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DESCRIPCION
Métodos de inmunoensayo mejorados
Campo de la invencién

La invencion se refiere en general al campo de los ensayos de diagndstico o prondstico y, en particular, se refiere a
la optimizaciéon de ensayos para la detecciéon de anticuerpos en una muestra que comprende fluido corporal de
paciente, en los que dichos anticuerpos se usan como marcadores biolégicos de una susceptibilidad a patologia o
enfermedad.

Antecedentes de la invencion

Muchos ensayos de diagnostico, prondstico y/o control dependen de la deteccion de un marcador biolégico de una
susceptibilidad a patologia o enfermedad particular. Dichos marcadores biolégicos son comunmente proteinas o
polipéptidos que son caracteristicos de una enfermedad particular o estan asociados con la susceptibilidad a
enfermedad.

En los ultimos afios se ha hecho evidente que los anticuerpos, y en particular los autoanticuerpos, también pueden
servir como marcadores bioldgicos de enfermedad o susceptibilidad a enfermedad. Los autoanticuerpos son
anticuerpos de origen natural dirigidos contra un antigeno que el sistema inmune de un individuo reconoce como
extrafio 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 marcadora 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 patolégico pueden conducir, en algunos casos, a que la proteina alterada se reconozca por el sistema
inmune de un individuo como "no propia" y de este modo genere una respuesta inmune en ese individuo. Esta
puede ser una respuesta inmune humoral (es decir, mediada por células B) que conduzca a la produccion de
autoanticuerpos inmunoldgicamente especificos para la proteina alterada.

El documento WO 99/58978 describe métodos para su uso en la detecciéon/diagndstico del cancer que estan
basados en la evaluacion de la respuesta inmune 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 separada, y detectar la formacion de complejos de los antigenos marcadores tumorales unidos a
autoanticuerpos circulantes inmunolégicamente especificos para las proteinas marcadoras tumorales. La presencia
de dichos autoanticuerpos circulantes se toma como un indicio de la presencia de cancer.

Rasmussen et al., (Journal of immunological methods, vol. 127, n°® 1 paginas 139 a 145, 1990) describe un ELISA
dirigido contra una Unica concentraciéon de un antigeno autdlogo. Mas especificamente, se refiere a un ELISA para la
deteccién de anticuerpos citoplasmaticos anti-neutrofilos.

Los ensayos que miden la respuesta inmune del individuo respecto a la presencia de proteina marcadora tumoral en
términos de la produccion de autoanticuerpos proporcionan una alternativa a la mediciéon o deteccién directa de
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 inmune, es probable
que puedan generarse autoanticuerpos por una cantidad muy pequefia de proteina marcadora tumoral circulante vy,
por consiguiente, los métodos indirectos que dependen de la deteccién de la respuesta inmune contra marcadores
tumorales seran mas sensibles que los métodos para la medicidon directa de marcadores tumorales en fluidos
corporales. Por lo tanto, los métodos de ensayo basados en la deteccion de autoanticuerpos pueden ser de un valor
particular pronto en el proceso patoldgico, y posiblemente también en relacion con la exploracion de pacientes
asintomaticos, por ejemplo en la exploracién 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 poblacion de individuos asintomaticos. Ademas, el método basado en la deteccién de autoanticuerpos
puede ser de un valor particular pronto en el proceso patoldgico, 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 deteccion temprana de una enfermedad recurrente. Los métodos de ensayo también
pueden ser de valor en terapias de seleccién o control para una enfermedad.

Los anticuerpos y autoanticuerpos también pueden servir como marcadores bioldgicos 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 autoinmune (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto), gastritis
autoinmune (por ejemplo, anemia perniciosa), adrenalitis autoinmune (por ejemplo, enfermedad de Addison),
hipoparatiroidismo autoinmune, diabetes autoinmune (por ejemplo, diabetes Tipo 1), miastenia grave.
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Los presentes inventores han reconocido que cuando se usan de modo diagndstico o pronéstico ensayos basados
en la deteccién de anticuerpos para evaluar la patologia, la progresion de la enfermedad o la susceptibilidad a
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 explorar, 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 anticuerpo. De forma
similar, existe la dificultad de puntuar resultados positivos verdaderos, ya que la variacién en las cantidades
absolutas de anticuerpo de un individuo a otro significa que es dificil establecer un umbral para un resultado de
ensayo positivo que sea apropiado para todos los individuos dentro de la poblacién explorada.

Los presentes inventores han determinado ahora que el rendimiento y, mas especificamente, la utilidad y fiabilidad
clinica de ensayos basados en la deteccion de anticuerpos, particularmente autoanticuerpos, como marcadores
biolégicos de enfermedad pueden mejorarse espectacularmente por inclusién de una etapa de titulacién de
antigeno. Por ensayo de la muestra sospechosa de contener anticuerpos contra una serie de cantidades diferentes
de antigeno y construccion de una curva de titulacion es posible identificar de forma fiable resultados de exploraciéon
positivos verdaderos, independientemente de la cantidad absoluta de anticuerpo presente en la muestra. Una
estrategia de este tipo es contraria a métodos de la técnica anterior que titulan antigeno simplemente para construir
una curva de calibracion para permitir la identificacién de la concentracion de antigeno mas apropiada para usar
para detectar anticuerpos en muestras de pacientes reales. En estos métodos sélo se propone una medicion de un
unico punto para el diagnodstico 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 incidencia de falsos positivos y falsos
negativos que se analiza. Los presentes inventores han descubierto que el método de titulacién de antigeno de la
invencion analizado en la presente memoria tiene mayor especificidad y sensibilidad que medir la reactividad de
autoanticuerpos a una unica concentracion de antigeno, o0 métodos en los que se titula la muestra de suero mas que
el antigeno.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona un método de deteccion de un anticuerpo en una muestra de ensayo que comprende un
fluido corporal de un sujeto mamifero, en el que dicho anticuerpo esta dirigido contra una sustancia extrafa
introducida en dicho sujeto mamifero, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con una pluralidad de cantidades diferentes de un antigeno
especifico para dicho anticuerpo,

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno a cada concentraciéon de
antigeno diferente usada, y

(c) representar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada cantidad de antigeno usada en la etapa (a), en el que la presencia en la muestra de ensayo de
anticuerpo reactivo con el antigeno usado en el ensayo esta indicada por una curva generalmente sigmoidea o
en forma de S.

En todos los aspectos de la invencién el sujeto mamifero es preferentemente un ser humano.

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

Una caracteristica particular de la invencién en todos sus aspectos es que el criterio para determinar si el anticuerpo
pertinente esta o no esta presente en la muestra de ensayo se basa en la cantidad de unién especifica observada a
cada concentracion de antigeno diferente ensayada, en otras palabras, los valores colectivos, mas que en sélo una
lectura a una unica concentraciéon. Por lo tanto, la determinacién de la presencia o ausencia de susceptibilidad a
patologia o enfermedad, o de anticuerpos contra una sustancia extrafia en una muestra de paciente puede
deducirse basandose directamente en estos valores colectivos.

Preferentemente, el juicio se realiza basandose en la proyeccién de una curva generalmente sigmoidea o en forma
de S cuando se representa la cantidad de unién especifica frente a la cantidad de antigeno. Como sera evidente a
partir de los Ejemplos en la presente memoria, los inventores han observado que los métodos de titulacion de
antigeno de la invencién tienen mayor especificidad y sensibilidad que los métodos de diagnostico o deteccion
basados en una Unica lectura, y reducen la incidencia de la determinacion de falsos positivos y falsos negativos.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: Medicién de autoanticuerpos en suero usando una curva de titulacion de antigeno. El suero de un

paciente con cancer 17766(C) se une fuertemente al antigeno de ensayo con una curva sigmoidea
caracteristica (—" —), pero no se une al control negativo, VOL (-m-). En comparacién, el suero de un individuo
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normal, 18052(N) no se une al antigeno de ensayo (-D-) o al control negativo (—<—).

Figura 2: Comparacion de los niveles de autoanticuerpo p53 en individuos normales y pacientes con cancer de
mama primario (PBC) segun se miden usando el ensayo de ftitulacion de antigeno. Los niveles de
autoanticuerpo se expresan como la DOgso debida a la unién al antigeno de ensayo (p53) menos la debida a la
union al control negativo. El punto de corte normal (-----) se calculé como la media mas 2 desviaciones tipicas
de la poblacion normal.

La Figura 3 muestra una comparacion de los niveles de autoanticuerpos de p53 y NY-ESO en individuos
normales y pacientes con cancer pulmonar, segun se miden usando el ensayo de titulacion de antigeno. Los
niveles de autoanticuerpos se expresan como la DOgso debida a la unién al antigeno de ensayo (p53 o NY-ESO)
menos la debida a la unién al control negativo. Los puntos de corte normales (-----) se calcularon como la media
mas 2 desviaciones tipicas de la poblacién normal.

La Figura 4 muestra una curva de titulacién para la deteccién de autoanticuerpos contra p53 y NY-ESO en una
muestra de liquido ascitico tomada de un paciente con cancer de mama. Este paciente se ensayd pero se
descubrié que no producia autoanticuerpos contra c-myc.

La Figura 5 muestra una curva de titulacion para la deteccion de autoanticuerpos contra BRCA1, BRCA2 y
HER2 en una muestra de suero de un paciente con cancer de mama (carcinoma ductal in situ).

La Figura 6 muestra una curva de titulacion para la deteccién de autoanticuerpos contra NY-ESO en una
muestra de suero de un paciente con cancer pulmonar. Este paciente se ensay6 pero se descubridé que no
producia autoanticuerpos contra p53 o c-myc.

La Figura 7 muestra una curva de titulacién para la deteccion de autoanticuerpos contra NY-ESO y p53 en una
muestra de suero de un paciente con cancer pulmonar. Este paciente se ensay6 pero se descubrid que no
producia autoanticuerpos contra c-myc.

Las Figuras 8(a) y 8(b) ilustran los resultados en dos ensayos de titulacion independientes para autoanticuerpos
contra p53, c-myc y NY-ESO-1 en muestras de suero de un sujeto "normal" (es decir, un individuo sin pruebas
de cancer).

Las Figuras 9(a) y 9(b) muestran los resultados de dos ensayos de titulacion independientes llevados a cabo en
muestras de suero de un solo paciente con cancer de mama invasivo usando una variedad de antigenos
diferentes.

Las Figuras 10(a) y 10(b) ilustran los resultados de ensayos de titulacion en los que se ensayaron muestras de
suero de un sujeto humano clinicamente normal para determinar la presencia de autoanticuerpos usando
antigenos biotinilados BRCA2, HER2, c-myc y NY-ESO-1, BRCA1 no biotinilado y productos de expresion de
control del vector "vacio" VOL, que codifica la etiqueta de biotina pero ninguin antigeno adicional.

La Figura 11 ilustra los resultados de andlisis de autoanticuerpos de un paciente con cancer de mama primario
usando el ensayo de titulacién de antigeno de la invencién con respecto a los antigenos p53, c-myc y NY-ESO-
1y los productos de expresion de control del vector "vacio" VOL.

La Figura 12 ilustra los resultados de una repeticion del ensayo mostrado en la Figura 11 pero con suero de un
individuo normal.

La Figura 13 ilustra resultados adicionales obtenidos usando el ensayo de titulacion de antigeno de la invencion
en un paciente con cancer de mama primario pero que también muestra una respuesta de anticuerpos contra
biotina.

La Figura 14 ilustra los resultados de la comparacion experimental en muestras normales entre un ensayo de
deteccién de autoanticuerpos cuando se titula el antigeno de acuerdo con la invencion y un ensayo de deteccion
de autoanticuerpos en el que la cantidad de antigeno permanece constante pero se titula el suero.

La Figura 15 ilustra los resultados de una comparacion experimental en una muestra de un paciente con cancer
de mama primario entre un ensayo de deteccion de autoanticuerpos cuando se titula el antigeno de acuerdo con
la invencion y un ensayo de deteccion de autoanticuerpos cuando la cantidad de antigeno permanece constante
pero se titula el suero.

Descripcion detallada de la invencién

La invencidon en general proporciona un método de inmunoensayo para detectar un anticuerpo que sirva como
marcador bioldgico para una susceptibilidad a patologia o enfermedad, caracterizado por que una muestra a ensayar
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para determinar la presencia del anticuerpo se ensaya para determinar la uniéon especifica frente a diferentes
cantidades de antigeno especifico por el anticuerpo, y una curva de titulacién producida por la unién de
antigeno/anticuerpo frente a la cantidad de antigeno ensayada.

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
inmunolodgica particular requieren en general el uso de un reactivo (antigeno) que presente una reactividad
inmunoldgica especifica con el anticuerpo bajo ensayo. Dependiendo del formato de ensayo, este antigeno puede
inmovilizarse en un soporte solido. 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 invencion 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 este contexto, el término "antigeno" se refiere a 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
complementariedad de dicho anticuerpo. El antigeno sera tipicamente una macromolécula biolégica de origen
natural o sintético tal como, por ejemplo, una proteina o péptido, un polisacarido o un &cido 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 invencién, 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 disponible para la uniéon se
correlaciona directamente con la cantidad de moléculas de antigeno presentes. Sin embargo, en otras realizaciones,
tales como ciertos sistemas de ensayo en fase soélida, 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 titulacién puede considerarse que se refieren a diferentes
cantidades del determinante antigénico o epitopo.

La cantidad relativa o absoluta de unién especifica entre anticuerpo y antigeno se determina para cada cantidad
diferente de antigeno (determinante antigénico o epitopo) usada y se usa para representar o calcular una curva de la
cantidad (relativa o absoluta) de unién especifica frente a la cantidad de antigeno para cada cantidad de antigeno
ensayada. Se ilustran resultados tipicos, a modo de ejemplo solamente, en las Figuras adjuntas para la deteccién de
varios anticuerpos diferentes. La presencia en la muestra de ensayo de anticuerpo reactivo con el antigeno usado en
el ensayo se determina basandose en la cantidad de unién especifica observada a cada cantidad de antigeno y
generalmente esta indicada por una curva generalmente sigmoidea o en forma de S. Las cantidades absolutas de
union especifica entre anticuerpo y antigeno generalmente no son materiales, a menos que se desee producir una
medicion cuantitativa. Para una determinacion simple de tipo si/no de la presencia o ausencia de anticuerpos es
suficiente que se produzca solamente una curva de la forma correcta. Si no hay variaciéon en la unién detectable a lo
largo de las diferentes cantidades de antigeno ensayadas, entonces esto puede puntuarse como una ausencia de
una cantidad detectable del anticuerpo. En realizaciones preferidas de la invencion, el método no es cuantitativo. Por
lo tanto, puede proporcionar una determinacion de tipo si/no de la presencia o ausencia de anticuerpo usando una
relacion proporcional sin dimensiones que sea independiente de las intensidades de sefal.

Puede obtenerse una medida de la cantidad de anticuerpo presente en una muestra particular, si se desea, a partir
de los resultados de ensayos de titulacion de antigeno.

El método de la invencion es ventajoso para su uso en ensayos clinicos de diagnéstico, prondstico, predictivos y/o
de control, en los que las cantidades absolutas de anticuerpo diana presentes pueden variar enormemente de un
paciente a otro. Los inventores han observado que si dichos ensayos estan basados en la deteccidon de union de
anticuerpo usando una sola cantidad/concentraciéon de antigeno de ensayo, pueden pasarse por alto muestras de
pacientes que contengan una cantidad de anticuerpo que esté en el extremo mas bajo o mas alto del intervalo
fisiolégico normal de la cantidad de anticuerpo en la poblacién debido a limitaciones de la metodologia de ensayo;
las muestras con una baja cantidad de anticuerpo pueden puntuarse como resultados falsos negativos, mientras que
aquellas con niveles muy elevados de anticuerpo pueden estar fuera de la escala para una deteccién con precision
dentro de la metodologia de ensayo seleccionada.
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El método de ensayo de titulacién de la invencién también es particularmente adecuado para la deteccion de
anticuerpos/autoanticuerpos como marcadores biolégicos de patologia o susceptibilidad cuando existe una variacién
de un paciente a otro considerable en la especificidad y afinidad de los anticuerpos/autoanticuerpos por el antigeno
diana. Las respuestas de autoanticuerpos por su propia naturaleza pueden variar significativamente de un paciente a
otro, produciéndose la variacion tanto en las cantidades absolutas de autoanticuerpo presente como en la
especificidad/afinidad de los autoanticuerpos. El método de la invencién puede tener en cuenta esta variacién de un
paciente a otro, permitiendo de este modo que se desarrolle un formato de ensayo convencional para cualquier
anticuerpo/autoanticuerpo dado.

Las interacciones entre los autoanticuerpos y sus antigenos diana son generalmente de baja afinidad, pero la fuerza
de unién puede variar de un paciente a otro, como se ha resumido anteriormente. El método de la invencion esta
particularmente adaptado para la deteccién de una unién de baja afinidad, ya que puede inferirse un resultado
positivo a partir de la forma de la curva de titulacion.

El método de la invencién también proporciona una defensa frente a variaciones de un dia a otro en el rendimiento
de los inmunoensayos usados para la deteccién de autoanticuerpos/anticuerpos con fines de diagndstico, prondstico
y/o control (patologia o terapia). Con frecuencia se observa que puede existir una variacion considerable de un dia a
otro en la intensidad de la sefal cuando se llevan a cabo inmunoensayos para la deteccion de anticuerpos en
muestras que comprenden fluidos corporales de pacientes. Dicha variaciéon puede surgir, por ejemplo, debido a
diferencias en la forma en que se obtienen y se almacenan las muestras antes del ensayo. Dichos factores hacen
dificil puntuar los resultados de ensayos clinicos con seguridad, por ejemplo, basandose en un simple valor umbral
de la unién de antigeno/anticuerpo. La presente invencion minimiza los efectos de dicha variacién de un dia a otro
puesto que un resultado positivo para la presencia de anticuerpo es claramente evidente a partir de la forma de la
curva de titulacion, independientemente de la intensidad de la sefial.

Son todavia ventajas adicionales del método de la invenciéon el que permita la dilucién de la muestra de paciente, y
aun asi produce resultados coherentes, y también que generalmente producira el mismo resultado de exploracion
cualitativo (positivo/negativo) usando fluidos corporales de diferentes fuentes en un individuo (por ejemplo, sangre o
suero frente a liquido ascitico o efusién pleural), aun cuando la concentracién absoluta de anticuerpos pueda ser
diferente en los diferentes fluidos.

El método de la invencién puede llevarse a cabo en cualquier formato adecuado que permita el contacto entre una
muestra sospechosa de contener el anticuerpo y multiples cantidades diferentes de un antigeno. Convenientemente,
el contacto entre la muestra y las diferentes cantidades del antigeno puede tener lugar en camaras de reaccién
separadas pero paralelas tales como los pocillos de una placa de microtitulacién. Pueden revestirse cantidades
variables del antigeno sobre los pocillos de la placa de microtitulacion por preparacion de diluciones en serie de una
reserva de antigeno a lo largo de los pocillos de la placa de microtitulacion. La reserva de antigeno puede ser de
concentracion conocida o desconocida. Después pueden anadirse a los pocillos de la placa alicuotas de la muestra
de ensayo, manteniéndose el volumen y la dilucion de la muestra de ensayo constantes en cada pocillo. Las
cantidades absolutas de antigeno afiadido a los pocillos de la placa de microtitulacién pueden variar dependiendo de
factores tales como la naturaleza del anticuerpo diana, la naturaleza de la muestra bajo ensayo, la dilucién de la
muestra de ensayo, etc., como se apreciara por los expertos en la materia. Generalmente, las cantidades de
antigeno y la diluciéon de la muestra de ensayo se seleccionaran para producir un intervalo de intensidad de sefial
que se incluya dentro del intervalo de deteccién aceptable de la lectura seleccionada para la deteccién de la union
de antigeno/anticuerpo en el método. Se proporcionan en los ejemplos adjuntos cantidades y diluciones tipicas para
el ensayo de muestras de suero humano sospechosas de contener autoanticuerpos anti-marcadores tumorales.
Convenientemente, las cantidades de antigeno ensayadas pueden variar en el intervalo de 0,01 ng/ml a 10 ng/ml.

Como se ha mencionado anteriormente, también es posible construir una curva de titulacion partiendo de una sola
reserva de antigeno aun cuando se desconoce la concentracion absoluta de antigeno en la reserva. Con tal de que
se use una misma solucion madre Unica y se diluya en serie de la misma forma, es posible comparar los resultados
de ensayos de titulacion separados para este procesamiento de antigeno en diferentes muestras de ensayo de
partida.

En una realizacién adicional pueden inmovilizarse diferentes cantidades del antigeno (determinantes antigénicos o
epitopos) en localizaciones o sitios de reacciéon separados en un soporte solido. Todo el soporte puede ponerse
después en contacto con la muestra de ensayo y la unién de anticuerpo a antigeno detectarse o medirse por
separado en cada una de las localizaciones o sitios de reaccion separados. El soporte sdlido adecuado también
incluye micromatrices, por ejemplo matrices en las que sitios o puntos separados en la matriz comprenden diferentes
cantidades del antigeno. Pueden prepararse micromatrices por inmovilizaciéon de diferentes cantidades de un
antigeno particular en sitios de reaccion resolubles separados en la matriz. En otras realizaciones, la cantidad real
de moléculas de antigeno inmovilizadas puede mantenerse sustancialmente constante, pero variarse el tamafio de
los sitios o puntos en la matriz para alterar la cantidad de epitopo de union disponible, proporcionando una serie de
titulacion de sitios o puntos con diferentes cantidades de epitopo de unién disponible. En dichas realizaciones, la
concentracién superficial bidimensional del epitopo o epitopos de unién en el antigeno es importante para preparar
la serie de titulaciéon, mas que la cantidad absoluta de antigeno. Se conocen en general en la técnica procedimientos
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para la preparacion e interrogacion de micromatrices de proteina/péptido.

Se entendera a partir de la discusion anterior que en todas las realizaciones de la invencion pueden conseguirse
variaciones en la cantidad de antigeno cambiando la densidad de antigeno o epitopo frente a la que se ensaya la
muestra, o manteniendo la densidad de antigeno o epitopo pero aumentando el area superficial sobre la que se
inmoviliza antigeno, o ambas.

Pueden usarse micromatrices para realizar multiples ensayos para anticuerpos de diferente especificidad en una
sola muestra en paralelo. Esto puede realizarse usando matrices que comprenden multiples conjuntos de diferentes
antigenos, comprendiendo cada conjunto un antigeno particular en cantidades o concentraciones multiples
diferentes. La expresion "antigenos diferentes” incluye antigenos derivados de diferentes proteinas o polipéptidos
(tales como antigenos derivados de proteinas no relacionadas codificadas por diferentes genes) y también antigenos
que proceden de diferentes epitopos peptidicos de una sola proteina o polipéptido. Una micromatriz dada puede
incluir exclusivamente conjuntos de antigenos diferentes derivados de proteinas o polipéptidos diferentes, o
exclusivamente conjuntos de diferentes antigenos derivados de epitopos peptidicos diferentes de una sola proteina
o polipéptido, o una mezcla de los dos en cualquier proporcién. Deberia sefialarse que cada conjunto de diferentes
cantidades o concentraciones de antigeno individual en cualquier realizacién de la invencion comprendera
generalmente un solo antigeno y no mezclas de los mismos.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "fluido corporal”, cuando se refiere al material a ensayar para
determinar la presencia de anticuerpos usando el método de la invencion, incluye, entre otros plasma, suero, sangre
completa, orina, sudor, linfa, heces, liquido cefalorraquideo, liquido ascitico; efusion pleural, liquido seminal, esputo,
aspirado de pezoén, seroma posoperatorio o liquido de drenaje de heridas. Como se ha mencionado anteriormente,
los métodos de la invencién se llevan a cabo preferentemente in vitro en una muestra de ensayo que comprende
fluido corporal extraido del sujeto de ensayo. El tipo de fluido corporal usado puede variar dependiendo de la
identidad del anticuerpo a ensayar y de la situacion clinica en que se use 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.

El término "antigeno" se usa en la presente memoria en un sentido amplio para referirse a cualquier sustancia que
presente una reactividad inmunolégica 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, peptidomiméticos, etc., también polisacaridos y acidos nucleicos. En concreto, cuando en la
presente memoria se usa el término "antigeno" se pretende incluir cualquier agente de captura, ya sea de origen
humano, de origen de mamifero o de otro modo, capaz de una interaccién inmunoldgica especifica con las regiones
variables o determinantes de complementariedad del anticuerpo a detectar. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
idiotipicos pueden considerarse un antigeno para este fin, asi como los antigenos generados por presentacion en
fago.

Ciertos antigenos pueden comprender o proceder de proteinas o polipéptidos aislados de fuentes naturales,
incluyendo, pero sin limitacion, proteinas o polipéptidos aislados de tejidos o fluidos corporales de pacientes. En
dichas realizaciones, el antigeno puede comprender sustancialmente toda la proteina de origen natural; es decir,
una 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 antigeno en el método de la invencion cualquier "fragmento” de
este tipo debe conservar la reactividad inmunolégica con los anticuerpos para el ensayo de los cuales se usara.
Podrian prepararse fragmentos adecuados, por ejemplo, por escision quimica o enzimatica de la proteina aislada.

Dependiendo de la naturaleza exacta del ensayo en que se usara, el antigeno puede comprender una proteina de
origen natural, o fragmento de la misma, unida a una o mas moléculas adicionales que confieran alguna
caracteristica deseable no presente de forma natural en la proteina. Por ejemplo, la proteina o fragmento puede
conjugarse con un marcador de revelado, tal como por ejemplo un marcador fluorescente, marcador coloreado,
marcador luminiscente, radiomarcador o metal pesado, tal como oro coloidal. En otras realizaciones, la proteina o
fragmento puede expresarse como una proteina de fusién. A modo de ejemplo, las proteinas de fusiéon pueden
incluir un péptido etiqueta en el extremo N- o C-terminal para contribuir a la purificacién del antigeno expresado de
forma recombinante.

Dependiendo del formato del ensayo en el que se va a usar, el antigeno puede inmovilizarse en un soporte sélido tal
como, por ejemplo, los pocillos de una placa de microtitulacion, perlas de micromatriz o microplacas o perlas
magnéticas. La inmovilizacion puede efectuarse mediante adsorcion no covalente o unién covalente.

Puede usarse cualquier medio de union adecuado con tal de que éste no afecte desfavorablemente a la capacidad
del antigeno para reaccionar inmunolégicamente con el anticuerpo diana en un grado significativo.

La invencién no esta limitada a ensayos en fase sélida, sino que también incluye ensayos que, en su totalidad o en
parte, se llevan a cabo en fase liquida, por ejemplo, ensayos de perlas en fase de solucion.
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En una realizacion, los antigenos pueden marcarse con un ligando que facilitaria la inmovilizacion, tal como biotina.
Después, el antigeno puede diluirse hasta un intervalo de titulacion adecuado y después permitirse que reaccione
con autoanticuerpos en muestras de pacientes en solucion. Los inmunocomplejos resultantes pueden inmovilizarse
después sobre un soporte sélido mediante una interaccién de ligando-receptor (por ejemplo, biotina-estreptavidina) y
el resto del ensayo realizarse como se describe a continuacion.

Para facilitar la produccion de antigenos biotinilados para su uso en los métodos de ensayo de la invencion, ADNc
que codifican un antigeno de longitud completa, una versién truncada del mismo o un fragmento antigénico del
mismo pueden expresarse como una proteina de fusidon marcada con una etiqueta proteica o polipeptidica a la que
puede unirse el cofactor biotina mediante una reaccién enzimatica. Estan disponibles en el mercado de varias
fuentes vectores para la produccién de antigenos biotinilados recombinantes.

Como se ilustra en los ejemplos adjuntos, una ventaja adicional del uso de la estrategia de curva de titulaciéon con
antigenos biotinilados es que el ensayo es capaz de distinguir entre la union del componente de biotina a
anticuerpos anti-biotina y la verdadera union del antigeno a su anticuerpo afin. Los inventores han observado que un
numero significativo de poblacién humana produce anticuerpos anti-biotina que podrian conducir a la produccién de
resultados falsos positivos en ensayos basados en el uso de antigeno biotinilado.

Como se ha mencionado anteriormente, el "inmunoensayo" usado para detectar anticuerpos de acuerdo con la
invencion puede estar basado en procedimientos convencionales conocidos en la técnica, con la excepcion de que
se usan multiples cantidades de antigeno para crear una curva de titulacion. En una realizacion mas preferida, el
inmunoensayo puede ser un ELISA. Los ELISA se conocen bien en general en la técnica. En un ELISA "indirecto"
tipico, un antigeno que tiene especificidad por los anticuerpos bajo ensayo se inmoviliza en una superficie sélida (por
ejemplo, los pocillos de una placa de ensayo de microtitulacién convencional, o la superficie de una microperla o una
micromatriz) y una muestra que comprende fluido corporal a ensayar para determinar 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 de antigeno/anticuerpo unidos pueden detectarse
entonces usando cualquier método adecuado. En una realizaciéon preferida, un anticuerpo anti-inmunoglobulina
humana secundario marcado, que reconoce especificamente un epitopo comun para una o mas clases de
inmunoglobulinas humanas, se usa para detectar los complejos de antigeno/anticuerpo. Tipicamente, el anticuerpo
secundario sera anti-lgG o anti-lgM. El anticuerpo secundario estd habitualmente marcado con un marcador
detectable, tipicamente un marcador enzimatico tal como, por ejemplo, peroxidasa o fosfatasa alcalina, permitiendo
la deteccion cuantitativa por adicién de un sustrato para la enzima que genera un producto detectable, por ejemplo,
un producto coloreado, quimioluminiscente o fluorescente. Pueden usarse otros tipos de marcadores detectables
conocidos en la técnica con un efecto equivalente.

La invencion se refiere a un método de deteccidn de anticuerpos que son marcadores biolégicos de una
susceptibilidad a patologia o enfermedad. Este aspecto particular de la invencién excluye preferentemente ensayos
disefiados para ensayar para anticuerpos producidos como resultado de una exposicidon a vacuna o protocolo de
inmunizacion, distinta de una vacunacion con marcadores de cancer. Por lo tanto, los ensayos de acuerdo con este
aspecto de la invencién preferentemente no incluyen ensayos disefiados para ensayar la presencia de anticuerpos
antiviricos o antibacterianos después de la vacunacion/inmunizacion.

En ciertas realizaciones de la invencién, el anticuerpo puede ser un autoanticuerpo. Como se ha indicado
anteriormente, el término "autoanticuerpo” se refiere a un anticuerpo de origen natural dirigido contra un antigeno
que el sistema inmune de un individuo reconoce como extrafio aun cuando ese antigeno se originé en realidad 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 patoldgico. La forma alterada de la proteina tiene su origen
en el individuo pero puede ser vista por el sistema inmune del individuo como "no propia" y por lo tanto generar una
respuesta inmune en ese individuo en forma de autoanticuerpos inmunolégicamente especificos para la proteina
alterada. Dichas formas alteradas de una proteina pueden incluir, por ejemplo, mutantes que tengan una secuencia
de aminoacidos alterada, opcionalmente acompafiada 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 esta sobreexpresada en una patologia como resultado de la
amplificacién génica o de una regulacion anormal de la transcripcion. La sobreexpresion de una proteina que
normalmente no encuentran las células del sistema inmune en cantidades significativas puede desencadenar una
respuesta inmune que conduzca a la produccidon de autoanticuerpos. En todavia realizaciones adicionales, el
autoanticuerpo puede estar dirigido a una forma fetal de una proteina que se expresa en una patologia. Si una
proteina fetal que normalmente se expresa solamente en fases tempranas del desarrollo antes de que el sistema
inmune sea funcional se expresa en una patologia, la forma fetal puede ser reconocida por el sistema inmune como
"extrafia", desencadenando una respuesta inmune que conduzca a la produccién de autoanticuerpos.

En una realizacion, el anticuerpo puede ser un autoanticuerpo especifico para una proteina marcadora tumoral vy,
mas particularmente, un autoanticuerpo antitumoral "asociado a cancer".
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La expresién autoanticuerpo antitumoral "asociado a cancer" se refiere a un autoanticuerpo que esta dirigido contra
un epitopo presente en formas de proteinas marcadoras tumorales que se expresan preferentemente en la patologia
cancerosa. La presencia de dichos autoanticuerpos es caracteristica de la patologia cancerosa o de la
predisposicion al cancer en pacientes asintomaticos.

En aplicaciones preferidas, el método de la invencién se usara para detectar la presencia de autoanticuerpos
antitumorales asociados a cancer en sujetos o pacientes humanos, y mas preferentemente adoptara la forma de un
inmunoensayo in vitro, realizado en una muestra de ensayo que comprende una muestra de fluido corporal tomada
del sujeto/paciente. La muestra de fluido corporal puede diluirse en un tampén adecuado o puede tratarse para su
almacenamiento a largo plazo o de otro modo antes del ensayo.

Los inmunoensayos in vitro no son invasivos y pueden repetirse tan frecuentemente como se crea necesario para
construir un perfil de produccién de autoanticuerpos en un paciente, antes de la aparicién de la enfermedad, como
en la exploracion de individuos "en riesgo", o durante todo el transcurso de la enfermedad (analizado adicionalmente
a continuacion en relaciéon con aplicaciones preferidas del método).

En particular, pero sin limitacion, las realizaciones de los métodos de la invencion pueden comprender
inmunoensayos para detectar (simultdneamente) dos o mas tipos de autoanticuerpos, teniendo cada uno
especificidad por diferentes epitopos en la misma proteina marcadora tumoral o proteinas marcadoras tumorales
relacionadas (por ejemplo, diferentes isoformas o variantes codificadas por un solo gen) o por epitopos en proteinas
marcadoras tumorales diferentes (lo que significa proteinas codificadas por genes diferentes). Estos métodos
implicaran tipicamente el uso de un panel de dos o mas conjuntos de antigenos, procediendo habitualmente cada
conjunto de antigenos de una proteina marcadora tumoral diferente (significando diferente en este contexto
proteinas que son los productos de genes diferentes) aunque, como se ha sefialado anteriormente, un conjunto de
antigenos también podria implicar epitopos diferentes en la misma proteina marcadora tumoral. Un conjunto de
antigenos se refiere a un solo antigeno que se ensayara a cantidades/concentraciones diferentes en el método de la
invencion. Estos métodos, que en lo sucesivo pueden denominarse "ensayos de panel”, utilizan un panel de dos o
mas conjuntos de antigenos para controlar la respuesta inmune global de un individuo a un tumor u otro cambio
carcinogénico/neoplasico. Estos métodos detectan por lo tanto un "perfil" de la respuesta inmune en un individuo
dado; indicando qué marcadores tumorales generan una respuesta inmune que da como resultado la produccion de
autoanticuerpos. El uso de un panel de dos 0 méas antigenos para controlar la produccion de autoanticuerpos contra
dos o mas marcadores tumorales diferentes es generalmente mas sensible que la deteccién de autoanticuerpos
contra marcadores individuales y proporciona una frecuencia mucho menor de resultados falsos negativos (véanse
los documentos WO 99/58978 y WO 2004/044590, cuyo contenido se incorpora en la presente memoria en su
totalidad por preferencia).

Por lo tanto, en una realizaciéon no limitante, la invencion proporciona un método de deteccion de dos o mas
anticuerpos en una muestra de ensayo que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero, en el que al menos
uno de dichos anticuerpos es un marcador biolégico de una susceptibilidad a patologia o enfermedad,
comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con dos o mas conjuntos de antigenos, en el que cada uno de
dichos conjuntos de antigenos es especifico para uno de dichos anticuerpos a detectar en la muestra de
ensayo, y en el que cada conjunto de antigenos comprende una pluralidad de cantidades diferentes de dicho
antigeno,

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dichos anticuerpos y dichos antigenos, y

(c) representar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada conjunto de antigenos usado en la etapa (a).

En una realizacién, cada uno de dichos dos o mas anticuerpos sera un marcador biolégico de una susceptibilidad a
patologia o enfermedad, sin embargo, se incluye dentro del alcance de la invencién combinar un ensayo de titulaciéon
para un antigeno marcador de enfermedad con un ensayo de titulacion para otro tipo cualquiera de anticuerpo, que
puede o no ser un marcador de enfermedad, en la misma muestra de ensayo.

De cualquier manera, el criterio de si estan o no presentes en la muestra de ensayo los anticuerpos pertinentes se
basa en la cantidad de unién especifica observada a cada una de las concentraciones de antigeno diferentes con
respecto a cada antigeno diferente en el ensayo, en otras palabras, los valores colectivos para cada antigeno mas
que una lectura a una unica concentracion para cada antigeno. Por lo tanto, la determinacion de la presencia o
ausencia de susceptibilidad a patologia o enfermedad, o de anticuerpos contra una sustancia extrafia en una
muestra de paciente basandose en la presencia de dos o mas tipos de anticuerpos puede basarse en estos valores
colectivos para cada antigeno. Preferentemente, el juicio se realiza basandose en la proyeccion de una curva
generalmente sigmoidea o en forma de S con respecto a cualquiera o todos los antigenos presentes en el ensayo.

Para evitar dudas, los ensayos basados en el uso de un solo tipo de antigeno para detectar anticuerpos pueden
denominarse en la presente memoria "ensayos de un solo marcador", mientras que los ensayos basados en el uso
de un panel de dos o més antigenos se denominan "ensayos de panel".
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El método de la invencién puede adaptarse para su uso en la deteccién de autoanticuerpos contra esencialmente
cualquier proteina marcadora tumoral para la que pueda prepararse un antigeno adecuado, como un ensayo de un
solo 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) y las proteinas reguladoras
del ciclo celular/transduccion de sefiales Myc (Blackwood, E. M. et al. (1994) Molecular Biology of the Cell 5: 597-
609), 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 carcinoembrionario CEA (Duffy, M.J. (2001) Clin Chem, Abr 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 préstata; Israeli, R. S. et al., Cancer Res.
53: 227-230,1993), PSCA (antigeno de células madre de prostata; 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 (JagerD,
et al., Cancer Res. 15 Dic 1999; 59(24): 6197-204; Mashino K, et al., Br J Cancer. 1 Sept 2001; 85(5): 713-20),
citoqueratinas (Moll R, et al., Cell. Nov 1982; 31(1): 11-24; Braun S, et al., N Engl J Med. 2000; 342: 525-533),
recoverina (Maeda A, et al., Cancer Res. 1 Abr 2000; 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. Ag 2004; 86(3): 281-91), a-fetoproteina (Stiller D, et al., Acta Histochem Suppl. 1986; 33: 225-31), GRP78
(Block TM, et al., Proc Natl Acad Sci USA. 18 En 2005; 102(3): 779-84; Hsu WM, et al., Int J Cancer. 1 Mar 2005;
113(6): 920-7), CA125 (Norum LF, et al., Tumour Biol. Jul-Ag 2001; 22(4): 223-8; Perey L, et al., Br J Cancer. Oct
1990; 62(4): 668-70; Devine PL, et al., Anticancer Res. May-Jun 1992; 12(3): 709-17); mamoglobina (Zehentner BK,
et al.,, Clin Chem. Nov 2004; 50(11): 2069-76; Zehentner BK, Carter D. Clin Biochem. Abr 2004; 37(4): 249-57), raf
(Callans LS. et al., Ann Surg Oncol. En 1995; 2(1): 38-42; Pratt MA, et al., Mol Cell Biochem. Dic 1998; 189(1-2):
119-25), beta-gonadotropina coriénica humana b-HCG (Ayala AR, et al., Am J Reprod Immunol. Abr-May 1983; 3(3):
149-51; Gregory JJ Jr, et al., Drugs. Abr 1999; 57(4): 463-7), o antigeno 4-5 (Krause P, et al., J Immunol Methods.
Dic 2003; 283(1-2): 261-7). Sin embargo, la invencién no pretende limitarse a la deteccién de autoanticuerpos contra
estos marcadores tumorales particulares.

Pueden emplearse métodos de ensayo de acuerdo con la invencion basados en la deteccidon de autoanticuerpos
anti-marcadores tumorales (en forma de ensayo de un solo marcador o de panel) en una diversidad de situaciones
clinicas diferentes. En particular, el método puede usarse en la deteccion o el diagnéstico del cancer, en la
evaluacion del prondstico de un paciente diagnosticado con cancer, en la prediccién de la respuesta a terapia, en el
control del avance del cancer u otra enfermedad neoplasica en un paciente, en la deteccion de un cambio
neoplasico temprano o carcinogénico temprano en un sujeto humano asintomético, en la exploracién de una
poblacién de sujetos humanos asintomaticos para identificar a aquellos sujetos que presentan un riesgo aumentado
de desarrollo de cancer, o para diagnosticar la presencia de cancer, en la prediccion de la respuesta de un paciente
con cancer a un tratamiento anticanceroso (por ejemplo, vacunacion, terapias anti-factor de crecimiento o de
transduccion de sefiales, radioterapia, terapia endocrina, terapia de anticuerpos humanos, quimioterapia), en el
control de la respuesta de un paciente con cancer a un tratamiento anticanceroso (por ejemplo, vacunacion, terapias
anti-factor de crecimiento o de transduccion de sefiales, radioterapia, terapia endocrina, terapia de anticuerpos
humanos, quimioterapia), en la deteccién de enfermedad recurrente en un paciente al que se le ha diagnosticado
previamente que tiene cancer que se ha sometido a un tratamiento anticanceroso para reducir la cantidad de cancer
presente, o en la seleccidon de una terapia anticancerosa (por ejemplo vacuna, terapias anti-factor de crecimiento o
de transduccién de sefales, radioterapia, terapia endocrina, terapia de anticuerpos humanos, quimioterapia) para su
uso en un paciente particular.

Los inventores han observado en general que los niveles de autoanticuerpos asociados con cancer muestran una
correlacion positiva con la patologia (véase también el documento WO 99/58979, cuyo contenido se incorpora en la
presente memoria por referencia). Por lo tanto, cuando se usa el método de la invencion en aplicaciones clinicas,
niveles aumentados de autoanticuerpos anti-marcadores tumorales en comparacién con controles adecuados se
toman en general como un indicio de la patologia cancerosa.

Por ejemplo, cuando los inmunoensayos se usan en el diagnostico del cancer, la presencia de un nivel elevado de
autoanticuerpos en comparacion con individuos de control "normales" se toma como un indicio de que el individuo
tiene cancer. Los individuos de control "normales" seran preferentemente controles de la misma edad que no tengan
ningun diagnéstico de cancer basandose en criterios clinicos, de formacion de imagenes y/o bioquimicos.

Cuando los inmunoensayos se usan en la prediccion de la respuesta de un paciente con cancer a un tratamiento
anticanceroso (por ejemplo vacunacion, terapias anti-factor de crecimiento o de transduccién de sefales,
radioterapia, terapia endocrina, terapia de anticuerpos humanos, quimioterapia), la presencia de un nivel elevado de
autoanticuerpos en comparacién con individuos de control "normales" puede tomarse como un indicio de si es 0 ho

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384935713

probable que el individuo responda al tratamiento anticanceroso. Los individuos de control "normales" seran
preferentemente controles de la misma edad que no tengan ningln diagnéstico de cancer basandose en criterios
clinicos, de formacién de imagenes y/o bioquimicos. Para cada uno de los tratamientos enumerados anteriormente
puede establecerse una relacién entre el nivel de autoanticuerpos en comparacién con controles y el probable éxito
del tratamiento, por observacion del resultado de dicho tratamiento en pacientes cuyo estado de anticuerpos se
controla durante todo el tratamiento. La relaciéon previamente establecida puede usarse después para predecir la
probabilidad de éxito para cada tratamiento en un paciente dado basandose en la evaluacion del estado de
autoanticuerpos.

Cuando los inmunoensayos se usan en el control del avance del cancer o de otra enfermedad neoplasica en un
paciente, la presencia de un nivel elevado de autoanticuerpos en comparacion con un "control normal" se toma como
un indicio de la presencia de cancer en el paciente. El "control normal" pueden ser niveles de autoanticuerpos
presentes en individuos de control, preferentemente de la misma edad, que no tengan ningin diagnéstico de cancer
basandose en criterios clinicos, de formacién de imagenes y/o bioquimicos. Como alternativa, el "control normal"”
puede ser un nivel "basal" establecido para el paciente particular bajo ensayo. El nivel “basal" puede ser, por
ejemplo, el nivel de autoanticuerpos presente cuando se realiz6 un primer diagnostico de cancer o un diagnéstico de
cancer recurrente. Cualquier aumento por encima del nivel basal se tomaria como un indicio de que la cantidad de
cancer presente en el paciente ha aumentado, mientras que cualquier disminucién por debajo del nivel basal se
tomaria como un indicio de que la cantidad de cancer presente en el paciente ha disminuido. El valor "basal" también
puede ser, por ejemplo, el nivel antes de que se comience un nuevo tratamiento. Un cambio en el nivel de
autoanticuerpos se tomaria como un indicio de la eficacia de la terapia. La direccién del "cambio” (es decir, aumento
frente a disminucién) que indica una respuesta positiva al tratamiento dependerd de la naturaleza exacta del
tratamiento. Para cualquier tratamiento dado, la direcciéon del "cambio" en los niveles de autoanticuerpos que indica
un resultado positivo puede determinarse facilmente, por ejemplo, por control de los niveles de autoanticuerpos en
comparacion con otros indicadores clinicos o bioquimicos de respuesta al tratamiento.

Cuando los inmunoensayos se usan en la exploracién de una poblacién de sujetos humanos asintomaticos, esto
puede ser para identificar a aquellos sujetos que presenten un riesgo aumentado de desarrollar cancer, los
individuos que tengan un nivel elevado de autoanticuerpos en comparacion con individuos de control "normales" se
identifican como que estan "en riesgo" de desarrollar cancer. Los individuos de control "normales" seran
preferentemente controles de la misma edad en los que no se haya identificado que tengan ninguna predisposicion a
desarrollar cancer o ningun riesgo elevado significativo de desarrollar cancer. Una excepcion a esto puede ser
cuando la propia edad es un factor de riesgo principal.

Cuando los inmunoensayos se usan en la exploracién de una poblacién de sujetos humanos asintomaticos, esto
puede ser para diagnosticar cancer en aquellos sujetos que ya han desarrollado un cancer, puntuandose los
individuos que tienen un nivel elevado de autoanticuerpos en comparacién con individuos de control "normales"
como que tienen cancer o alguna forma de cambio neoplasico. Los individuos de control "normales" seran
preferentemente controles de la misma edad en los que no se haya identificado que tengan ninguna predisposicion a
desarrollar cancer o ningun riesgo elevado significativo de desarrollar cancer. Una excepcion a esto puede ser
cuando la propia edad es un factor de riesgo principal. Como alternativa, el "control normal" puede ser un nivel
"basal" establecido para el paciente particular bajo ensayo. El nivel "basal" puede ser, por ejemplo, el nivel de
autoanticuerpos presente cuando el paciente se ensayd por primera vez y se descubrié que tenia niveles que no
estaban elevados por encima de una poblacion de "control normal”. Cualquier aumento después de eso frente a esta
medicién basal se tomaria como un indicio de la presencia de cancer en ese individuo. Por lo tanto, el individuo
podria convertirse a través de dicho ensayo basal en su propio control para la medicién futura de autoanticuerpos.

Cuando los inmunoensayos se usan en el control de la respuesta de un paciente con cancer a un tratamiento
anticanceroso (por ejemplo vacunacion, terapias anti-factor de crecimiento o de transduccion de sefales,
radioterapia, terapia endocrina, terapia de anticuerpos humanos, quimioterapia), la presencia de un nivel alterado de
autoanticuerpos después del tratamiento se toma como un indicio de que el paciente ha respondido positivamente al
tratamiento. Un nivel basal de autoanticuerpos tomado antes de que se comience el tratamiento puede usarse con
fines comparativos para determinar si el tratamiento da como resultado un "aumento o disminucién” en los niveles de
autoanticuerpos. Un cambio en el nivel de autoanticuerpos se tomaria como un indicio de la eficacia de la terapia. La
direccion del "cambio" (es decir, aumento frente a disminucién) que indica una respuesta positiva al tratamiento
dependera de la naturaleza exacta del tratamiento. Para cualquier tratamiento dado, la direccién del "cambio" en los
niveles de autoanticuerpos que indica un resultado positivo puede determinarse facilmente, por ejemplo, por control
de los niveles de autoanticuerpos en comparacion con otros indicadores clinicos o bioquimicos de respuesta al
tratamiento.

El método de la invencion puede usarse en la prediccion y/o control de respuestas de un individuo a esencialmente
cualquier tratamiento anticanceroso conocido. Esto incluye, por ejemplo, terapia de anticuerpos humanos, en la que
se infunden al paciente anticuerpos monoclonales o policlonales, siendo un ejemplo especifico no limitante el
tratamiento con el anticuerpo anti-factor de crecimiento Herceptina" (Baselga, J., D. Tripathy et al., J Clin Oncol.,
14(3), 737-744, 1996). La presencia de una respuesta de autoanticuerpos natural puede aumentar o inhibir la
eficacia de tratamiento con anticuerpos terapéuticos infundidos artificialmente. Usando el método de la invencion es
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posible correlacionar la respuesta a cualquier tratamiento anticanceroso, incluyendo la terapia de anticuerpos, con
niveles naturales de autoanticuerpos antes de y a lo largo del transcurso del tratamiento en cualquier paciente o
grupo de pacientes. Después, este conocimiento puede usarse a su vez para predecir como responderan otros
pacientes (o el mismo paciente en el caso de un tratamiento repetido) al mismo tratamiento.

Cuando los inmunoensayos se usan en la deteccion de una enfermedad recurrente, la presencia de un nivel
aumentado de autoanticuerpos en el paciente en comparacion con “controles normales” se toma como un indicio de
que la enfermedad ha recurrido. El "control normal" pueden ser niveles de autoanticuerpos presentes en individuos
de control, preferentemente de la misma edad, que no tienen ningun diagndstico de cancer basandose en criterios
clinicos, de formacién de imagenes y/o bioquimicos. Como alternativa, el "control normal" puede ser un nivel "basal"
establecido para el paciente particular bajo ensayo. El nivel "basal" puede ser, por ejemplo, el nivel de
autoanticuerpos presente durante un periodo de remisién de enfermedad basandose en criterios clinicos, de
formacion de imagenes y/o bioquimicos.

El método de ensayo de la invencién puede aplicarse en la deteccion de muchos tipos de cancer diferentes, de los
que son ejemplos los canceres de mama, vejiga, colorrectal, prostata, pulmoén, pancreético y ovérico. Los ensayos
pueden complementar los métodos de exploracion y vigilancia existentes. Por ejemplo, en el caso del cancer de
mama primario podrian usarse inmunoensayos para autoanticuerpos para alertar a los clinicos de biopsiar pequefias
lesiones en mamogramas que radiograficamente no parezcan sospechosas, o de llevar a cabo formaciéon de
imagenes de las mamas o repetir la formacion de imagenes antes de lo planeado. En la clinica, se espera que los
métodos de ensayo de la invencién sean mas objetivos y reproducibles en comparacién con las técnicas de
formacion de imagenes actuales (es decir, mamografia y ultrasonido), cuyo éxito puede depender del operario.

Los "ensayos de panel" pueden confeccionarse teniendo en consideracion la aplicacion clinica particular. Un panel
de antigenos para la deteccién de autoanticuerpos contra al menos p53 y c-erbB2 es particularmente util para
muchos tipos de cancer y puede complementarse opcionalmente con otros marcadores que tengan una asociacion
conocida con el cancer particular, o con una fase del cancer particular que se va a detectar. 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 el panel podria incluir opcionalmente MUC 1 y/o c-myc, para el cancer colorrectal ras y/o APC, para
el cancer de préstata PSA y/o BRCA 1 y/o BRCA2 o para el cancer de ovario BRCA1 y/o BRCA2 y/o CA125. Existen
otras realizaciones preferidas en las que p53 o c-erbB2 no son necesariamente esenciales.

En el caso del cancer de mama, los paneles adecuados podrian seleccionarse de los siguientes:

p53 y MUC 1 con c-erbB2 y/o c-myc, y/o BRCA1 y/o BRCA2 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
p53 y c-myc con c-erbB2 y/o MUC1 y/o BRCA1 y/o BRCA2 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
p53 y BRCA1 con c-erB2 y/o MUC 1 y/o c-myc y/o HRCA2 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
p53 y BRCA2 con c-erbB2 y/o MUC 1 y/o c-myc y/o BRCA1 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
c-erbB2 y MUC 1 con p53 y/o c-myc, y/o ERCA1 y/o BRCA2 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
c-erbB2 y c-myc con p53 y/o MUC1 y/o BRCA1 y/o BRCA2 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
c-erbB2 y BRCA1 con p53 y/o MUC 1 y/o c-myc y/o BRCA2 y/o PSA y/o NY-ESO-1 y/o BRC1 opcionales;
c-erbB2 y BRCA2 con p53 y/o MUC 1 y/o c-myc y/o BRCA1 y/o PSA opcionales;

p53, c-myc, NY-ESO-1 y BRCA2.

En el caso del cancer colorrectal los paneles adecuados podrian seleccionarse, por ejemplo, de los siguientes:
p53 y ras con c-erbB2 y/o APC opcionales;
p53 y APC con c-erbB2 y/o Ras opcionales;
Ras y APC con p53 y/o c-erbB2 opcionales.
Dichos paneles también podrian incluir CEA o CA19-9.
En el caso del cancer de prostata los paneles adecuados podrian seleccionarse, por ejemplo, de los siguientes:
p53 y PSA con BRCA1 y/o BRCA2 y/o c-erbB2 opcionales;
c-erbB2 y PSA con p53 y/o BRCA1 y/o BRCA2 opcionales;
PSMA, PSCA y calicreinas.
En el caso del cancer de ovario los paneles adecuados podrian seleccionarse, por ejemplo, de los siguientes:
p53 y CA125 con c-erbB2 y/o BRCA1 y/o BRCA2 opcionales;
c-erbB2 y CA125 con p53 y/o BRCA1 y/o BRCA2 opcionales;
HER2, anexinas, CAGE y 4-5.
En el caso del cancer de pulmoén, los paneles adecuados pueden seleccionarse de:

p53 y NY-ESO-1, opcionalmente con marcadores adicionales;

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384935713

HER2, anexinas, CAGE vy 4-5.

Cuando el método de la invenciéon se usa para realizar un "ensayo de panel" basado en dos o mas antigenos
marcadores tumorales derivados de diferentes proteinas, al menos uno de los antigenos en el panel debe ensayarse
en un ensayo de acuerdo con la invencién basado en el ensayo de multiples cantidades diferentes del antigeno para
formar una curva de titulacion. Preferentemente, cada uno de los antigenos que forman el panel se ensaya de
acuerdo con el ensayo de la invencién y se representa/calcula una curva de titulaciéon para cada antigeno individual
en el panel.

La invencién también contempla que pueda usarse un ensayo de titulacion para la deteccién de al menos un
anticuerpo anti-marcador tumoral en combinacién con un ensayo disefiado para detectar al menos una proteina
marcadora tumoral (que puede estar relacionada o no relacionada con el antigeno usado en el ensayo de titulacion)
en la misma muestra de paciente. Por lo tanto, pueden realizarse en paralelo en una sola muestra de paciente
ensayos para autoanticuerpos anti-marcadores tumorales y ensayos para proteinas marcadoras tumorales.

En una realizacion adicional, el método de inmunoensayo de la invencidon puede usarse en la seleccién de una
vacuna anti-cancer para su uso en un paciente particular. En esta realizacion, una muestra de fluido corporal tomada
del paciente se ensaya usando un panel de dos o mas antigenos, correspondiendo cada uno a una proteina
marcadora tumoral diferente, para determinar la potencia relativa de la respuesta inmune del paciente contra cada
una de las proteinas marcadoras tumorales diferentes. La "potencia de la respuesta inmune" contra una proteina o
proteinas marcadoras tumorales dadas esta indicada por la presencia y/o la cantidad de autoanticuerpos asociados
con cancer especificos para esa proteina marcadora tumoral detectada usando el inmunoensayo; cuando los
autoanticuerpos se cuantifican, cuanto mayor sea el nivel de autoanticuerpos asociados con cancer mas potente
sera la respuesta inmune. La proteina o proteinas marcadoras tumorales identificadas como generadoras de la
respuesta inmune mas potente o de respuestas potentes en el paciente (es decir, el mayor nivel de autoanticuerpos)
se seleccionan entonces para constituir la base de una vacuna anti-cancer para su uso en el paciente.

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 sélo un ejemplo de una enfermedad en la que puede
usarse la deteccion de autoanticuerpos como un marcador bioldgico para la susceptibilidad a patologia/enfermedad.
Los inventores han demostrado que se obtienen ventajas importantes mediante el uso de una estrategia de titulacion
para detectar autoanticuerpos en muestras de pacientes. Por lo tanto, es razonable concluir que se obtendran
ventajas similares mediante el uso de la estrategia de titulacion para detectar autoanticuerpos que sean marcadores
biolégicos para enfermedades distintas de cancer. Por lo tanto, el método es aplicable a la detecciéon de cualquier
autoanticuerpo que sirva como marcador biolégico para una susceptibilidad a patologia o enfermedad en cualquier
enfermedad que se haya demostrado (o que pueda demostrarse) que esta asociada con la produccion de
autoanticuerpos.

Otras aplicaciones del método de la invencion incluyen, pero sin limitacion, la deteccién de autoanticuerpos que son
marcadores bioldgicos de una enfermedad autoinmune, tal como, por ejemplo, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico (SLE), cirrosis biliar primaria (PBC), tiroiditis autoinmune (por ejemplo tiroiditis de Hashimoto), gastritis
autoinmune (por ejemplo anemia perniciosa), adrenalitis autoinmune (por ejemplo enfermedad de Addison),
hipoparatiroidismo autoinmune, diabetes autoinmune (por ejemplo diabetes Tipo 1) o miastenia grave, y la
exploracién de muestras de pacientes para enfermedades renales o hepaticas que conduzcan a una insuficiencia o
fallo de cualquier 6rgano, y para la exploracién de muestras de pacientes postrasplante para detectar la presencia
de anticuerpos dirigidos contra el tejido enfermo (que se ha dejado in situ postrasplante) o contra el tejido
trasplantado.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método de deteccion de un anticuerpo en una muestra de
ensayo que comprende un fluido corporal de un sujeto mamifero, en el que dicho anticuerpo esta dirigido contra una
sustancia extrafa introducida en dicho sujeto mamifero, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con una pluralidad de cantidades diferentes de un antigeno
especifico para dicho anticuerpo,

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

(c) representar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada cantidad de antigeno usada en la etapa (a).

Preferentemente, en esta realizacion de la invencion el método incluye como etapa (d) detectar la presencia de
dicho anticuerpo basandose en la cantidad de union especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno a cada
concentracién de antigeno diferente usada, en otras palabras, los valores colectivos observados para un antigeno
particular. Preferentemente, la presencia en la muestra de ensayo de anticuerpo reactivo con el antigeno usado en
el ensayo esta indicada mediante una curva generalmente sigmoidea o en forma de S.

En este aspecto de la invencion, la metodologia de titulacion puede usarse para evaluar la respuesta inmune de un
sujeto mamifero y, preferentemente, un sujeto humano, contra cualquier sustancia extrafia introducida en dicho
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sujeto.

En una realizacion, la sustancia extrafia puede ser un agente terapéutico tal como, por ejemplo, un farmaco o
profarmaco, terapia de anticuerpos humanos o vacuna. El método de la invencién puede usarse para evaluar si la
administracion de un agente terapéutico a un paciente desencadena una respuesta inmune que conduce a la
produccion de anticuerpos especificos para un epitopo en el agente terapéutico, o un componente de un vehiculo,
excipiente, soporte, etc. de administracion administrado con el agente terapéutico.

La naturaleza exacta del agente terapéutico no es limitante de la invencion. En realizaciones no limitantes, el método
de la invencion puede usarse para evaluar la respuesta inmune contra moléculas pequeias sintéticas, sustancias de
origen natural, agentes bioldgicos de origen natural o producidos sintéticamente, o cualquier combinacién de dos o
mas de los anteriores, opcionalmente en combinacion con excipientes, soportes o vehiculos de administracion.

En una realizacion util, el método de la invencién puede usarse para evaluar la respuesta inmune contra una porcion
no diana de un agente terapéutico o vacuna. Por porcion "no diana" se entiende una parte componente del agente
terapéutico o vacuna administrado que, en el caso de un agente terapéutico, no contribuye directamente a la
actividad terapéutica o, en el caso de una vacuna, no esta destinada a generar la produccién de anticuerpos en el
hospedador. La porcién no diana puede estar presente, por ejemplo, para facilitar la purificaciéon del agente
terapéutico o vacuna, o puede estar disefiada para contribuir a la administracion, captacion o direccionamiento del
agente terapéutico/vacuna. Los ejemplos de dichas porciones "no diana" incluyen, pero sin limitacion, enlazadores o
marcadores unidos comunmente a polipéptidos expresados de forma recombinante, tales como marcadores de
biotina, etiquetas de histidina, etc.

En otra realizacién de este aspecto de la invencion, la sustancia extrafia puede ser un agente infeccioso tal como un
hongo, bacteria, virus o parasito.

La invencion se entendera adicionalmente con referencia a los ejemplos experimentales no limitantes siguientes:
Ejemplo 1 — Protocolo general para titulacion de antigeno en un ensayo de autoanticuerpos

Pueden prepararse muestras de antigenos marcadores tumorales (biotinilados) por expresién recombinante,
siguiendo métodos analogos a los descritos en el documento WO 99/58978.

En resumen, ADNc que codifican los antigenos marcadores de interés se clonaron en el vector pET21 (Invitrogen),
que se ha modificado para codificar una etiqueta de biotina y una etiqueta de histidina 6x para contribuir a la
purificacion de la proteina expresada. Los clones resultantes se cultivan en una célula hospedadora bacteriana
adecuada (en cuerpos de inclusién), las bacterias se lisan y se desnaturalizan, y los antigenos expresados se
recuperan mediante columnas de afinidad de quelato de niquel (Hi-trap, disponible en el mercado en Amersham,
siguiendo el protocolo del fabricante). Los antigenos expresados se renaturalizaron mediante didlisis en tampén
apropiado, y el rendimiento de la proteina expresada se evalué por SDS-PAGE, transferencia de western y ELISA, y
se cuantificé antes del almacenamiento.

El control negativo VOL es un vector vacio (es decir, sin ADNc clonado) que todavia incluye las secuencias de
etiqueta de His y biotina).

Los numeros de acceso de GenBank para varios ADNc marcadores son los siguientes:

P53: B003596

c-myc: V00568

EGO6 (HER2) dominio extracelular: M11730
NY-ESO: NM_001327

BRCA2: U43746

BRCA1 delta 9-10: NM_007302

1. Los antigenos y VOL (control negativo) se diluyeron hasta concentraciones apropiadas en tampon
carbonato 0,1 M, después se diluyeron en serie para formar un intervalo de titulacion semilogaritmico
(véase la tabla 1). Las diluciones de antigeno se dispensaron a 50 ni/pocillo en las filas de una placa de
microtitulacion Falcon de acuerdo con la distribucion de placa, usando una pipeta multicanal electrénica.
Las placas se cubrieron y se almacenaron a 4°C durante 48 h.

2. Las placas se lavaron una vez en PBS + tween 20 al 0,1% usando un lavador de placas automatico,
después se secaron dando golpecitos sobre un pafiuelo de papel.

3. Las placas se blogquearon con tampdén de incubacién de alto contenido en sal (HSB, PBS + NaCl 0,5 M +

caseina al 0,1%) a 200 n¥/pocillo durante una hora o hasta ser necesario su uso (se almacenan cubiertas a
4°C).
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4. Las muestras de suero se descongelaron, se agitaron vorticialmente y se diluyeron 1/100 en HSB a
temperatura ambiente.

5. Las placas se vaciaron y se secaron dando golpecitos sobre un pafiuelo de papel. Cada muestra de
suero diluida se dispens6 a 50 ni/pocillo en todos los pocillos de la placa de microtitulacién usando una
pipeta multicanal electrénica. Los anticuerpos de control se diluyeron 1/1000 en HSB-arrd dispensado en
pocillos apropiados de la placa final. Las placas se cubrieron y se incubaron durante 1,5 horas a
temperatura ambiente con agitacion.

6. Etapa de lavado: Las placas se lavaron tres veces en PBS + tween 20 al 0,1% usando un lavador de
placas automatico, después se secaron dando golpecitos sobre un pafiuelo de papel.

7. Se dispens6 anti-lg humana de conejo conjugado con peroxidasa de rabano picante (Jackson, 1/10.000
en HSB) a 50 ni/pocillo en todos los pocillos de la placa de microtitulacion. Se dispensoé anti-Ig de raton de
conejo conjugado con HRP (1/1000 en HSB) en pocillos de control que contenian anticuerpo anti-antigeno.

Después, las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion.

8. Las placas se lavaron como en la etapa 6.

9. Se afiadié sustrato TMB previamente preparado a 50 ni/pocillo y la placa se incubd sobre la poyata

durante 10 min. Las placas se golpearon suavemente para mezclar.

10. La densidad optica de los pocillos se determind a 650 nm usando un protocolo de lector de placas

convencional.

Tabla 1: Distribuciones de placa convencionales

Placas de P53

b53 0,03 ng/ml

c-myc 0,03 ng/ml

NY-ESO 0,03 ng/ml

'\VOL 0,03 ng/ml

p53 0,01 ng/ml

c-myc 0,01 ng/ml

NY-ESO 0,01 ng/ml

\VOL 0,01 ng/ml

tampon carbonato

tampon carbonato

tampon carbonato

1 |2 |3 4 |5 |6 7 |8 |9 10 |11 |12

A p53 10 ng/ml ic-myc 10 n/ml NY-ESO 10 ng/ml  [VOL 10 ng/ml
B p53 3 ng/ml c-myc 3 nmg/mll NY-ESO 3 ng/ml  [VOL 3 ng/ml

C p53 1 ng/ml c-myc 1 g/ml NY-ESO 1 ng/ml \VOL 1 ng/ml

D p53 0,3 ng/ml c-myc 0,3 pg/mi NY-ESO 0,3 ng/ml [VOL 0,3 ng/ml
E P53 0,1 mg/ml c-myc 0,1 ng/ml NY-ESO 0,1 ng/ml [VOL 0,1 ng/ml
F

G

H

tampon carbonato

Placas de BRCA

BRCA1 0,03 ng/ml

BRCAZ2 0,03 ng/ml

ECD-6 0,03 ng/ml

'\VOL 0,03 ng/ml

BRCA1 0,01 ng/ml

BRCA2 0,01 ng/ml

ECD-6 0,01 ng/ml

\VOL 0,01 ng/ml

tampon carbonato

tampon carbonato

tampon carbonato

1 |2 |3 7 |5 |6 7 |8 |9 10 |11 |12

A BRCA1 10 ng/ml | BRCA2 10 ng/ml  |ECD-6 10 ng/mi \VOL, 10 ng/ml
B BRCA1 3 mg/mi BRCA2 3 ng/ml ECD-6 3 ng/ml '\VOL 3 ng/ml

C BRCA1 1 nmg/ml BRCA2 1 ng/ml ECD-6 1 ng/ml \VOL 1 ng/ml

D BRCA1 0,3 ng/ml | BRCA2,0,3 ng/ml |ECD-6 0,3 ng/ml \VOL 0,3 ng/ml
E BRCA1 0,1 ng/ml | BRCA2 0,1 ng/ml |ECD-6 0,1 ng/ml \VOL 0,1 ng/ml
F

G

H

tampon carbonato

Ejemplo 2 — Deteccion de autoanticuerpos en cancer de mama primario

Los datos siguientes se obtuvieron de un estudio piloto para evaluar la sensibilidad y reproducibilidad de un panel de
ensayos de autoanticuerpos de titulacion en cancer de mama primario (PBC). El estudio incluia suero de 17 mujeres
sin pruebas de cancer y muestras de suero preoperatorias de 20 mujeres con cancer de mama primario. Las
muestras normales y de cancer eran de la misma edad. Hubo que retirar una muestra normal y tres muestras de
cancer del estudio porque mostraron pruebas de respuestas de anticuerpos anti-biotina y por lo tanto no podian
evaluarse usando el ensayo en su formato actual. Se cree que aproximadamente el 10% de la poblacién desarrolla
una respuesta inmune contra biotina.
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El ensayo se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo proporcionado en el ejemplo 1, usando los antigenos p53, c-
myc, NY- ESO-1 y BRCA2.

La Figura 1 proporciona ejemplos de curvas obtenidas cuando se usé el ensayo de titulacién de antigeno para medir
autoanticuerpos de p53 en suero. Puede observarse que el suero de paciente con cancer 17766(C) se une
fuertemente al antigeno de ensayo (p53) con una curva sigmoidea caracteristica, pero no se une al control negativo,
VOL. En comparacion, el suero de un individuo normal, 18052(N), no proporciona una curva de titulaciéon para la
union al antigeno de ensayo o al control negativo.

Los niveles de autoanticuerpos se expresaron como la densidad éptica (650 nm) debida a la unién al antigeno de
ensayo menos la debida a la unién al control negativo (VOL). El punto de corte normal se calculé como el 95°
percentil (media + 2 desviaciones tipicas) del grupo normal. Esto se muestra como la linea de puntos en la Figura 2,
en la que los niveles de autoanticuerpo anti-p53 en individuos normales se comparan con pacientes con cancer.
Puede observarse que el grupo con cancer muestra generalmente mayores niveles de autoanticuerpos y también
tiene una mayor proporcion de individuos con niveles por encima del punto de corte.

El panel consistia en cuatro antigenos; p53, c-myc, NY-E80-1 y BRCA2. La sensibilidad de los ensayos individuales
se proporciona en la tabla 2, junto con la sensibilidad combinada del panel de cuatro antigenos en la deteccién de
cancer de mama primario (63%).

p53 c-myc NY-ESO-1 [BRCA2 Panel
6/17 (35%) [5/17 (29%) |4/17 (24%) 14/17 (24%) 163%

Tabla 2: Sensibilidad del ensayo de autoanticuerpos de titulacion de antigeno. Se midieron los autoanticuerpos
contra cuatro antigenos diferentes y se calculo la sensibilidad combinada del panel. Se calcularon los niveles del
punto de corte como la media + 2 desviaciones tipicas de la muestra normal enviada. Los individuos con respuestas
de anticuerpos anti-biotina se excluyeron como no susceptibles de evaluacion.

Para evaluar si las mediciones obtenidas usando el ensayo de autoanticuerpos de titulacién eran o no reproducibles,
los ensayos se realizaron en tres dias separados y los resultados se muestran en la tabla 3. Un ensayo se
consideraba reproducible si concordaban los tres resultados. La reproducibilidad de las mediciones realizadas en
suero normal era del 94% (15/16) y del 88% (14/16) en muestras de cancer de mama.

Procesamiento Procesamiento
Normales A B C PBC A B C
18017 - + + 17733 + - -
18018 - - - 17734 AB + - -
18019 - - - 17735 - - -
18020 - - - 17742 + + +
18021 - - - 17743 + + +
18047 - - - 17744 + + +
18048 AB + - + 17755 - + -
18049 - - - 17756 - - -
18050 ND - - 17757 - - -
18051 - - - 17758 ND - -
18052 - - - 17759 + + +
18053 - - - 17766 + + +
18054 - - - 17774 - - -
18055 - - - 17775 AB + + -
18056 - - - 17776 - - -
18057 - - - 7777 - - ND
18058 - - - 17796 - - -
17797 AB + - -
17832 + + +
17450

Tabla 3: Reproducibilidad del ensayo de titulacién de antigeno para autoanticuerpos de p53. Se realizaron ensayos
en tres dias separados (Procesamientos A, B y C) en muestras de suero de pacientes con cancer de mama primario
(PBC) o controles normales. Los niveles del punto de corte se calcularon diariamente como la media + 2
desviaciones tipicas del conjunto de muestras normales. AB denota individuos que mostraban pruebas de una
respuesta de anticuerpos anti-biotina y que no pueden evaluarse mediante el formato de ensayo actual. Un ensayo
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se consideraba reproducible si concordaban los tres resultados. La reproducibilidad de los individuos normales era
del 94% (15/16) y la de los pacientes con PBC era del 88% (14/16).

Ejemplo 3 — Deteccion de autoanticuerpos en cancer de pulmon

El andlisis de respuestas de autoanticuerpos contra 2 antigenos (p53 y NY-ESO) en un estudio de cancer de pulmon
piloto (10 plasmas normales y 9 plasmas de cancer de pulmoén) puso de manifiesto un indice de deteccién del 78%
(Figura 3).

El ensayo se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo general del ejemplo 1, excepto por que se usaron muestras
de plasma en lugar de suero.

Las muestras de pacientes positivas presentaban curvas de titulacién sigmoideas similares a las mostradas en la
Figura 1. La Figura 3 muestra una comparacion de los niveles de autoanticuerpos de p53 y NY-ESO en individuos
normales y pacientes con cancer de pulmén, segun se miden usando el ensayo de titulaciéon de antigeno. Los puntos
de corte normales se calcularon como la media mas 2 desviaciones tipicas de la poblaciéon normal.

Ejemplo 4 — Curvas de titulacion adicionales

Todas las curvas de titulacion adicionales siguientes se generaron en ensayos basados en la metodologia general
descrita en el Ejemplo 1. Los resultados indican que la estrategia de curva de titulacién puede aplicarse a la
deteccion de una diversidad de antigenos diferentes, en diferentes tipos de fluidos corporales y en diferente
enfermedad (ejemplificada por diferentes tipos de cancer), y también ilustran la ventaja del método de la invencién
para distinguir entre resultados "verdaderos" y "falsos" positivos.

La Figura 4 muestra una curva de titulacion para la deteccion de autoanticuerpos contra p53 y NY-ESO en una
muestra de liquido ascitico tomada de un paciente con cancer de mama. Este paciente se ensayd, pero se descubrid
que no producia autoanticuerpos contra c-myc.

La Figura 5 muestra una curva de titulacion para la deteccion de autoanticuerpos contra BRCA1, BRCA2 y HER2 en
una muestra de suero de un paciente con cancer de mama (carcinoma ductal in situ).

La Figura 6 muestra una curva de titulacién para la deteccion de autoanticuerpos contra NY-ESO en una muestra de
suero de un paciente con cancer de pulmoén. Este paciente se ensayd, pero se descubrié que no producia
autoanticuerpos contra p53 o c-myc.

La Figura 7 muestra una curva de titulacion para la deteccion de autoanticuerpos contra NY-ESO y p53 en una
muestra de suero de un paciente con cancer de pulmoén. Este paciente se ensayd, pero se descubrid que no
producia autoanticuerpos contra c-myc.

Las Figuras 8(a) y 8(b) ilustran los resultados en dos ensayos de titulacion independientes para autoanticuerpos
contra p53, c-myc y NY-ESO-1 en muestras de suero de un sujeto "normal" (es decir, un individuo sin pruebas de
cancer). En el ensayo mostrado en la Figura 8(a) se observa una linea plana con cantidades crecientes de antigeno,
lo que indica que la muestra de suero no contiene autoanticuerpos contra ninguno de los antigenos ensayados.
Cuando se ensayé de nuevo una segunda alicuota de la misma muestra de suero de paciente usando la misma
metodologia de ensayo, el ensayo fallé, produciendo los resultados andémalos mostrados en la Figura 8(b). La
ausencia de la curva de titulacion caracteristica con cantidades crecientes de antigeno indica que éste es un
resultado anémalo, mas que un verdadero positivo. Si esta muestra se hubiera ensayado en un ensayo de un solo
punto usando una Unica cantidad fija de antigeno, entonces podria haber aparecido como un resultado "falso
positivo". Por lo tanto, estos resultados ilustran la ventaja de la estrategia de curva de titulacion para distinguir entre
resultados verdaderos y falsos positivos.

Las Figuras 9(a) y 9(b) muestran los resultados de dos ensayos de titulacién independientes llevados a cabo en
muestras de suero de un solo paciente con cancer de mama invasivo usando una variedad de antigenos diferentes.
Este paciente particular muestra autoanticuerpos contra NY-ESO-1, HER2 y BRCAZ2. Para cada antigeno positivo un
resultado de ensayo positivo esta indicado por una intensidad de sefial creciente a medida que aumenta la
concentracion de antigeno, es decir, una seial de titulacion.

Las Figuras 10(a) y 10(b) ilustran la utilidad de la invencidon para distinguir entre respuestas anti-biotina y
"verdaderos" autoanticuerpos contra un antigeno especifico (es decir, un marcador tumoral). En estos ensayos se
ensayaron muestras de suero de un sujeto humano clinicamente normal para determinar la presencia de
autoanticuerpos usando los antigenos biotinilados BRCA2, HER2, c-myc y NY-ESO-1, BRCA1 no biotinilado y
productos de expresion de control del vector "vacio" VOL, que codifica la etiqueta de biotina pero ningiin antigeno
adicional. El individuo ensayado presenta una respuesta de titulacion tanto contra antigenos biotinilados como contra
el vector vacio VOL, que es realmente biotina solamente, pero ninguna respuesta contra el antigeno no biotinilado
BRCA1, indicando que los resultados "positivos" con los marcadores biotinilados se deben de hecho a la presencia
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de anticuerpos anti-biotina en este individuo.

Ejemplo 5 — Andlisis de la sensibilidad y especificidad de ensayos de titulacién de antigeno en comparacién
con una medicion de un solo punto

Se realizaron mediciones de autoanticuerpos (AAb) en 100 mujeres con cancer de mama primario (PBC) y 80
mujeres sin pruebas de enfermedad maligna, usando tanto el método de titulacion como por medicion a una Unica
concentracién de antigeno (10 ng/ml). Se muestran a continuacion tablas que muestran una comparacion directa de
los dos métodos:

Tabla 4. Comparacion de la sensibilidad del ensayo de AAb de titulacion con una medicion a una Unica
concentracion de antigeno en PBC

Antigeno Un solo punto Ensayo de titulacion
p53 17,5% 18,9%
c-myc 6,2% 22,9%
NY-ESO-1 24, 7% 25,0%
BRCA2 20,6% 31,3%
HER2 23,7% 25,0%
MUC1 18,5% 19,8%
Panel (de 6 Ag) 54,6% 62,2%

Tabla 5. Comparacion de la especificidad del ensayo de AAb de titulacién con una medicién a una Unica
concentraciéon de antigeno en mujeres normales

Antigeno Un solo punto Ensayo de titulacion
p53 93,8% 97,3%
c-myc 93,8% 94,6%
NY-ESO-1 90,0% 93,3%
BRCA2 90,0% 94,6%
HBR2 91,3% 95,9%
MUC1 92,5% 95,9%
Panel (de 6 Ag) 71,3% 78,4%

Puede observarse que mediante el uso de varios puntos en la curva de titulacion de antigeno se obtuvo tanto una
mayor sensibilidad como especificidad en comparacién con una medicién de un solo punto.

Ejemplo 6 — Razones potenciales para una mayor sensibilidad y especificidad con el ensayo de titulaciéon de
antigeno

Sin quedar ligado a teoria particular alguna, el solicitante considera que existen varias razones para la mayor
especificidad y sensibilidad observadas en un ensayo en el que se titula el antigeno.

(i) La Figura 11 muestra los resultados de andlisis de AAb de suero de un paciente con cancer de mama
primario (PCB) usando los antigenos p53, c-myc y NY-ESO-1 a una concentracién variable. Estos resultados
demuestran que, en algunos casos, la curva de titulaciéon baja a altos niveles de antigeno (curva de NY-ESO-1).
Este es un fenémeno cominmente observado en inmunoquimica. Si se usara una medicidén de un solo punto a
10 ng/ml, este paciente se habria clasificado como negativo con respecto a autoanticuerpos de NY-ESO-1,
cuando de hecho existe claramente una respuesta positiva.

(i) La Figura 12 muestra el andlisis de suero de un individuo normal, usando también antigeno titulado p53, c-
myc y NY-ESO-1. Esta figura demuestra un efecto que los solicitantes han observado en aproximadamente el
10% de los ensayos, en los que el nivel basal de la medicion de antigeno (en este caso p53) se desplaza hasta
un nivel por encima del del control negativo (VOL). Esto produce una lectura falsamente elevada. Este tipo de
resultado es facilmente identificable con el ensayo de titulacion, pero seria invisible en un conjunto de ensayos
de un solo punto. Esto daria como resultado una especificidad reducida debido a estos falsos positivos (véase la
Tabla 5).

(iii) Como se ha analizado en el Ejemplo 4, los antigenos que se usan en el ensayo de AAb de titulacion tienen
una etiqueta de biotina que puede usarse en la purificacién de la proteina. Sin embargo, se sabe que
aproximadamente el 10% de la poblaciéon produce una respuesta de anticuerpos contra biotina, que es una
vitamina. La Figura 13 demuestra una respuesta anti-biotina en un paciente con PBC. Esta respuesta puede
identificarse claramente usando la curva de titulacion como una respuesta de anticuerpos fuerte contra el control
negativo, VOL (que también esta biotinilado). Estos individuos deben considerarse no susceptibles de
evaluacion con el ensayo en este formato. Sin embargo, si se usara un ensayo de un solo punto, los que

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2384935713

responden con anti-biotina no podrian distinguirse de respuestas verdaderas.

Ejemplo 7 — Demostracion de la sensibilidad aumentada de la titulacion de antigeno en comparacion con la
titulacion de suero

Se realizaron mediciones de AAb de dos formas en dos experimentos totalmente separados. El primero fue usando
el formato convencional en el que la placa se revistié con antigeno en una titulacién semilogaritmica desde 10 ng/ml
hasta 0,01 ng/ml. Después del bloqueo, se afiadio suero a una dilucién de 1 en 100. En el segundo, las placas se
revistieron con antigeno a una concentracion de 3 ng/ml y, después del bloqueo, se afiadioé suero en un intervalo de
titulacién semilogaritmico desde una dilucion de 1 en 10 hasta de 1 en 10.000. Los métodos para el resto de los
ensayos fueron idénticos. Se ensayaron dos combinaciones de suero que se sabia que eran positivas para p53 y c-
myc junto con 8 sueros de mujeres con PBC y 10 sueros de individuos normales. Los resultados se muestran en la
tabla 6 a continuacion.

Tabla 6. Sensibilidad de ensayos de AAb que implican titulacion de antigeno en comparacién con los que implican
titulacion de suero

PBC Antigeno p53 Suero p53 |Antigeno c-myc Suero c-myc [Antigeno BRCA2 Suero BRCA2
pS3 positivo ++ +++ ++ ++ - -
c-myc positivo - - + + - -
17179 +++ +++ +++ +++ ++ +
19451 + ++ - - - -
18237 ++ ++ ++ + + -
18489 - - - - + -
19510 - - - - - -
19190 + - - - + ++
18610 + - + - -
18458 + - - - -
positividad 70% 40% 60% 50% 40% 20%

Puede observarse que el formato de ensayo que implica la titulacién de antigeno es mas sensible que el formato que
implica la titulacion de suero. Las muestras que eran fuertemente positivas se detectaron mediante ambos formatos,
sin embargo, los positivos débiles en el ensayo de titulacién de antigeno generalmente no se detectaron en el
ensayo de titulaciéon de suero.

La menor sensibilidad demostrada por el formato de titulacion de suero se debe a la unién inespecifica intrinseca del
suero a alta concentracion. Esto causa un nivel de union a las proteinas incluso en muestras normales (véase la
Figura 14), que eleva el valor de punto de corte normal, con la reduccion subsiguiente en la sensibilidad. La
especificidad también se reducia en el formato de titulacion de suero (BRCA2 = 90%) en comparacion con el formato
de titulacion de antigeno (BRCA2 = 100%).

La Figura 15 refleja los experimentos mostrados en la Figura 4, pero con suero de un paciente con cancer de mama
primario. Se descubridé que el paciente era positivo para autoanticuerpos contra p53 y c-myc, pero negativo para
autoanticuerpos contra BRCA2 cuando se usaba el método de titulacion de antigeno de la invencion. Sin embargo,
cuando los autoanticuerpos se midieron dentro de un intervalo de titulacion de suero, no se detectaron
autoanticuerpos (véase la Tabla 6). Esto es debido a la unién inespecifica presentada por el suero a altas
concentraciones (demostrada por el alto nivel de unién a la proteina de control negativo (VOL)) que enmascara las
sefiales debidas a la unién especifica de autoanticuerpos. La consecuencia es que con la dilucién de suero el
ensayo podia designar a un paciente con cancer de mama primario negativo. Puesto que la sensibilidad =
verdaderos positivos/verdaderos positivos + falsos negativos, esto tiene el efecto de aumentar el denominador y, por
lo tanto, disminuir la sensibilidad.

En resumen, los solicitantes han demostrado que los ensayos de autoanticuerpos de titulacion de antigeno son mas
sensibles y especificos que medir la reactividad de autoanticuerpos a una Unica concentracion de antigeno. Esto es
porque la titulacion de antigeno proporciona el ambito para detectar tanto anticuerpos poco abundantes de baja
afinidad a altas concentraciones de antigeno, como también anticuerpos muy abundantes que de otro modo se
engancharian a alta concentracion de antigeno pero que se unirian al maximo mas abajo en la curva de titulacion.
También permite la discriminacion de ensayos no evaluables de resultados verdaderos, lo que no es posible con una
medicion de un solo punto. Se cree que los ensayos de AAb de titulacion de antigeno son mas sensibles que la
simple titulacién de suero ya que el alto nivel de union inespecifica observada con suero a alta concentracion
aumenta los niveles de punto de corte normales, disminuyendo por lo tanto la sensibilidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de deteccién de un anticuerpo en una muestra de ensayo que comprende un fluido corporal de un
sujeto mamifero, en el que dicho anticuerpo esta dirigido contra una sustancia extrafia introducida en dicho sujeto
mamifero, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con una pluralidad de cantidades diferentes de un antigeno
especifico para dicho anticuerpo,

(b) detectar la cantidad de unién especifica entre dicho anticuerpo y dicho antigeno a cada concentracion de
antigeno diferente usada, y

(c) representar o calcular una curva de la cantidad de dicha unién especifica frente a la cantidad de antigeno
para cada cantidad de antigeno usada en la etapa (a), en el que la presencia en la muestra de ensayo de
anticuerpo reactivo con el antigeno usado en el ensayo esta indicada por una curva generalmente sigmoidea o
en forma de S.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la deteccién de la presencia de dicho anticuerpo esta basada en los
valores colectivos de la cantidad de unién especifica para todas las concentraciones de antigeno ensayadas.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que el sujeto mamifero es un ser humano.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la sustancia extrafia es un
agente terapéutico.

5. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en el que el agente terapéutico es un farmaco, profarmaco o
terapia de anticuerpos.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la sustancia extrafia es una
vacuna.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 5 6 6, en el que la sustancia extrafia es una porcion no diana de un
agente terapéutico o vacuna.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la porcién no diana es biotina.

9. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la sustancia extrafa es un
agente infeccioso tal como un hongo, bacteria, virus o parasito.
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Absorbancia media a 650 nm
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Absorbancia media a 850 nm
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Absorbancia media a 850 nm
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Absorbancia media a 850 nm
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Absorbancia media a 850 nm
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