Sensibilidad VPP (%) Falsos identificados por 1000

(%) (%) andlisis de prueba
Normal Cancer

Conjunto de desarrollo:

Valor de corte de la union 90,1 29,7 5,8 97,0 141

anticuerpo/antigeno estandar

Método de doble corte 98,1 22,0 19,1 18,6 15,6

Conjunto de confirmacion:

Valor de corte de la union 90,6 41,5 8,3 92,1 1,7

anticuerpo/antigeno estandar

Método de doble corte 97,0 27,9 16,0 29,4 14,4
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Aunque el conjunto de muestra confirmatorio proporcioné mejores datos de rendimiento que el conjunto de ensayo
utilizando el enfoque del valor de corte de la union anticuerpo/antigeno estandar, se mantuvo la mejora en la
especificidad y, por lo tanto, el VPP proporcionado por la aplicacion del limite del parametro de la curva secundario.
Esto demuestra que el enfoque es reproducible en dos conjuntos de muestras caso-control completamente
independientes.

Ejemplo 3 - Mejora en el rendimiento del panel mediante la incorporacion de antigenos adicionales

Conjunto de muestra

Con el fin de investigar la mejora en el rendimiento del panel que podria lograrse mediante la incorporacion de
antigenos adicionales, se utilizé un subconjunto del conjunto de ensayo descrito en el Ejemplo 1. Este conjunto
comprendia 166 muestras de suero o plasma de pacientes con cancer de pulmén primario tomados en el momento
del diagnéstico y antes del tratamiento (canceres). Estos fueron emparejados (por edad, sexo e historial de
tabaquismo) con 147 muestras de suero o plasma de individuos sin evidencia de tumor maligno (normales).

Antigenos adicionales

Se investigaron cuatro antigenos adicionales: alfa-enolasa, citoqueratina 8 (CK8), citoqueratina 20 (CK20) y L-myc2
por su capacidad para mejorar el rendimiento del panel de autoanticuerpos cuando se aplicé el método del doble
corte. La unién anticuerpo/antigeno se midié mediante ELISA como se describe en el Ejemplo 1. Los parametros de
la curva secundarios también fueron como se describe en el Ejemplo 1. Tanto la unién anticuerpo/antigeno como los
valores de corte de la curva secundaria se optimizaron para el rendimiento maximo del ensayo para los nuevos
antigenos. (Tabla 4).

Tabla 4: Incorporacion de antigenos adicionales. Los parametros de la curva secundarios 6ptimos se dan con puntos

de corte
Antigeno Valor de corte de la Parametro de la Regresion Valor de corte del
union curva secundaria Log/Lineal parametro de la
anticuerpo/antigeno curva secundario
(RU)
Alfa enolasa 7,5 Pendiente Log <0,24
Citoqueratina 8 8,0 Pendiente Log >0,15
Citoqueratina 20 7,0 PendienteMax Lineal > (0,005
Lmyc2 7,0 PendienteMax Log >0,40

Resultados

La distribucion de muestras segun su union anticuerpo/antigeno frente al parametro de la curva secundario 6ptimo
para los cuatro nuevos antigenos se muestra en la Figura 6A-D. Las muestras individuales se codifican de acuerdo
con el resultado que se obtuvo para el panel de siete antigenos. Cuando estos cuatro antigenos se habian
investigado previamente en un formato de ensayo que implicaba solo la aplicacion del valor de corte de la unién
anticuerpo/antigeno, hubo un ligero aumento de la sensibilidad, pero la especificidad del panel aumentado era del
82,3 % vy, por lo tanto, demasiado baja para ser clinicamente util (Tabla 5).

Tabla 5: Efecto de antigenos adicionales sobre el rendimiento del panel de autoanticuerpos

Corte Especificidad Sensibilidad VPP (%) Falsos identificados por 1000

(%) (%) andlisis de prueba
Normal Cancer

Panel de 7 antigenos:

Valpr de corte ,de la union 90,1 207 58 97.0 14,1

anticuerpo/antigeno

estandar

Valor de corte del 98,1 22,0 19,1 18,6 15,6

parametro del método

Panel de 11 antigenos:

Valpr de corte ,de la union 82.3 52.4 57 1735 95

anticuerpo/antigeno

estandar

Método de doble corte 96,6 40,4 19,5 33,3 11,9

Sin embargo, cuando se aplicaron los valores de corte de los parametros de la curva secundarios y se determind
que ambos puntos de corte para estos antigenos estuvieran maximizados para el rendimiento real del panel de siete
antigenos, el VPP mejor6 del 5,8 % (1 de cada 17 pruebas positivas es cancer) al 19,1 % (1 de cada 5 pruebas
positivas es un cancer). Con la adicion de los cuatro antigenos adicionales, la sensibilidad del panel también mejoro
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del 29,7 % al 40,4 % (Tabla 4) con una pérdida minima de especificidad. Esto proporcioné la confirmacion preliminar
de que la adicion de nuevos antigenos a un panel donde se aplicd el método de doble corte puede mejorar la
sensibilidad de la prueba con poco efecto perjudicial sobre la especificidad que no fue posible obtener con el uso de
un unico valor de corte de la unién anticuerpo/antigeno.

Ejemplo 4 - Mejora en el rendimiento del panel mediante la incorporacion de variantes antigénicas y mutantes
Cuando se miden autoanticuerpos especificos para varias formas variantes diferentes del mismo antigeno (por

ejemplo, p53) en un grupo de pacientes con cancer, se observan diferencias entre pacientes individuales en cuanto
a la especificidad de los autoanticuerpos que producen (Tabla 6).

: Numero

Tabla 6: Positividad para autoanticuerpos de diferentes variantes de p53 en 100 pacientes con cancer de puimén.
Pos= muestra positiva para la unioén de autoanticuerpos. n.d. = sin datos. Solo se muestran las muestras
positivas para uno 0 mas autoanticuerpos.

Esto pareceria sugerir que no todos los pacientes producen las mismas formas alteradas de antigenos asociados a
tumores durante la evolucion de su enfermedad y que es posible usar diferentes formas variantes o mutaciones para
mejorar el rendimiento de los ensayos de autoanticuerpos. Sin embargo, los individuos normales también muestran
evidencia de la produccién de autoanticuerpos contra diferentes formas variantes de antigenos asociados a tumores
(Tabla 7) presumiblemente debido al hecho de que han desarrollado una respuesta inmunitaria exitosa contra un
proceso de transformacion maligno que ha erradicado el cancer antes de que haya tenido oportunidad de
establecerse por si mismo.
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[ positividad .
especificidad [ 9H %

Tabia 7: Positividad para autoanticuerpos de diferentes variantes de p53 en 100 individuos sin signos de
tumor maligno.

Pos= muestra positiva para la union de autoanticuerpos. n.d. = sin datos. Solo se muestran las muestras
positivas para uno o mas autoanticuerpos.

El nivel de fondo de la produccién de autoanticuerpos en individuos aparentemente normales hace que el uso de
estos biomarcadores para la deteccién temprana del cancer sea complicado a menos que se pueda encontrar un
método para distinguir aquellos cuyo principio de tumor maligno ha sido erradicado por la respuesta inmunitaria
(falsos positivos) de aquellos que tienen tumores (verdaderos positivos). El siguiente ejemplo describe un estudio
realizado con el fin de investigar la aplicacion del método de doble corte a paneles de autoanticuerpos que incluyen
formas variantes o mutantes de antigenos asociados a tumores.

Muestras

El conjunto de muestras utilizado para este estudio fue un subconjunto del conjunto de ensayo y comprendia 151
muestras de suero o plasma de pacientes con cancer de pulmoén primario tomadas en el momento del diagndstico y
antes del tratamiento (canceres). Se emparejaron (por edad, sexo e historial de tabaquismo) con 104 muestras de
suero o plasma de individuos sin evidencia de tumor maligno (normales).

Variantes antigénicas y mutaciones

En la Tabla 8 se presenta una lista de variantes antigénicas y mutaciones usadas.

Tabla 8: Variantes y mutaciones antigénicas

Nombre de la construccion Tipo de variante Aminoacidos

p53

p53-BirA Supresor tumoral de longitud 1-393
completa

p53 C-BirA Supresor tumoral de longitud 1-393
completa

p53-Cterm BirA Fragmento C terminal, regiones de 221-393
unioén a ADN y unién a proteinas

p53-EP C-BirA Epitopo N terminal, regién de
activacion de la transcripcion

p53-95 BirA Fragmento N terminal, regién de 1-95
activacion de la transcripcion y union
de ligandos

p53-292 BirA Fragmento N terminal, regién de 1-292
activacion de la transcripcion, region
de union del ligando y dominio de
union al ADN

EGFR

EGFR1 KD C-BirA Truncamiento del dominio de la 645-998
quinasa isoforma 1
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Nombre de la construccion Tipo de variante Aminoacidos

EGFR1 EP C-BirA Truncamiento del fragmento del 286-462
epitopo isoforma 1

EGFR vlll BirA Dominio extracelular parcial con una LEEKKG-274-605
variante de corte y empalme de la
secuencia N-terminal

EGFR L858R C-BirA Mutaciéon L858R asociada al cancer 645-998
de pulmén del dominio quinasa
isoforma 1

EGFR2 C-BirA Truncamiento similar a la isoforma 2 2-379

Kras

Kras G12C/Q61H BirA Isoforma de longitud completa 2b; 1-188
doble mutante

Kras G13C/Q61H BirA Isoforma de longitud completa 2b; 1-188
doble mutante

Kras Q61H BirA Isoforma de longitud completa 2b; 1-188
mutacion asociada al cancer de
pulmoén

La union de anticuerpo/antigeno se midié por ELISA como se describe en el Ejemplo 1. Los parametros de la curva
secundarios y la determinacion de la direccionalidad requerida para una lectura positiva también fueron como se
describe en el Ejemplo 1. El indice de Reclasificacion Neta (NRI) se usé para elegir los mejores antigenos para la

5 adicion al panel final de todos los antigenos probados incluyendo todos los descritos en los Ejemplos 1-3 y todas las
variantes y mutaciones.

Resultados

10 La distribucién de muestras segun su union anticuerpo/antigeno frente al parametro de la curva secundario 6ptimo
para las variantes y mutaciones seleccionadas para su inclusion en el panel final se muestran en la Figura 7A-G. Las
muestras individuales se codifican de acuerdo con el resultado que se obtuvo para el panel de 7 antigenos. El NRI
se utilizé para clasificar el rendimiento de los antigenos y elegir los mejores antigenos para el panel (Tabla 9).

15 Tabla 9: Resultados del indice de Reclasificacion Neta. La sensibilidad y la especificidad se expresan como %. Conc
= concentracion de antigeno para la cual se calcul6 la unién anticuerpo/antigeno estandar
Rango Antigeno Conc NRI Rendimiento del antigeno Rendimiento del panel
del (nM) Especificidad | Sensibilidad | Especificidad | Sensibilidad
antigeno
1 NY-ESO-1 160 0,113 100,0 11,3 100,0 11,3
2 Alfa enolasa 50 0,099 100,0 9,9 100,0 21,2
3 Citoqueratina 20 160 0,073 100,0 9,3 100,0 28,5
4 p53-C term 50 0,046 100,0 6,6 100,0 33,1
5 Kras 50 0,026 100,0 53 100,0 35,8
G12C/Q61H
6 MAGE A4 160 0,020 100,0 4,6 100,0 37,7
7 SOX2 160 0,020 100,0 2,6 100,0 39,7
8 Citoqueratina 8 160 0,020 100,0 2,6 100,0 41,7
9 Lmyc2 160 0,013 100,0 2,6 100,0 43,0
10 p53 160 0,010 99,0 8,6 99,0 45,0
11 p53 C-BirA 160 0,007 100,0 4,6 99,0 45,7
12 Kras Q61H 50 0,007 100,0 4,0 99,0 46,4
13 EGFR1-EP 160 0,007 100,0 3,3 99,0 47,0
14 Kras 50 0,007 100,0 2,6 99,0 47,7
G13C/Q61H
15 CAGE 160 0,007 100,0 2,6 99,0 48,3
16 GBU4-5 50 0,007 100,0 0,7 99,0 49,0
17 p53-95 160 0,007 99,0 6,6 99,0 49,7
18 Citoqueratina 20 50 0,007 100,0 53 99,0 50,3

El panel final consistié en 18 antigenos y el rendimiento de este panel se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 10: Efecto de antigenos adicionales, variantes y mutaciones en el rendimiento del panel de autoanticuerpos

Corte Especificidad | Sensibilidad VPP (%) Falsos identificados por 1000
(%) (%) andlisis de prueba
Normal Cancer
Valor de corte de la union
anticuerpo/antigeno 90,4 31,8 6,3 94 .1 13,6
estandar
Método de doble corte 99,0 50,3 50,7 9,8 9,9

No se pudo obtener ninguna mejora adicional en el rendimiento mediante la adicién de cualquiera de los otros
antigenos contra los que se midieron los autoanticuerpos en este Ejemplo.

Ejemplo 5 - Aplicacion del método de doble corte en el carcinoma hepatocelular

El carcinoma hepatocelular (CHC) es una enfermedad maligna del higado. ElI 80-90 % de los casos ocurren en
individuos con una enfermedad hepatica predisponente, como infeccion por hepatitis B o C o cirrosis alcohdlica. La
deteccion temprana mientras las lesiones malignas aun son lo suficientemente pequefias como para ser extirpadas
mediante cirugia o cuando el trasplante de higado ain puede ser curativo es la clave para mejorar la mortalidad. El
CHC tiene una tasa de supervivencia de 40-70 % a los 5 afios en pacientes diagnosticados con enfermedad en
estadio temprano (estadio 0 y A) en comparacion con el 5 % en pacientes diagnosticados con enfermedad en
estadio avanzado. Los métodos de vigilancia actuales implican la ecografia abdominal y la medicién de los niveles
séricos de alfafetoproteina (AFP). La precision de la ecografia abdominal es relativamente baja (especialmente para
lesiones pequenas) y depende de la habilidad del operador. EI cumplimiento del paciente también es deficiente, por
lo tanto, existe una necesidad urgente de una simple prueba de sangre que pueda aumentar el rendimiento de la
AFP para la deteccion temprana de CHC en grupos de alto riesgo.

Conjunto de muestra

Con el fin de investigar la mejora en el rendimiento del ensayo mediante la aplicacion del método de doble corte a un
panel de AAb para la deteccion de CHC, el conjunto de muestras comprendié 193 muestras de suero o plasma de
pacientes con CHC primario tomadas en el momento del diagnéstico y antes del tratamiento del cancer. Estos se
emparejaron lo mas estrechamente posible (para la edad y el sexo) con 190 muestras de suero o plasma de
individuos sin evidencia de tumor maligno (normales). Un segundo grupo de control consistié en 176 muestras de
pacientes con enfermedad hepatica benigna como hepatitis B, C o higado cirrético.

Parametros de la curva secundaria y determinacion del valor de corte

La unién de anticuerpo/antigeno se midié mediante ELISA como se describe en el Ejemplo 1. Los parametros de la
curva secundarios y la direccionalidad requeridos para una lectura positiva también fueron como se describe en el
Ejemplo 1. Tanto la union anticuerpo/antigeno estandar como los parametros de la curva secundarios se
determinaron como se describe en Ejemplo 1. Los autoanticuerpos medidos y los parametros de la curva
secundarios aplicados en el ensayo para la deteccion temprana de CHC se muestran en la Tabla 11. Tanto la unién
anticuerpo/antigeno como los valores de corte de los parametros de la curva secundarios se optimizaron para el
rendimiento maximo del ensayo.

Tabla 11: Desarrollo de parametros de la curva secundarios para el ensayo para la deteccion temprana de CHC.

Antigeno Concentracié Valor de corte Valor de corte Parametro de Regresion Valor de
n de antigeno | de un parametro de dos la curva logl/lineal corte del
(nM) de la union parametros de secundaria parametro
anticuerpo la unién de la curva
lantigeno anticuerpo secundario
(OD) lantigeno
(OD)
p53 50 1,29 1,29 PendienteMax Lineal 0,03
p53 160 1,5 1,5 PendienteMax Lineal 0,03
SOX2 50 0,5 0,5 PendienteMax Lineal 0,02
SOX2 160 0,5 0,5 PendienteMax Lineal 0,02
CAGE 50 0,35 0,35 PendienteMax Lineal 0,012
CAGE 160 0,7 0,7 PendienteMax Lineal 0,01
NY-ESO-1 50 0,3 0,3 PendienteMax Lineal 0,05
NY-ESO-1 160 0,75 0,75 PendienteMax Lineal 0,005
MAGE A4 50 0,7 0,7 PendienteMax Lineal 0,025
MAGE-A4 160 0,7 0,7 PendienteMax Lineal 0,025
Citoqueratina 50 0,5 0,45 Pendiente Lineal 0,004
8
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Citoqueratina 160 0,75 0,75 PendienteMax Lineal 0,01

8

AFP 50 1,25 1,25 PendienteMax Lineal 0,04

AFP 160 1,1 1,1 PendienteMax Lineal 0,03

p62 50 1,0 0,9 Ordenada en el Lineal 0,25
origen

p62 160 1,1 0,85 Ordenada en el Lineal 0,25
origen

SSXA1 50 0,9 0,9 PendienteMax Lineal 0,025

SSXA1 160 1 1 PendienteMax Lineal 0,025

HDGF 50 0,56 0,5 Ordenada en el Lineal 0,25
origen

HDGF 160 0,5 0,35 Ordenada en el Lineal 0,25
origen

VTN10 50 0,68 0,25 Ordenada en el Lineal 0,1
origen

VTN10 160 0,5 0,25 Ordenada en el Lineal 0,1
origen

IMP1 50 1,6 1,2 Ordenada en el Lineal 0,8
origen

IMP1 160 1,6 0,8 Ordenada en el Lineal 0,8
origen

Resultados

La distribucién de muestras segun su union anticuerpo/antigeno frente al parametro de la curva secundario 6ptimo
para los antigenos del panel de CHC inicial se muestra en la Figura 8A-F y la distribucién para los seis antigenos
adicionales se muestra en la Figura 9A-F. El corte horizontal representa el valor de corte de la unién
anticuerpo/antigeno estandar y el corte vertical representa el valor de corte del parametro de la curva secundario.
Hubo enriquecimiento de verdaderos positivos dentro de la zona de positividad, mientras que las muestras que
previamente eran positivas falsas se excluyeron principalmente y se reclasificaron como verdaderos negativos en
ambos conjuntos de muestras. La Tabla 12 muestra el rendimiento del autoanticuerpo con y sin la aplicacion del
valor de corte del parametro de la curva secundario, asi como la mejora que se obtuvo mediante la incorporacion de
seis antigenos adicionales para la medicion de autoanticuerpos. Se puede observar que la aplicacion del doble corte
fue capaz de aumentar la especificidad en la cohorte benigna hasta el 100 %, con solo una pequefia reduccion en la
sensibilidad, y la adicion de otros 6 antigenos fue capaz de proporcionar un panel expandido, donde se mejoré la
especificidad y sensibilidad en comparacion con el panel inicial de 6 antigenos. Esto dio como resultado un ensayo
que solo daria seis identificaciones falsas positivas por cada mil pacientes evaluados.

Tabla 12: Efecto de la aplicacién de valores de corte secundarios y la inclusién de antigenos adicionales en el
rendimiento del panel de autoanticuerpos para la deteccion de CHC.

Corte Especificidad Sensibilidad VPP (%) Falsos identificados por 1000
(%) (%) analisis de prueba
Normal Cancer

Panel de 6 antigenos:
Valpr de corte ,de la unién 97.7 % 19,7 % 23.2 % 29 27
anticuerpo/antigeno
estandar
Método de doble corte 100,0 % 17,1 % 100,0 % 0 28
Panel de 12 antigenos:
Valor de corte de la union

: . 96,6 % 21,2 % 18,0 % 33 27
anticuerpo/antigeno
estandar
Método de doble corte 99,4 % 20,2 % 54,2 % 6 27

* La especificidad se mide utilizando la cohorte de pacientes benignos porque este es el grupo de alto riesgo
que se sometera a vigilancia con una prueba como esta.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar un anticuerpo en una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto
mamifero, comprendiendo el método las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra de prueba con una pluralidad de diferentes cantidades de un antigeno
especifico para dicho anticuerpo;

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno;

(c) trazar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada
cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario a partir de la curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dicho anticuerpo basandose en una combinacion de:

(i) la cantidad de union especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d).

2. Un método para detectar dos o mas anticuerpos en una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de
un sujeto mamifero, comprendiendo el método las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra de prueba con un panel que comprende dos o mas conjuntos de antigenos,
en el que cada uno de dichos antigenos en dicho panel es especifico para al menos uno de dichos dos o mas
anticuerpos;

(b) detectar complejos de dichos antigenos unidos a anticuerpos presentes en dicha muestra de prueba;

(c) para cada antigeno trazar o calcular una curva separada de la cantidad de dicha unién especifica frente a la
cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno utilizada en la etapa (a);

(d) calcular un parametro de la curva secundario para cada curva trazada o calculada en la etapa (c); y

(e) determinar la presencia o ausencia de dichos dos 0 mas anticuerpos basandose en una combinacion de:

(i) la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno determinada en la etapa (b); y
(i) dicho parametro de la curva secundario determinado en la etapa (d),

para cada una de las curvas trazadas o calculadas en la etapa (c).
3. El método de la reivindicacioén 2, en el que:

(a) los dos 0 mas antigenos del panel son antigenos distintos, y en el que el panel comprende opcionalmente dos
0 mas variantes de antigeno de uno o mas de los distintos antigenos; o
(b) los dos 0 mas antigenos del panel son variantes de antigenos.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el parametro de la curva secundario se
selecciona del grupo que consiste en Pendiente, Ordenada en el origen, Area bajo la curva (AUC), PendienteMax o
Constante de disociacion (Kd), y en el que el parametro de la curva secundario se calcula opcionalmente a partir de
una curva de regresion lineal o logaritmica.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el parametro de la curva secundario es la
Asintota maxima, Asintota minima, Pendiente de Hill (o factor de pendiente) o Punto de inflexion de una curva
logistica ajustada o calculada en la etapa (c).

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el antigeno es una proteina o
polipéptido de origen natural, una proteina o polinucleétido recombinante, una proteina o polipéptido sintético,
péptido sintético, peptidomimético, polisacarido o acido nucleico.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el que el anticuerpo es un marcador biolégico de un
estado patoldgico o de una susceptibilidad a una enfermedad.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el anticuerpo es un autoanticuerpo.

9. El método de la reivindicacion 8 en el que el autoanticuerpo es especifico para una proteina marcadora tumoral, y
en el que la proteina marcadora tumoral se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en EGFR, MUCH1, las
proteinas reguladoras de la transduccion de sefales/ ciclo celular Myc, c-myc, L-myc2, p53, ras (o Ras), BRCA1,
BRCA2, APC, CA125, PSA, CEA, CA19.9, NY-ESO-1, PSMA (antigeno de membrana especifico de la prostata),
PSCA (antigeno prostatico de células madre), EpCam ( molécula de adhesion celular epitelial), HER2 (también
conocido como c-erbB2), CAGE, CAGE1, CAGEZ2, citoqueratinas, recoverina, calicreinas, anexinas, a-fetoproteina
(AFP), GRP78, mamoglobina, raf, beta-gonadotropina coridnica humana b-HCG, antigeno 4-5, SOX2, GBU4-5,
MAGE, HuD, HE4, SALL4, alfa enolasa, p62, RalA, ciclina B1, calreticulina R, IMP1, vitronectinas (p.€j., VTN10),
SSX1, TMP21, NPC1L1C, TMOD1, CAMK1, RGS1, PACSIN1, RCV1, MAPKAPKS, CiclinaE2, citoqueratina 8 (CK8),
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18 (CK18), 19 (CK19), 20 (CK20), SCC, proGRP, amiloide A sérico, alfa-1-anti-tripsina, apolipoproteina ClII, timosina
4, HDJ1 y HDGF.

10. El método de la reivindicacién 8, en el que el autoanticuerpo es:

(a) caracteristico de o esta asociado con una enfermedad autoinmunitaria como la artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico (SLE), cirrosis biliar primaria (PBC), tiroiditis autoinmunitaria, tiroiditis de Hashimoto),
gastritis  autoinmunitaria, anemia perniciosa, adrenalitis autoinmunitaria, enfermedad de Addison,
hipoparatiroidismo autoinmunitario, diabetes autoinmunitaria, miastenia grave, trastornos neuroldgicos
paraneoplasicos, tales como el sindrome miasténico de Lambert-Eaton, enfermedad inflamatoria intestinal,
sarcoidosis y hepatitis autoinmunitaria

(b) caracteristico de o esta asociado con enfermedad renal o hepatica que conduce a insuficiencia o fallo de
cualquiera de los érganos.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el anticuerpo se dirige hacia un epitopo
presente en tejido trasplantado en el sujeto mamifero.

12. Uso de un kit para realizar el método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho kit
comprende uno o mas antigenos y un reactivo capaz de detectar complejos de dichos antigenos unidos a
anticuerpos presentes en una muestra de prueba que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero, y en el
que el kit comprende opcionalmente:

(a) dos o mas variantes de antigenos; y/o
(b) medios para poner en contacto dichos uno o mas antigenos con una muestra de fluido corporal.

13. Uso del método de la reivindicacion 9 en:

(a) el diagndstico, prondstico o control del cancer;

(b) la deteccion de cambios tempranos neoplasicos o carcinogénicos tempranos en pacientes asintomaticos;

(c) la deteccion de enfermedad recurrente en un paciente previamente diagnosticado de presentar células
tumorales, que ha sido sometido a tratamiento para reducir el nimero de dichas células tumorales;

(d) la identificacion de aquellos individuos que tienen mayor riesgo de desarrollar cancer, tales como cancer de
pulmon, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer de ovario o carcinoma
hepatocelular, en una poblacion de individuos asintomaticos;

(e) la determinacion del perfil del marcador tumoral de un individuo que padece cancer, en el que dicho perfil del
marcador tumoral se determina opcionalmente secuencialmente en dicho individuo como una indicacién de la
evolucion de la enfermedad:;

(f) la prediccion de la respuesta de un individuo con cancer al tratamiento anticanceroso, tal como reseccion
quirdrgica, terapia hormonal, quimioterapia, radioterapia, terapia anti-factores de crecimiento, inmunoterapia o
vacunacion;

(9) el diagndstico, prondstico o control del cancer;

(h) la seleccion de una poblacion de sujetos humanos asintomaticos para identificar a aquellos sujetos que tienen
un mayor riesgo de desarrollar cancer, en el que las muestras a analizar usando el método son muestras de
fluidos corporales tomadas de los sujetos, y en los que los sujetos que tienen un nivel elevado de
autoanticuerpos y un parametro de la curva secundario alterado, en comparacion con los individuos de control
normales, se identifican como en riesgo de desarrollar cancer;

(i) la deteccion de cambios neoplasicos tempranos o carcinogénicos tempranos en un sujeto humano
asintomatico, en el que la muestra a analizar usando el método es una muestra de fluido corporal tomada del
sujeto, y en la que existe un elevado nivel de autoanticuerpos y un parametro de la curva secundario alterado, en
comparacion con los individuos de control normales, se considera como una indicaciéon de cambio neoplasico
temprano o carcinogénico temprano en el sujeto;

(j) la seleccion de una poblacion de sujetos humanos asintomaticos para identificar a aquellos sujetos que han
desarrollado un cancer, en el que las muestras a analizar usando el método son muestras de fluidos corporales
tomados de los sujetos, y en los que los sujetos que tienen un nivel elevado de autoanticuerpos y un parametro
de la curva secundario alterado, en comparacion con los individuos de control normales, se diagnostican de
cancer;

(k) el analisis de una poblacién de sujetos humanos sintomaticos para identificar a aquellos sujetos que han
desarrollado un cancer, en el que las muestras a analizar usando el método son muestras de fluidos corporales
tomadas de los sujetos, y en el que los sujetos que tienen un nivel elevado de autoanticuerpos y un parametro de
la curva secundario alterado, en comparacion con individuos de control normales, se diagnostican de cancer;

() el control del progreso del cancer u otra enfermedad neoplasica en un paciente, en el que la muestra a
analizar usando el método es una muestra de fluido corporal tomada de un paciente humano, y en el que la
presencia de un nivel elevado de autoanticuerpos y un parametro de la curva secundario alterado, en
comparacién con un control normal, se considera como una indicacién de la presencia de cancer en el paciente;
(m) la deteccién de enfermedad recurrente en un paciente humano diagnosticado previamente de cancer, que ha
sido sometido a un tratamiento anticanceroso para reducir la cantidad de cancer presente, en el que la muestra
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que se analizara usando el método es una muestra de liquido corporal tomada del paciente, y en el que la
presencia de un nivel aumentado de autoanticuerpos en el paciente y un parametro de la curva secundario
alterado, en comparaciéon con un control normal, se considera como una indicaciéon de que la enfermedad ha
reaparecido; o

(n) la evaluacion del pronéstico de cancer, en el que la muestra a analizar usando el método es una muestra de
fluido corporal tomada de un paciente humano, y en el que la presencia de un nivel elevado de autoanticuerpos y
un parametro de la curva secundario alterado, en comparaciéon con un control normal, se considera como una
indicacion del pronéstico del paciente de su cancer.

14. Uso del método de la reivindicacién 7 o la reivindicacion 8 en la deteccion de cancer, preferiblemente cancer de
pulmén, mama, vejiga, colorrectal, prostata, ovario o carcinoma hepatocelular.

15. Uso del método de la reivindicacion 7 o la reivindicacién 8 en el control de la respuesta de un paciente con
cancer humano a un tratamiento anticanceroso, en el que la muestra que se analizara usando el método es una
muestra de fluido corporal tomada del paciente, y en el que un cambio en el nivel de autoanticuerpos y un cambio en
el parametro de la curva secundario después del tratamiento se considera como una indicacién de si el paciente ha
respondido o no al tratamiento, en el que el tratamiento es opcionalmente reseccién quirdrgica, vacunacion, terapia
anti-factores de crecimiento o de la transduccion de sefiales, radioterapia, terapia endocrina, terapia con anticuerpos
humanos o quimioterapia y un cambio en el nivel de autoanticuerpos y un cambio en el parametro de la curva
secundario después del tratamiento se consideran como una indicacién de que el paciente ha respondido
positivamente al tratamiento.

30



eAlnd e] oleq ealdy

uabuio |9

(Wu) BoT uoidenuadu0) ua epeuapiQ
“““““ /KE@.\

ES 2 686 824 T3

9 1\

— Tl 0000
(e n
. (7]
- 0200 ©
o
O
v 3
- ovo0 3
Q
XeojuaIpuad - 0900 3
(]
Q
- 0800 o
ajualpuad o)
oo S
-
3

0z1'0

V| einbiy

31




ES 2 686 824 T3

20L'0=0€92'2=0"'¢e/'} =49 0000 = V¥ o|dwsale 8)ss8 U3
a + {{{gvia/®)}+1)/1a-v)) = (x)4 ‘eInwuo} e opuesn epejsnle BAIND

(IWu) 6077 uoioesUdOUO0H

9 g ¥ £ < b 0
L | 1 1 L ] &
BWIUJW BJOJUISY = V gy 0000
>
. o
0200 a
(pX) uoixajul &p ojund = 9 9
o
: S
- 000 3
Q
. 3
0900 ®
=
(InH ep spusipuad) sjusipuad ep Joed = g M
0800
[<2)
(42
o
L ¢ S
e e e e e 00L0 3
- 0210

g1 eunbig

32



ES 2 686 824 T3

(Wu) ouabiyue ap uoloeIUdIUO)
ma b i

0000

00L'0

0020

00€0

00¥°0
0050
0090

0040

wiu (G9 € eIpaw eloueqiosqy

Z eanbi4

33



ES 2 686 824 T3

olEPUN23S BAIND B| 3p oJjdweled

m@mwm.vuv&o 9&%@,0 n&mmm%o SHONI0  QUGR0
H

nﬁ,ﬂu,% 0 QNHQE0-
i

R 3 3 S B AR AN MY A N S 80

oLePUND3S BAIND B] 9p oJjoweled

SOMT0 m%ww%.o R0 NNHEF0  GHNME0 SN0 DNENO-
k § § 3 H

00t 00'v
.. 00'9 m ~00'9
o-
3
o
E
=
o
e
)
3 o
.00'8 MI. %»K +<00'8
= 300300 2O 00 0 09058 M 07300 o e
3 :
&
2 ox
3 ) S X )mw
lm y mm."ﬁ\
000L & = 0001
&
S S

¢ eunbi4

(NY) ouabpuejodianonue uolun

34



ES 2 686 824 T3

oLIEPUND3S BAIND B] 3p oljoweled

SRS S QBIF0

QU0

) fe™

4]
5]

e g S o

)

00

009

00‘8

00°0L

(Ny) ouabyuejodianonue uolun

0lEPUN23S BAIND B 3P OJjdweled

OIS ki Cered) 0 HOT0-
4 3 ¢ dq 00'%
-00'9
&
) 008
o i 0
& s b
] B £ P
o o L « o Pk
o ®
N X &
& x
@ 000}
o
& N

(Ny) ouabnuesodianonue uolun

35



ES 2 686 824 T3

0lEPUNO3S BAIND €| 3p oJjdweled

S My fEy 83T i 80
b 3 3 i 3

8
[

i

G

o ¥ _ﬂ;
h > X e
D © ¥
S T .
& O & x
& ) L
s &
D
ﬁw X x X

~00't

<009

~00'8

=000}

(NYy) ouabnuejodianonue uolun

OLBPUNDAS BAIND B] 3p oljoweled

wes mﬂwmu B0 frajpongy
5

~00'

X

v
&
o s § &
029 9 5 R 8
{ @ o
5 £ ~
x 2
B o
x W:&A
3
fe
2

2009

~00'8

0001

(Ny) ouabnuejodianonue uolun

36



ES 2 686 824 T3

0lIEPUND3S BAIND €| 3p oJjaweied

SO0 SN0 mmmmmwg.o SO0 g&m%mdo
Iy

0y

w
&
&

Lt el

2

009

~00'8

~00°0}

(Ny) ouabyue/odiananue uoiun

SO0

0lIBPUND3s BAIND B] 3p oJjdweled

QOTISEO TSRO0
i i

SOHO0SE0
u

N0
Lo 007

009

~00'8

~00'0L

(Ny) ouabiue/odiananue uolun

37



ES 2 686 824 T3

0l1epUN23S BAIND €| 9P oJjdweled

woww.m.o HOEY0 wﬂ%.o-

008

»009

+00°0}

¢ eanbi4

olun

(n¥) ouabnuejodianonue u

38



ES 2 686 824 T3

0l1epuUN23s BAIND B| 3p OJjdWweled

00°08 00°09 00°0% 0002 00°0 00°02-

3 3 ¥ by k. i

009

009

002

¢

=008

00 6

* 000}

=00'LL

=~00C)

olun

jue u

(n¥y) ouabnuejodiand

39



ES 2 686 824 T3

00y

oliepun2as BAIND B| 8p oJjaweled

00'c 00'C 00'} 000 00°L-
b3 i § 3 3

o
E

SRRSO - NS ———

X

000

002

00 ¥

%009

13ue/odianoiue uolun

(ny) ouab

40



ES 2 686 824 T3

oLiepuNndas BAIND B| 9p oJjoweled

GO0T') DOD'L OOV G000 DOOYO SO0 GOOTO  20oTO-
_ ¢ W 00'%
S
- 00'9
b
X
R
-00'8
X
-00'04

oun

ue u

1uejodiano

(ny) ouahb

41



ES 2 686 824 T3

3 %
#

SORURNNIRNN. 1 SR ANNORRNORRNORENRA RN

k4
*
73 2
% 7
“ o
o
P z"
w :
%
. &
Py
H
: 4
4
%
i
%
. %
£3
i
% 3 H ¥ ¥ ¥ ¥
o o o
8 S S 8 8 8 1] 1]
o - =] o o ~ © [t}
-~ = b

(Nn¥y) ouabpuejodianonue uoiun

42

20,00 40,00 60,00

0,00

-20,00

Parametro de la curva secundario



ES 2 686 824 T3

oliepuNn2as BAIND B| 8p oJdjaweled

SOINIT0
3

oS
i

QEo aoanseo
i i

§

L2

00t

009

00’8

=000}

00T

00V L

oun

(ny) ouabpue/odianonue u

43



ES 2 686 824 T3

ollepundas eAIND | ap oJdjoweled

RGE JERE ) R0 NS0
3} 3 g

00t

00'9

‘

<008

-00°0}

~00'Ch

13ue/odianonue uolun

(Ny) ouab

olIepund2as BAIND B| 9p oJjdweled

00'9

‘

=008

-00°0} .

«00°C}

G eanbi4

olun

13ue/odianaue u

(ny) ousb

44



ES 2 686 824 T3

olIepuUND3s BAIND B] 3p oJjaweled

00'08 00'09 00'ov G002 00'0 00'02-
: +00'
1009
gy @ 00°2
& w & -
00'8
s e e s i s e e
N .00'6
0001
L 00°LL
40021

n

olu

Bue u

uejodiand

(nYy) ouab

oLIepUND3S BAIND B 9p oJjdweled

00'08 0009 00°0% 00°0 00'0 00°02-
3 H § N oo»m

- 009

¢

+00 2

8

+006

‘

0001

00'LL

L 0021

olun

1juejodiananue u

(nYy) ouab

45



ES 2 686 824 T3

oLIepUNDaS BAIND B| 9p OJjdweled

00'G 00y 00'c 00 00°'L 000
i H § 3

dwne00°0

:00

"00 ¥

-009

13ue/odianonue uolun

(n¥) ouab

00°G

oLIBpUNDaS BAIND B| 9P OJjdweled

00t

¥

00°€

00T

N

00°}

=00'¢C

00 ¥

=009

13uejodianonue uolun

(n¥) ouab

46



olLepUND3S BAIND k| 9p oJjdweled OollepuNJ3s BAIND B 9P oJjdweled

ES 2 686 824 T3

0002‘L 0000k 00090 100090 000¥'0 000Z'0 00000  000Z'0- 0002'L  0000°L 00090 00090 000¥'0 000Z'0 0000'0  000Z'0-
3 3 3 Kl 3 i § 7 3 i 3 i 3 " 3 .
: 00y 007
. &
“
By

009 C <009

3,

O

=

Q

=]

=

°

c

(]

=
d <
»00'8 Q. 008

o

=]

=

Q

o

>

o

By

A

g
- 00°04 . 0001

(N¥) ousb

owun

nue u

nue/odiano

47



ES 2 686 824 T3

oLepuN2as BAIND B 3p oJjaweled

00°09 00'0% 00°0C 000 00°'02-
X i 3 3.

00'v

PP

00'9
h00'8
00'0L

~00'CL

100"V L

n

olu

Bue u

(N¥) ouabnuejodiano

olJepuNnd3s BAIND k| ap oJjdweled
00°09 00'0% 00°0C 000 00°'02-
] i 3 i i

00y

% ‘00'9

008

000k

00k

«00'7}

(ny) ouabnuejodiano|

olun

Bue u

48



ES 2 686 824 T3

G0

oliepuN23s BAINI ] ap oJjoweled

mm.wm‘wm 0

BRONS00

Q&Wwﬁo

DENOEE0-

<
<

00'y

7”009

008

000l

~00'C)

=007}

olun

Jue u

(Nny) ousbnuejodians

olIepuN2as BAIND k] 9p oJjaweled

OGN0 DUOOEC0  BOOBBLO  BNOOSTO  GIOOW0  UOOMOO-
. H 00y
3 ]
i
s
: £
3
X
u «
: 00°9
3
3
i
:

:
X 4
s -00'8
:
{ 8
: ;
H e
] ®
ot o o s 5 0 R
& o 0004
¢ K
NS
&
& 00T}
007}

olun

Bue u

(n¥y) ouabnuejodiano

49



Figura 6

ES 2 686 824 T3

3
% z
P H
% H
b
<
H
H
<
: H
% H
¥
LT T T T TTPPTPRPRARR AR ut P PR e PPere:
>
5
7
4
%
%
%
%
A
%
%
%
2 4
%%
;.
A 4
o o = o o o
o S = =1 =] =
S s} o ] S s}
o o © N~ © [t}
=4

(NYy) ouabiuejodisnonue uolun

50

-1000 -2,000 -3,000
Parametro de la curva secundario

-0,0000

-0,1000



ES 2 686 824 T3

oLiepuNn2as eAIND B| 9p oJjoweled

00520 00020 00510 000L‘0 00500 00000 0050°0-
$ 3 i 3 i 3 3 .

} 000G

=

b

¥

i

"

i

T .

p 0009

3

3

vl

2

&

&

:

: ~ 000°L

:

2

¥

:

: = 0008
= 0006

- 00004

owun

7.

Jue u

51

(ny) ouabnuejodiand



ES 2 686 824 T3

TR TR T T E T F L P T T P E L P A 2 0 P P

8 8

it e KR

7,500 A
6,500

(ny) ouabnuejodiananue uolun

52

A&
k]

0,0100 0,0200 0,0300 0,0400
Parametro de la curva secundario

0,0000

-0,0100



ES 2 686 824 T3

Crrrres A A LRI AT

e e TR S B e R R 0 e i e T e T R o e R e K K

o
b
4
e
<
L] € ¥ k3 ¥
Q [=] o o o o
o o o o o
o (=) o o S (=3
2 © ~ © [te) <

(ny) ouabnuejodienanue uolun

53

0,0000

0,4000 0,6000 0,8000

0,2000

-0,2000

Parametro de la curva secundario



ES 2 686 824 T3

oLIepUN23sS BAIND ] 9p oJdjdweled

00000%°0-  00000€'0- 00000Z°0- 00000L°0-  000000‘0- 00000} 0-
3 3 -

k3 i §

000002Z°0-
H

00S°0-

¢

0000

«

=005 0

=000 L

0051

. eanbiq

(ny) ousb

omn

ue u

nuejodiand

54



ES 2 686 824 T3

olIEPUND3S BAIND B] 9p OJjdweled

0000S0'0  0000%0°0 0000EO'0 000020°0  0000L00 0000000  0000LO‘O-
i k3 3 3 $ § §

} 002'0-
] - :
BT g
‘ -000°0-
- 0020
0070
- 0090

oun

ue u

ljuejodiand

(ny) ouab

55



ES 2 686 824 T3

ollepundas eAIND e 9p oJjsweled

oooooo.r ooooomd. ooooood
H & 3

0000050~

tppersserssesssssssssssssssessasserrey

vasnvnanvvanevial

005 0-

0000

=005 0

f

000 L

00G L

+000°'C

on

nue u

iuejodiand

(Ny) ouab

56



ES 2 686 824 T3

oLlepundas eAIND e| 9p oJjswelded

000002°0- 00000}'0- 000000°0- 0000010 000002'0-
3 § £ 3 3

00% 0-

.

+~00C 0~

¢

0000

<002'0

0070

on

ue u

(ny) ousbiuejodiand

57



ES 2 686 824 T3

oLlepundas eAIND e| 9p oJjsweled

00005°L- 0000010 000050°0 000000°0
§ 3 3

i

&
>
2
E
Fl
k]
2
®
¥
¥
2
i
s
2
E

X

b

¥ s
IS &
a

0050

i

<005 0

000 L

~00G |

=000

(ny) oush

on

nue u

nuejodiand

58



ES 2 686 824 T3

olIEpPUNY3s BAIND B| 9p oJjdweled

0000210 00000}°0 000080°0 000090°0 0000¥0'0 0000Z0'0 000000°0 0000Z0°0-
¥ 5 H $ 3 i

3 3 3 ¥

e 0 K o 1 K G R

,%«.
41

NP RN OO RN S

00c¢ 0-

i

000 0

¢

k- 00C 0

0070

(ny) ousb

on

pue u

1juejodiand

59



ES 2 686 824 T3

0lIEPUND3S BAIND B| 9p OJjdweled

0000510 00000L°0 0000500 000000°0
3 £ 3 : 3 000'L-
X
: ®
B
:
i
: &
H
:
+000'0
~ 000}
= 000'C

un

7

0

jue u

1juejodiand
60

(Ny) ouab



ES 2 686 824 T3

0000%0°'0
3

olIEPUND3S BAIND B] 9p oJjdweled

0000£0‘0 0000200 000010°0 000000°0 000010°0-
H 3 i i

00'z-

oubluag X
ovw_o._gEm_mE._ozm,w

OHD 3
oBIpoy pepaunsug

+ 00°L-

=000

-00'}

et

~00C

g eanbi4

(ao) ouabnue/odiananue uolun

61



ES 2 686 824 T3

olIEPUND3S BAIND B] 9p OJjdweled

0000700 0000€0°0 0000Z0°0 0000L0°0 000000°0 000010°0-
k i i

§

oubluag ¥
opefaisedwa jewioN mw;
OHO mm

ob1po) pepawidjuy

00°L-

000

=00l

-00'C

(o) ouabnuejodianonue uoiun

62



ES 2 686 824 T3

oliepuNn2as BAIND k| 8p oJjaweled

oooomo,o oooomo.o oooo_‘o,o oooooo.o oooo_\o,
N & b i

o

0G'L-

~00'}-

~05'0-

000

oubluag *.
opefasedws jeution |}

OHO ()
oBIpo) pepawuajul

050

~00'L

(ao) ouabnue/odianonue uoiun

63



ES 2 686 824 T3

oLIepundas eAIND e| 9p oJjswelded

0000€0°0 0000Z°0 0000400 0000000 000040°0-
H i § i i 051~

o
3
&
X

=00}~

- 05°0-

=000

il : . e L . L 05'0

oubluag
opelasedwa _mEhozmm
o_._o@

0B1po9 pepawasug

- 00')

64

(ao) ouabnuejodiansnue uolun



ES 2 686 824 T3

ollepundas eAIND k| 9p oJjsweled

oooovorooooomo.ooooomo.ooooos.o oooooo_ooooos.o-
i i X 3 i i

e H00'L-

= 0G'0-

k- 00°0

050

00°)
ouBiuag *
opefasedwsa jewioN MJ

UIO@

oBIpo9 pepawiajuy.

(o) ouabnuejodianonue uolun
65



ES 2 686 824 T3

oLIeEPUND3S BAIND B] 9p OJjdweled

0000%0°0 0000€0°0 000020°0 0000100 000000°0 0000L0°0-
3 3 H i 3

.~ 001~

e
. 00°0
=00}
oubluag X
opelasedws [ewloN M,Mw - 00'C

OHOY
ob1poo pepawisjuy

e e e S et e e e e e e o

—

(go) ouabyuejodianonue uolun
66



ES 2 686 824 T3

oliepuN2as BAIND k| 9p oJjawieled

000090°0 0000%0°0 000020'0 000000°0 000020°0-
i i i i i 00°'L-
- 000
2
3
3
H ;
m 00 |
H
3
002
oubiuag ¥,
opefasedwa [ewIoN ™ .
o_._om,w G0E
0BIpo) pepawajul

(go) ouabnue/odianonue uoiun

67



ES 2 686 824 T3

ollepundads eAIND k| 9p oJjdweled

0000900 0000%0°0 000020°0 000000'0 000020°0-
3 i £ k E| O
00°'L
=000
c
3.
O
=]
)
=
=
00 m
@
-t
o
o
L
Q
=
=3
Q
9]
>
-o0z 2
(@]
L=/
oubluag ¥
opelasedwa jewlioN s,w .
o_._oww e
o
oBIpo) pepawjuy :
R nq

68



ES 2 686 824 T3

0000S0°'0  0000%0°0  0000€0'0  0000Z0°0
1 3 4 k

OLIEPUND3S BAIND B] 9p OJjdweled

0000100

3

0000000

00001400~
050~

oubluag X
opefasedws jewioN Méw
o_._om“w

ob1poo pepawsjul

E
x
¥
X
¥

=000

=050

~00'L

0S|

~00C

05'C

(ao) ouabnuejodianonue uolun

69



ES 2 686 824 T3

oubluag X
opefasedws [ewioN m,a?
OIO.Q

0BIpoy pepaunsug

0000500 0000¥0°0
H H

oliepuUN2as BAIND k| 8p oJjaweled

0000£0°'0 0000200 0000L0'0  000000‘0
H k i 1

000040°0-
i

00°L~

%

T e e

000

= 00'L

00T

(ao) ouabnue/odianonue uoiun

70



ES 2 686 824 T3

ollepundas eAIND k| 3p oJjsweled

0005200 0000200 000SL0°0  0000LO'0  000S00'0 0000000 000S00'0-

i 3 i i i 00°L-

oubluag ¥
opelasedwa [ewioN m; ;
OHD

oBIpo) pepawiajuy .

- 050~

- 000

05°0-

=00'L

(ao) ouabnue/odianonue uoiun

71



ES 2 686 824 T3

0BIpog~pepawiajug

OLIEPUND3S BAIND B] 9p OJjdweled

000520'0  000020°0  000SLO'0  0000L0'0  000S00'0 0000000  000S00‘0-

3 £ £y 3 £

00°L-

05°0-

~00

¢

<050

~00'L

(o) ouabnuejodianoniue uoiun

72



ES 2 686 824 T3

0000040 0000800 000090°0 000070°0
3 § § i

oLIEPUND3S BAIND B] 9p oJjdweled

000020°0
13

000000'0  000020°0-

H

¢

oubluag
opefosedws [euoN{ !
OHO{)

oB1po) pepauaju]

s 3
ey O

000°L-

- 005°0-

+000'0

+ 0050

000}

o £y ,
Mo

R e s

g}

+-00S'L

6 eanbi4

(ao) ouabyuejodianonue uolun

73



ES 2 686 824 T3

oubluag X
opelasedwa _NE‘_oszw
OHO{

0BIpo) pepauwajul

oliepun2as BAIND B| 9p oJjoweled

0000010 000080'0 000090°0 0000¥0‘0 000020°0  000000°0  0000Z‘0-
1y R § k 3 i I 000°L-

000"

c

4

O

=)

0000 o

>

=

[2]

c

[

=

©

o

0 8

- 0050 9

=3

«Q

o

3

o

)

- 000t O
005°L

I

74



ES 2 686 824 T3

01IEPUND3S BAIND B| 9p oJjdweled

000G'L 0000°L 00050~ 00000 00065°0-
§ | § N £ 000°L-
&
0000
- 000}
-000'C
oubluag X
opefasedwa _mE._oniw 000
OHO{ Y
ob1po) pepawidjuy

(go) ouabnuejodianoniue uoiun
75



ES 2 686 824 T3

ollepundas eAINID ] ap oJjawieled
00000

ooomh_\ oooo__. ooom,o
& i §

]

0005°0-
kS

000°}L-

oubluag
opelasedwa _mE._ozmzm

U_._Uﬁw

ob1poy pepawiajuy

o

o

~ 0000

= 000}

- 000

~000'€

(go) ouabnue/odiananue uoiun

76



ES 2 686 824 T3

ouepUN23s BAIND B| 3p oJdjaweled

000090°0 0000%0'0 0000200 0000000
§ § i H 000°L-
0000
L 000}
oubiuag *
opefasedwa _mE._ozﬂmu ..000'
OHI()
oBIpo) pepawusjul

(ao) ouabnuejodiansnue uolun

77



ES 2 686 824 T3

oliepuUN2as BAIND k| 8p oJjaweled

000090'0 0000%0°0 000020'0 0000000
H i

£ & 000°L-

u

-000'0

000°L
ouBluag %
opelasedwa _«.Ehozmﬂw 0002
OHO{}

0BIpon pepawIsul

78

(ao) ouabnuejodianonue uoiun



ES 2 686 824 T3

00070
i

00020
i

oliepuUN2as BAIND k| 8p oJjaweled

00000
i

00020~

oubluag X
opefasedwa _uE._ozmu
OHO{}

0b61poD pepawisjuy

%
X

000°L-

0050~

0000

0050

5

000}

(ago) ouabnuejodianoniue uoiun

79



ES 2 686 824 T3

oLlepundas eAIND e]| 9p oJjsweled

000%'0 0002'0 00000 000Z'0-
i b i ¥ 000'L-
0050~
0000
- 0050
ouBluag X
opelasedwa jewlioN M; . 000}
OHO{}
o61poo pepaunguzy

(ao) ouabnuejodianonue uolun
80



ES 2 686 824 T3

00020
i

oliepuUN2as BAIND k| 8p oJjaweled

00010
H

0000°0
8

00010~
L

0002°0-
1

000€°0-
: 009°0-

oubluag
o.um_o._man_mE._on,

OHO{ )
0B1po9 pepauiajug:

R KK R R

~00%'0"

- 002'0-

+-000'0

0020

+007'0

(o) ouabnuejodianonue uolun

81



olIEPUND3S BAIND B| 9p OJjdweled
0002'0 00010 00000 000L'0- 0002'0- 000€'0-

ES 2 686 824 T3

oubluag
opefasedwa [ewioN msw
OHO{ Y

ob1poo pepawisjuy

3 13 1 3 1

+ 00G'0-

~ 0520

0000

0S¢0

0050

- 0G0

0001

(o) ouabnuejodianonue uolun

82



ES 2 686 824 T3

oLIepundas eAIND e| 9p oJjdwelded

00052 0000 0005‘} 0000°L 00050 00000
3 |

3 L 3 3

00050~
1

oubluag
opefasedwsa jeutioN]
OHO(}

0BIPOD PepauLduT.

X

005°0-

0000

0050

000°L

~005'L

-000'C

005 'C

(ao) ouaB;;ue/odJano!;ue'uggun

83



ES 2 686 824 T3

oubluag X
opefasedws |ewioN MH,

OHO{ )
0BIpoy~pepaunsug

00052
H

00002
§

oLIEPUND3S BAIND B| 9p oJjdweled

000S'L 0000°L 00050 00000
i :

H 3

]

00050~
H

CdksssashL Ll R GG GakE

A
X
3
3
]
x
¥
3
¥
2
x
3
3
X
2
¥
3
3
¥
Nz
X
3
3
N

000°L-

~ 0000

- 000'L

000C

(ao) ouaﬁ;;ue/od.lanonue'uggun

g

84



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

