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DESCRIPCION

Marcadores celulares para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer y para la progresion de la enfermedad de
Alzheimer

Campo técnico
La presente invencién se refiere a métodos para el diagndstico precoz de la enfermedad de Alzheimer.
Antecedentes de la técnica

Las enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson o
la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) tienen en comdn un desarrollo progresivo crénico que lleva a la
neurodegeneracion, incluyendo el dafio neuroaxonal, la apoptosis y la gliosis. La patogenia y fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas son extremadamente complejas y solo parcialmente comprendidas.
Independientemente de las diferencias, la edad es un factor de riesgo comun que desempefia un papel importante en
la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas. Ademads, hay indicios sustanciales de que la
excitotoxicidad, el estrés oxidativo, la agregacion de proteinas, la inflamacién y la apoptosis, entre otros, son sucesos
patolégicos comunes que tienen un papel en la progresion de la enfermedad. Después de mas de dos décadas de
intensos esfuerzos por parte de las comunidades cientificas y farmacéuticas de todo el mundo y a pesar de la
acumulacion de conocimientos, las enfermedades neurodegenerativas siguen siendo inevitables, incurables y en gran
medida intratables. Ademas, no se dispone de ningun test objetivo para el diagnéstico definitivo. El diagndstico se
suele hacer utilizando evaluaciones clinicas en etapas avanzadas de la enfermedad, cuando el dafio es importante y
la posibilidad de retrasar la progresion de la enfermedad es baja.

El sistema inmunitario, mediante el empleo de una serie de redes celulares, es el mecanismo natural del cuerpo para
la defensa del hospedante contra entidades extranas, asi como para el mantenimiento, curacién, regeneracion y
vigilancia de los tejidos frente al crecimiento celular aberrante, esto es, el reconocimiento de tumores o de células
transformadas. Sin embargo, ninguna actividad de las células inmunitarias periféricas del sistema nervioso central
(SNC) ha sido considerada durante mucho tiempo como indeseable. El SNC de los animales vertebrados esta
excepcionalmente protegido de toxinas, patdégenos invasores, células inflamatorias y macromoléculas a través de un
mecanismo protector denominado la "barrera hematoencefalica”", un sistema de uniones herméticas en los capilares
dentro del SNC que proporcionan una barrera fisica protectora. En condiciones normales no patoldgicas, las células
inmunitarias de transmision sanguinea apenas pueden ser detectadas en el cerebro utilizando métodos histologicos
estdndar. La escasez de células inmunitarias de transmision sanguinea en el parénquima del SNC sano, en
combinacion con el concepto de que el SNC es un "sitio inmune privilegiado", ha contribuido a la opinién comun de
que, en condiciones normales, el SNC funciona mas eficazmente en ausencia de cualquier actividad celular
inmunitaria.

En contraste con la consideracion comun, recientemente se ha puesto de manifiesto que los sistemas nervioso e
inmunitario estan involucrados en una intensa comunicacion bidireccional. Se ha encontrado también que las células
inmunitarias tienen un papel en las diferentes etapas de la neurogénesis incluyendo la proliferacion progenitora, la
supervivencia, la migracion y la diferenciacion (Ziv and Schwartz, 2008; Ekdahl et al., 2008).

Se ha demostrado que las células T activas vigilan el SNC en todo momento tanto en condiciones normales como
patolégicas, también que los animales privados de células T activadas presentan capacidades de memoria reducidas
que se pueden invertir por el reabastecimiento de las células T (Butovsky et al. 2006a; Kipnis et al., 2004; Ziv et al.
2006).

El papel positivo de las células T autorreactivas en el mantenimiento de la actividad normal del cerebro en condiciones
normales y patolégicas ha sido descrito en varias publicaciones (Schwartz, 2001; Schori et al., 2001; Mizrahi et al.,
2002; Nevo et al., 2003; Nevo et al., 2004). En condiciones no patolégicas, se da a entender que la actividad cerebral,
tal como la actividad de aprendizaje intensivo, implica el apoyo continuo de las células T autorreactivas necesarias
para la restauracion de la homeostasis. Tales células T estan localizadas en los bordes del cerebro. En "los bordes
del SNC", las células T especificas del SNC se activan, secretan citocinas y factores de crecimiento y también afectan
directamente a las microglias para convertirse en apoyo de la supervivencia y del crecimiento neuronal.

En el SNC lesionado, una interpretacién emergente del papel del sistema inmunitario en la regulaciéon de la
neurotoxicidad mediante la secrecion de factores de crecimiento, la eliminacién de las neuronas que mueren y la
desintoxicacion del entorno, ha dado a entender que la situacion es compleja, con un equilibrio entre los efectos
beneficiosos y perjudiciales del sistema inmunitario (Shaked et al., 2005; Shaked et al., 2004; Ziv et al., 2006; Kipnis
et al., 2004; Ron-Harel and Schwartz 2009).

Como se muestra ademas, en respuesta a una lesién aguda, las células T efectoras ( T-eff) dirigidas a los
autoantigenos (células T autoinmunitarias) son necesarias como parte de una respuesta reparadora (Rapalino et al.,
1998; Hauben et al., 2000; Hauben et al., 2003; Schwartz and Hauben, 2002; Moalem et al., 1999; Yoles et al., 2001;
Kipnis et al., 2001; Schwartz et al., 2003), pero esta actividad debe estar fuertemente regulada por las células T
reguladoras (T-reg) (Taams and Akbar, 2005) como parte de un mecanismo para controlar las enfermedades
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autoinmunes (Kipnis et al., 2002; Schwartz and Kipnis, 2002; Schwartz and Kipnis, 2004; Kipnis and Schwartz, 2005).
Por consiguiente, se ha demostrado que estimular la autoinmunidad es beneficioso en modelos animales de trastornos
neurodegenerativos agudos o crénicos.

La disminucion de la inmunidad dependiente de la edad, conocida como inmunosenescencia, se asocia con la
reduccion de las defensas del hospedante, que se manifiesta por un aumento de la predisposicién a las enfermedades
infecciosas, asi como una reduccién de la capacidad para desarrollar inmunidad después de vacunacion (Aw et al.,
2007). La disminucion de la inmunidad en los ancianos se ha atribuido en gran medida a cambios en la funcién de las
células madre hematopoyéticas y a su capacidad para diferenciarse en diferentes linajes de células inmunitarias. Esto
es acorde con el hecho de que el timo involuciona con la edad, de modo que el nimero de células nativas disponibles
para responder a nuevos antigenos extrafos también disminuye. Sin embargo, se ha prestado mucha menos atencién
al papel del sistema inmunitario en el mantenimiento, curacién y regeneracién de los tejidos. Esto es particularmente
importante para entender el vinculo entre el envejecimiento del cerebro, el deterioro de la memoria y la senescencia
inmunitaria.

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad relacionada con la edad. En un modelo animal de enfermedad de
Alzheimer, el aumento de la respuesta inmune adaptativa utilizando vacunaciéon con acetato de glatiramer dio como
resultado una disminucion de formacion de la placa e induccion de neurogénesis (Butovsky et al., 2006b). Este
tratamiento indujo el reclutamiento de los monocitos de transmision sanguinea al cerebro enfermo. El agotamiento de
estos monocitos de transmision sanguinea en la sangre dio como resultado un aumento significativo de la formacién
de placas amiloides (Butovsky et al., 2007). Por otra parte, utilizando el mismo modelo animal, se demostré que los
ejercicios inducen la respuesta de las células T lo que coincide con una disminucién de las placas amiloides en estados
patolégicos avanzados (Nichol et al., 2008). Otro subconjunto de células inmunitarias que se ha demostrado que esta
implicado en la formacién de placa son las células T reguladoras CD4+CD25* de origen natural. La pérdida neuronal
causada por inyeccion intraocular de agregado de beta-amiloide fue significativamente mayor en ratones
inmunodeficientes que en ratones normales. La neurodegeneracién se atenué o se aumento por eliminacion o adicion,
respectivamente, de células T reguladoras CD4+CD25* de origen natural (Treg) (Avidan et al., 2004).

Se ha sugerido que la inmunidad que reconoce las proteinas propias que residen en el cerebro proporciona un
mecanismo que puede detectar y responder a diferentes desviaciones de la homeostasis del SNC y mantener la
integridad del tejido (Schwartz and Ziv, 2008a; Schwartz and Ziv, 2008b). Por consiguiente, durante la vejez, cuando
la necesidad de mantenimiento aumenta, el sistema inmunitario senescente falla en proporcionar el apoyo necesario.
Las enfermedades neurodegenerativas pueden surgir cuando los niveles/potencia de componentes inmunolégicos
clave, implicados en la anti autorrespuesta, alcanzan niveles liminares.

El documento WO 2011/111043 describe métodos para el diagnéstico precoz de la ELA y para monitorizar la
progresion de la ELA, utilizando marcadores celulares sanguineos. En un método particular descrito, se miden los
niveles de células T gamma-delta, células CD11b*/CD14", células Lin/DR/CD33* y células CD14+/CD16* en una
muestra de sangre periférica de un individuo examinado y se comparan con el intervalo de niveles de cada uno de
estos tipos de células en muestras de sangre de controles de la misma edad, en donde ninglin cambio en el nivel de
células CD14+/CD16*y el aumento en los niveles de cada uno de los otros tipos de células indican que dicho individuo
tiene una probabilidad mas alta de tener ELA que dichos controles de la misma edad.

El documento US 2002/137108 describe la alteracién de la isoforma CD45 en las células T auxiliares como un
marcador de diagndstico en la enfermedad de Alzheimer.

Fiszer et al., 1995, Neurologia | Neurochirurgia Polska, Polskie Towarzystwo Neurologiczne, Warsaw, PL, 29 (5): 737-
745 describe que las células T gamma-delta participan en la patogenia de las enfermedades neuroldgicas, incluida la
enfermedad de Alzheimer.

Sumario de la invencion

Se ha encontrado, segun la presente invencion, que mientras que no se observaron diferencias en la cantidad de
linfocitos y monocitos en la sangre de pacientes de Alzheimer, pacientes de ELA y voluntarios sanos, se observaron
diferencias significativas en la subpoblacién de linfocitos y monocitos tipicamente implicados en la regulacion de la
respuesta inmunitaria adaptativa, en los pacientes de Alzheimer. En particular se encontraron tales diferencias en los
niveles de las células T gamma-delta (yd), que fueron significativamente elevados en los pacientes de Alzheimer
(aunque menos que en los pacientes de ELA) en comparacion con los controles sanos, y en el subconjunto de
monocitos proinflamatorios CD14+/CD16+, que fueron considerablemente elevados en los pacientes de Alzheimer pero
no en los pacientes de ELA. Ademas, mientras que se encontré una notable elevacién en el porcentaje de monocitos
que tienen los marcadores CD14-/CD11b*/CD15*, un fenotipo asociado con células supresoras derivadas de mieloides
(las MDSC), en la sangre de los pacientes de ELA, no se encontr6 ninguna diferencia en el porcentaje de estas células
entre los pacientes de Alzheimer y los controles sanos.

En un aspecto, la presente invencién se refiere por lo tanto a un método para el diagnéstico de la probabilidad de EA
en un individuo examinado, comprendiendo dicho método:
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(i) medir los niveles de células T yd® y de al menos un tipo de células de las MDSC en una muestra de sangre
periférica obtenida de dicho individuo; y

(i) comparar los niveles medidos en (i) con los niveles de referencia que representan el intervalo de niveles de las
células T yd y de dicho al menos un tipo de células de las MDSC, respectivamente, en muestras de sangre de
controles de la misma edad, obteniendo asi un perfil que expresa los niveles medidos en (i) con respecto a dichos
niveles de referencia, respectivamente,

en donde un aumento en el nivel de células T yd; y ninglin cambio en el nivel de cada uno de dichos al menos un tipo
de células de las MDSC indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener EA que dichos controles
de la misma edad.

En ciertas realizaciones, este método comprende ademas medir en la etapa (i) el nivel de al menos un tipo de células
de monocitos proinflamatorios en dicha muestra de sangre; y comparar en la etapa (ii) el nivel de dicho al menos un
tipo de células de monocitos proinflamatorios con un nivel de referencia que representa un intervalo de nivel de dicho
al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios en muestras de sangre de controles de la misma edad, en
donde un aumento en el nivel de células T y3; ninglin cambio en el nivel de cada uno de dichos al menos un tipo de
células de las MDSC; y un aumento en el nivel de al menos uno de dichos al menos un tipo de células de monocitos
proinflamatorios, indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener EA que dichos controles de la
misma edad.

En un aspecto adicional, la presente invencidn proporciona el uso de un kit para el diagndstico de la probabilidad de
EA en un individuo examinado, comprendiendo dicho kit:

(i) anticuerpos contra cada uno de los tipos de células seleccionados de células T gamma-delta (yd); y de al menos
un tipo de células supresoras derivadas de mieloides (las MDSC); y

(ii) reactivos para detectar dichos anticuerpos.

En ciertas realizaciones, los tipos de células comprendidos dentro del kit de la invencion incluyen ademas al menos
un tipo de células de monocitos proinflamatorios.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1B muestran la distribucion de marcadores individuales en PBMC (células mononucleares de sangre
periférica) vivas totales. Las PBMC recién aisladas de voluntarios sanos se tifieron con anticuerpos mononucleares
frente a CD3, CD14, CD19, CD15, CD11c y CD34, marcados con FITC, PE o APC. Se analizé la proporcion (% de
células positivas; 1A) y el nivel de expresion (intensidad media de fluorescencia; 1B) de cada marcador por FACS.
Los datos que se muestran son la media * error estandar (SE) de 4-6 muestras de sangre diferentes.

Las figuras 2A-2B muestran una subpoblacién de linfocitos. Las PBMC recién aisladas de voluntarios sanos se tifieron
doblemente con anticuerpos mononucleares frente a CD3 marcados con APC y uno de los siguientes anticuerpos
mononucleares frente a CD4, CD8, CTLA4 o TCRgd, marcados con FITC o PE. Las barras representan la media
error estandar (SE) del porcentaje de células que expresan cada uno de los marcadores de la poblacién de células
positivas CD3 (2A) y la intensidad de la expresién (2B). Los datos que se muestran son de 4 experimentos diferentes.

La figura 3 muestra la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) para las células T yd analizadas en base a los
resultados obtenidos en el estudio descrito en el Ejemplo 2, lo que da a entender que el porcentaje de células T yd del
total de linfocitos y monocitos parece ser altamente sensible y seguro para el diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion da a conocer un nuevo enfoque que identifica los cambios inmunitarios periféricos relacionados
con la edad como factores de riesgo primarios para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

Estudios preliminares llevados a cabo segun la presente invencion y descritos méas adelante han demostrado cambios
especificos y consistentes, mas particularmente un aumento, en los niveles de células T yd y de los monocitos
proinflamatorios células CD14+*/CD16* en muestras de sangre periférica de pacientes de Alzheimer, en comparacion
con los medidos en muestras de sangre periférica de controles de la misma edad, mientras que no se ha observado
ninguna alteracién en el nivel de las MDSC CD11b*/CD14/CD15*. Este patron de alteraciones es sustancialmente
diferente de lo que se describe en el documento mencionado WO 2011/111043 como indicativo de ELA, en donde se
observo claramente ningin cambio en el nivel de células CD14+/CD16* y un aumento en los niveles de varias MDSC
en muestras de sangre periférica de pacientes de ELA. Estos hallazgos indican que los cambios especificos en el nivel
de ciertos subconjuntos de células T o monocitos tales como los mencionados antes se pueden utilizar, ya sea por
separado o en combinacion uno con otro o con otros marcadores, como marcadores sanguineos para el diagnostico
de la enfermedad de Alzheimer.
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En un aspecto, la presente invencion se refiere por lo tanto a un método para el diagnéstico de la probabilidad de EA
en un individuo examinado, comprendiendo dicho método:

(i) medir los niveles de células T yd y de al menos un tipo de células de las MDSC en una muestra de sangre
periférica obtenida de dicho individuo; y

(i) comparar los niveles medidos en (i) con los niveles de referencia que representan el intervalo de niveles de las
células T yd y de dicho al menos un tipo de células de las MDSC, respectivamente, en muestras de sangre de
controles de la misma edad, obteniendo asi un perfil que expresa los niveles medidos en (i) con respecto a dichos
niveles de referencia, respectivamente,

en donde un aumento en el nivel de células T y3; y ninglin cambio en el nivel de cada uno de dichos al menos un tipo
de células de las MDSC indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener EA que dichos controles
de la misma edad.

El término "células T gamma-delta " (células T y3), como se usa en la presente memoria, se refiere a un pequefo
subconjunto de células T que tienen un claro receptor de células T (TCR) en su superficie. En contraste con una
mayoria de células T en las que el TCR se compone de dos cadenas de glucoproteina designadas cadenas a-TCR y
B-TCR, el TCR en las células T yd esta formado por una cadena y y una cadena 3. Se ha demostrado que estas
células desempefian un papel en la inmunovigilancia y en la inmunorregulacion (Girardi, 2006), y se ha encontrado
que son una fuente importante de IL-17 (Roark et al., 2008) y que inducen una respuesta fuerte de células T citotoxicas
CD8* (Brandes et al., 2009).

La expresidn "células supresoras derivadas de mieloides" (las MDSC), como se usa en la presente memoria, se refiere
a una poblacién heterogénea de células que consiste en células progenitoras mieloides y células mieloides inmaduras
(las IMC). En individuos sanos, las IMC que se generan rapidamente en la médula ésea se diferencian en granulocitos
maduros, macréfagos o células dendriticas (las DC). La interferencia con la diferenciacion de las IMC en células
mieloides maduras da como resultado la expansion de la poblacion de MDSC. La evidencia acumulada ha demostrado
que las MDSC contribuyen a la regulacion negativa de las respuestas inmunitarias durante el cancer y otras
enfermedades. En el cancer humano, se ha encontrado que un subconjunto de células mieloides tiene una actividad
de arginasa aumentada significativamente, lo que reduce la expresiéon de la cadena CD3-¢ del receptor de células T;
y que suprime la proliferacion de células T, lo que sugiere que estas células pueden mediar en la depresion inmunitaria
relacionada con los tumores (Ochoa et al., 2007; Zea et. al, 2005). Por otra parte, puesto que se ha demostrado que
la IL-13 desempeiia un papel crucial en la actividad supresora de las MDSC (Beers et al., 2008), la sugerencia de que
la actividad de las MDSC esta implicada en la progresién de la enfermedad es coherente con un informe que muestra
que los porcentajes de ambas células T CD4+IL-13* y CD8*IL-13* en la sangre de los pacientes con ELA son
significativamente mas altos que en los controles sanos. La proporcion de células T CD4+IL-13* se ha demostrado que
tiene una correlacion negativa importante con las puntuaciones de la escala de calificacion funcional de ELA, y una
correlacion positiva importante con la tasa de progresion de la enfermedad (Chiu et al., 2008).

Ejemplos no limitantes de las MDSC incluyen los tipos de células CD11b*/CD14:, CD11b*/CD14/CD15",
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR~, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR~
/CD11b*/CD15*, CD14+/HLA-DR"/bajo, y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33".

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y una cualquiera de CD11b*/CD14°, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR~, Lin/DR~/CD33*,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR~/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo, o Lin/HLA-DR~
/bajo/CD11b*/CD33+*.

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los dos tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14-y CD11b*/CD14/CD15%;
CD11b*/CD14 y CD11b*/CD14*/CD15*; CD11b*/CD14 y Lin/DR; CD11b*/CD14 y Lin/DR~/CD33*; CD11b*/CD14
y CD34+/CD33+*/CD13*; CD11b*/CD14- y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14- y CD34*/Lin/DR~/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14 y CD14*/HLA'DR/bajo; CD11b*/CD14 y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*y
CD11b*/CD14+/CD15*; CD11b*/CD14/CD15* y Lin/DR~; CD11b*/CD14/CD15* y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14
/CD15* y CD34+/CD33+*/CD13*; CD11b*/CD14/CD15+* y ARG*/CD14+*; CD11b*/CD14/CD15* y CD34+/Lin’/DR~
/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15* 'y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15* y Lin/HLA-DR~
/bajo/CD11b*/CD33*;  CD11b*/CD14+/CD15* 'y  Lin/DR”; CD11b*/CD14+*/CD15* 'y  Lin/DR/CD33%;
CD11b*/CD14+/CD15* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14+/CD15* y ARG*CD14*; CD11b*/CD14*/CD15* y
CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14+*/CD15* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR" y Lin/DR/CD33*; Lin/DR"y CD34+/CD33+/CD13*; Lin/DR" y ARG*/CD14*; Lin/DR"y
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR"y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR"y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR"
/CD33* y CD34+/CD33+/CD13*; Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14+; Lin/DR/CD33*y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin-
/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33+; CD34+/CD33+/CD13* y
ARG*/CD14+; CD34+/CD33*/CD13* y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD34+/CD33+*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
ARG*/CD14* 'y CD14*/HLA-DR/bajo; ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD34*/Lin/DR
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/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; o
CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*.

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yO y cualquiera de los tres tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*
y CD11b*/CD14+/CD15*; CD11b*/CD147, CD11b*/CD14/CD15* y Lin/DR"; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15* y
Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*
y ARG+*CD14+; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14/CD15* 'y CD14*/HLA-DR’/bajo; CD11b*/CD14,, CD11b*/CD14/CD15* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD147, CD11b*/CD14*/CD15* y Lin/DR; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14*/CD15* y Lin-
/DR/CD33*; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14*/CD15* y
ARG*/CD14+*; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14+/CD15* 'y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14
,CD11b*/CD14+/CD15* 'y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14+/CD15* 'y Lin/HLA-DR-
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14, Lin/DR" y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14", Lin/DR" y CD34+/CD33+/CD13*;
CD11b*/CD14-, Lin/DR y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14", Lin/DR" y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14,
Lin/DR"y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14-, Lin/DR"y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14", Lin/DR"
/CD33* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14", Lin/DR-/CD33* y ARG*/CD14+*; CD11b*/CD14", Lin/DR/CD33* y
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14", Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", Lin/DR"
/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14-, CD34+*/CD33*/CD13* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14,
CD34+/CD33*/CD13* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14-, CD34+/CD33*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14-, CD34+/CD33+/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14", ARG*/CD14* y CD34+/Lin"
/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14", ARG*/CD14*y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14, ARG*/CD14* y Lin/HLA-
DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14;, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14,
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14", CD14*/HLA-DR"/bajo y Lin/HLA-
DR /bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15* y Lin/DR; CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15* y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15* y CD34+/CD33+/CD13";
CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15* y
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14
/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR"y Lin/DR/CD33*;
CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR- y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR" y ARG*/CD14";
CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR" y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15+; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR" y CD14*/HLA-DR
/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR" y Lin/HLA-DR7/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33* y
CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*y
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR7/bajo; CD11b*/CD14
/CD15*, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33*/CD13* y
ARG*/CD14*; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33*/CD13* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*,
CD34+/CD33*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, ARG*/CD14*y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*,
ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*;
CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*,CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR-
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR  y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR vy
CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y ARG*/CD14+*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y CD34*/Lin"
/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR" y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR" y Lin-
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin-
/DR/CD33* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR/CD33* y CD14*HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*,
CD34+/CD33*/CD13* y ARG*/CD14+; CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33+*/CD13* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33+/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33*/CD13* y
Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14+/CD15*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14+*/CD15*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR"
/bajo/CD11b*/CD33; CD11b*/CD14+*/CD15*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14+*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*
y CD34+/CD33+/CD13*; Lin/DR:, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*; Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*; Lin/DR’, Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR7/bajo; Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR-, CD34+/CD33+/CD13* y ARG*/CD14+; Lin/DR", CD34+/CD33*/CD13* y CD34+*/Lin/DR
/CD11b*/CD15%; Lin/DR-, CD34+/CD33*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR-, CD34+/CD33+/CD13*y Lin/HLA-DR"
/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR", ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR", ARG*/CD14* y CD14*/HLA-
DR/bajo; Lin/DR’, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR’, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y
CD14+/HLA-DR/bajo; Lin/DR-, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* vy Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR,
CD14+/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, CD34*/CD33*/CD13* y ARG*/CD14+*; Lin-
/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* vy
CD14+/HLA-DR/bajo; Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*,
ARG*/CD14+y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR/CD33*, ARG*/CD14+y CD14*/HLA-DR"/bajo; Lin/DR/CD33*,
ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA DR
/bajo; Lin/DR/CD33*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD34+/CD33+/CD13*,
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ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD34+*/CD33*/CD13*, ARG*CD14* y CD14*HLA-DR/bajo;
CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR
/CD11b*/CD15* 'y CD14*/HLA-DR’/bajo; ARG*CD14*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; o CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*.

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los cuatro tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14", CD11b*/CD14"
/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15* y Lin/DR-; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15* y Lin/DR"
/CD33*; CD11b*/CD14,, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15* 'y  ARG*CD14*; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15",
CD11b*/CD14+/CD15* y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15%; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15* y Lin
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR y CD34+/CD33+/CD13*; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR vy
ARG+*CD14+*; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR- y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14",
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y Lin/HLA-
DR /bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD34+/CD33+/CD13*; CD11b*/CD14", Lin/DR,
Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14°, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14-, Lin/DR', Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-
DR /bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14, Lin’
/DR/CD33+, CD34+/CD33*/CD13* 'y  CD34*Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14,  Lin/DR/CD33*,
CD34+/CD33+*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR-
/bajo/CD11b*/CD33+*; CD11b*/CD14;, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14-, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", CD34+/CD33*/CD13*,
ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14°, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y
CD14+/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14, ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15+* vy Lin/HLA-DR-
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14, (CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14"
/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR" y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin
/DR~y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR" y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR- 'y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR" y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*
y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD147/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14+; CD11b*/CD14/CD15*, Lin-
/DR, Lin/DR/CD33*y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*y CD14*/HLA-
DR /bajo; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR", Lin/DR/CD33*y Lin/HLA-DR"/ bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*,
Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13* y ARG*/CD14+; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34*/CD33*/CD13*y
CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13* y CD14*/HLA-DR-
/bajo; CD11b*/CD14/CD15*,  Lin/DR/CD33*, @ CD34+*CD33+*/CD13* 'y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33%;
CD11b*/CD14-/CD15*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33*/CD13",
ARG*/CD14* 'y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, ARG*CD14*, CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin-
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin-
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33* y (CD34+/CD33+/CD13%;
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y
CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33+; CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR"
/CD33*, CD34+/CD33*/CD13+ y ARG*CD14+*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y
CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15", Lin/DR/CD33", CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33;
CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14+/CD15*,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14*/CD15*, (CD34+/CD33*/CD13*,
ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR-
/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14+/CD15*, ARG*/CD14+*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*y Lin
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13* y ARG*CD14*; Lin/DR-, Lin/DR-
/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y
CD14+/HLA-DR/bajo; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34*/CD33+*/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR-, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+*y
CD14+/HLA-DR/bajo; Lin/DR:, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR,
ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR’/bajo; Lin/DR;, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y
CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*y CD14*/HLA'-DR/bajo; Lin’/DR"
/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, ARG*/CD14*,
CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR/CD33*, ARG*/CD14+, CD34*/Lin"/DR/CD11b*/CD15*
y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-
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DRbajo/CD11b*/CD33*; CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR"/bajo;
CD34+/CD33*/CD13*,  ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, 'y  Lin/HLA-DRbajo/CD11b*/CD33";
CD34+/CD33+/CD13*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; o
ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14+*/HLA-DR"/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33".

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los cinco tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR"y Lin/DR/CD33*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin-
/DRy CD34+/CD33+/CD13*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR"y ARG*/CD14+;
CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR- y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR~ y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR 'y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin-
/DR, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR", Lin/DR/CD33* y CD34*/Lin"
/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*CD14, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR", Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14,
Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14,, Lin/DR-, Lin/DR/CD33",
CD34+/CD33*/CD13* y CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15%; CD11b*/CD14, Lin/DR;, Lin/DR/CD33",
CD34+/CD33*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", Lin" /DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y Lin
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14", Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14* y CD34+/Lin /DR
/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD147, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* 'y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33%;
CD11b*/CD14-, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14, CD34+/CD33+/CD13, ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y  Lin/HLA-DR-
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14-, ARG*/CD14+, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-
DR /bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33* vy
CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*;
CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR’, Lin/DR/CD33* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR7/CD33* y CD14*HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14
/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*,
Lin/DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y ARG*CD14+*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR’, Lin/DR/CD33",
CD34+/CD33*/CD13* 'y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR’, Lin/DR/CD33",
CD34+/CD33*/CD13*y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD147/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*y
Lin/HLA DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*CD14* vy
CD14+/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14+*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y
CD14+/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y
Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, ARG*/CD14+, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-
DR /bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR", Lin/DR~/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*
y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR’, Lin/DR/CD33*, CD34+*/CD33*/CD13* y CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33";
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15";
CD11b*/CD14+/CD15", Lin/DR/CD33*, @ CD34+/CD33*/CD13*, @ ARG*CD14* 'y  CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33";
CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+*/CD15*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y
Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34+*/Lin"/DR"
/CD11b*/CD15*; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR-, Lin-
/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR", CD34+/CD33+/CD13*,
ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR", CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+,
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR, ARG+*CD14*, CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*,
ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo; Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*,
ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR/CD33*, ARG*/CD14*,
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; o CD34+/CD33*/CD13*,
ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33".

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los seis tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR:, Lin/DR/CD33* y CD34+/CD33*/CD13*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33* y ARG*/CD14*; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14°, CD11b*/CD14
/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR:, Lin/DR/CD33* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14
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/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33*, (CD34*/CD33*/CD13* y ARG*CD14*; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR,, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y CD34+Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14:, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR;, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13* y Lin/HLADR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14-, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+ y CD34+/Lin"/DR
/CD11b*/CD15*;CD11b*/CD14-, Lin/DR', Lin/DR/CD33*, CD34+*/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*y CD14*/HLA-DR"/bajo;
CD11b*/CD14-, Lin/DR:, Lin/DR/CD33*, CD34+*/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33";
CD11b*/CD14-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-
DR/bajo; CD11b*/CD14", Lin/DR/CD33*, CD34*/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33+*; 0 CD11b*/CD14-, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*,
CD14+/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR:, Lin"
/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13* y ARG*/CD14+; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR
/CD33*, CD34+/CD33+/CD13+ y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15+, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin-
/DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13+ y CD14+/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*,
Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR"/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR,
Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*CD13*, ARG*/CD14*y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR
, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR’, Lin-
/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13+, ARG*/CD14*y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR
/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14+*/HLA-DR"/bajo; CD11b*/CD14
/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*,
CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33%,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR:, Lin/DR
/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR', Lin/DR/CD33*,
CD34+/CD33*/CD13*,  ARG*/CD14* 'y  Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; = CD11b*/CD14+/CD15*,Lin/DR
/CD33+,CD34+/CD33+/CD13", ARG*/CD14+, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-DR/bajo;
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin-
/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14+, CD34+*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*, = CD14*/HLA-DR'/bajo y  Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*;  Lin/DR’,  Lin/DR/CD33*,
CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*y CD14+*/HLA-DR/bajo; Lin/DR-, Lin/DR/CD33*,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; Lin/DR,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*CD14*, CD34+*Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; o Lin/DR/CD33*, CD34+*CD33*/CD13*, ARG*CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*,
CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*.

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yO y cualquiera de los siete tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*y ARG*/CD14+; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14
/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13* y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15%;
CD11b*/CD14°, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13* y
CD14+/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33",
CD34+/CD33*/CD13* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR", Lin/DR"
/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*y CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14+*/CD15*,
Lin/DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR,, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* 'y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14-, Lin/DR", Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14+*, CD34+/Lin"/DR"
/CD11b*/CD15*y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14, Lin/DR", Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+,
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14-, Lin/DR/CD33*,
CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, (CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33+; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34*/CD33+/CD13*,
ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR-
/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*,
Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*/CD14+ y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14"
/CD15%, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14+, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y CD14*/HLA-
DR/bajo; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+*, CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*,
ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*;
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14+, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*
y CD14*/HLA-DR7/bajo; CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*,
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15* 'y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR/CD33",
CD34+/CD33*/CD13*, ARG+*CD14*, (CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; o Lin/DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*,
CD14+/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2819174 T3

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los ocho tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*,
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, (CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* y CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+*/CD15*, Lin/DR, Lin/DR/CD33*,
CD34+/CD33+/CD13+, ARG*CD14+ y CD14+*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14/CD15",
CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR,, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14* 'y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; CD11b*/CD14, CD11b*/CD14*/CD15*, Lin/DR,, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*,
ARG*/CD14+, CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*y CD14*/HLA-DR/bajo; CD11b*/CD14", CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR
, Lin/DR/CD33*, (CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, (CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR
/bajo/CD11b*/CD33*; 0 CD11b*/CD14-, Lin/DR, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*, CD14+/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33".

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los nueve tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14", CD11b*/CD14
/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR
/CD11b*/CD15* y CD14+/HLA-DR"/bajo; CD11b*/CD14-, CD11b*/CD14/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin-
/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin/DR/CD11b*/CD15* y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*;
o0 CD11b*/CD14-CD11b*/CD14/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+/CD13*, ARG*/CD14*, CD34*/Lin /DR
/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*

En ciertas realizaciones, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son células T
yd y cualquiera de los nueve tipos de células de las MDSC enumerados, esto es, CD11b*/CD14", CD11b*/CD14
/CD15*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33*/CD13*, ARG*/CD14*, CD34+*/Lin/DR
/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo y Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33*

En una realizacion particular, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la presente invencion
son células T ydy CD11b*/CD14/CD15*.

En ciertas realizaciones, la presente invencion se refiere a un método para el diagnéstico de la probabilidad de EA en
un individuo examinado como se ha definido anteriormente, donde comprende ademas medir en la etapa (i) el nivel
de al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios en dicha muestra de sangre; y comparar en la etapa (ii)
el nivel de dicho al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios con un nivel de referencia que representa
un intervalo de nivel de dicho al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios en muestras de sangre de los
controles de la misma edad, en donde un aumento en el nivel de células T yd; ninglin cambio en el nivel de cada uno
de dichos al menos un tipo de células de las MDSC; y un aumento en el nivel de al menos uno de dichos al menos un
tipo de células de monocitos proinflamatorios, indican que dicho individuo tiene una mayor probabilidad de tener EA
que dichos controles de la misma edad.

El término "monocitos proinflamatorios”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un tipo no clasico de
monocitos caracterizado por el bajo nivel de expresion de CD14 y la coexpresion adicional del receptor CD16
(monocitos CD14+/CD16%), que se desarrolla a partir de los monocitos CD14++.

En tales realizaciones particulares, las células cuyos niveles se miden en la etapa (i) del método de la invencién son,
por tanto, células T yd; al menos un tipo de células de las MDSC enumeradas anteriormente; y células CD14+/CD16*.
De tales realizaciones son mas particulares aquellas en las que se mide un solo tipo de células de las MDSC, o
aquellas en las que se mide cualquier combinacién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas tipos de células de las
MDCS como se han definido anteriormente.

En una realizacion particular a modo de ejemplo en la presente memoria, las células cuyos niveles se miden en la
etapa (i) del método de la presente invencién son células T yd, células CD11b*/CD14/CD15* y células CD14+/CD16",
en donde un aumento en el nivel de células T y&; ningln cambio en el nivel de células CD11b*/CD14/CD15*; y un
aumento en el nivel de células CD14*/CD16* indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener la
enfermedad de Alzheimer que dichos controles de la misma edad.

En tal aspecto particular, la presente invencion se refiere por lo tanto a un método para el diagnéstico de la probabilidad
de EA en un individuo examinado, comprendiendo dicho método:

(i) medir los niveles de células T yd, de células CD11b*/CD14/CD15*y de células CD14+/CD16* en una muestra de
sangre periférica obtenida de dicho individuo; y

(i) comparar los niveles medidos en (i) con los niveles de referencia que representan el intervalo de niveles de las
células T yd, de las células CD11b*/CD14/CD15* y de las células CD14+/CD16*, respectivamente, en muestras
de sangre de controles de la misma edad, obteniendo asi un perfil que expresa los niveles medidos en (i) con
respecto a dichos niveles de referencia, respectivamente,

en donde un aumento en el nivel de células T yd; ninglin cambio en el nivel de células CD11b*/CD14/CD15*; y un
aumento en el nivel de células CD14+/CD16+ indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener EA
que dichos controles de la misma edad.
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En ciertas realizaciones, la presente invencion se refiere a un método como se ha definido anteriormente, en donde
los tipos de células cuyos niveles se miden en la etapa (i) son células T y9, células CD11b*/CD14/CD15* y células
CD14+/CD16+, y el perfil obtenido en la etapa (ii), que expresa el nivel medido en la etapa (i) para cada uno de los
tipos de células y que indica una probabilidad méas alta de EA para el individuo examinado, incluye un aumento de al
menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, aproximadamente 100 % o0 mas,
preferiblemente aproximadamente 100 %, en el nivel de células T yd en la muestra de sangre analizada, es decir, la
muestra de sangre obtenida del individuo examinado, en comparacién con un nivel de referencia que representa un
intervalo de nivel de células T yd en las muestras de sangre de controles de la misma edad; y un aumento de al menos
30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, aproximadamente 50 %, o mas, preferiblemente
aproximadamente 50 %, en el nivel de células CD14+/CD16* en la muestra de sangre analizada en comparacion con
un nivel de referencia que representa un intervalo de nivel de células CD14+/CD16* en las muestras de sangre de
controles de la misma edad.

La muestra de sangre periférica analizada en la etapa (i) del método de la presente invencion se obtiene tomando la
muestra de sangre del individuo a ser diagnosticado de la probabilidad de presentar la enfermedad de Alzheimer; y
poniendo en contacto dicha muestra de sangre con diversos tipos de anticuerpos dirigido cada uno a uno de los tipos
0 subconjuntos de células cuyos niveles se miden, es decir, células T yd, al menos un tipo de células de las MDSC
como se ha definido antes, y opcionalmente al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios como se ha
definido antes, en donde cada tipo de los anticuerpos usados estd marcado directa o indirectamente, por ejemplo, con
un marcador fluorescente. El nivel de cada uno de los tipos o subconjuntos de células se mide entonces en dicha
muestra de sangre utilizando cualquier método adecuado conocido en la técnica, preferiblemente por FACS como se
describe en la seccion de los Ejemplos mas adelante.

El nivel medido para cada uno de los tipos o subconjuntos de células analizados, segun la etapa (i) del método de
diagnéstico de la invencién, se compara con un nivel de referencia que representa un intervalo de nivel de dicho tipo
o subconjunto de células en muestras de sangre de controles de la misma edad, es decir, un grupo de individuos
sanos en el mismo grupo de edad que el individuo examinado. Este intervalo de nivel, denominado también en la
presente memoria "el intervalo de nivel normal”, se deriva del conocimiento médico disponible y representa el intervalo
de nivel normal para el tipo o subconjunto de células especifico analizado en las muestras de sangre de controles de
la misma edad.

Segun la etapa (ii) de este método, después de comparar el nivel medido para cada uno de los tipos o subconjuntos
de células analizados con el nivel de referencia, es decir, el intervalo de nivel normal del mismo, se obtiene un perfil,
que expresa el nivel de cada uno de los tipos o subconjuntos de células analizados en la muestra de sangre obtenida
del individuo examinado con respecto al nivel de cada uno de estos tipos o subconjuntos de células, respectivamente,
en las muestras de sangre de controles de la misma edad.

El perfil obtenido en la etapa (ii) del método de diagndstico de la invencidn es un perfil relativo, que muestra el nivel
de cada uno de los tipos o0 subconjuntos de células medidos seguin este método en la muestra de sangre obtenida del
individuo examinado con respecto al nivel de referencia de dicho tipo o subconjunto de células en las muestras de
sangre de los controles de la misma edad. Puesto que el nivel de referencia con el que se compara el nivel medido
representa, en efecto, un intervalo de nivel de dicho tipo o subconjunto de células en las muestras de sangre de
individuos sanos en el mismo grupo de edad que el individuo examinado, cada uno de los niveles medidos en la
muestra de sangre analizada se puede comparar o con el valor de la mediana o con el valor del nivel superior, pero
preferiblemente con el valor del nivel superior, de la referencia normal.

Segun la etapa (i) de este método como se ha definido antes, se mide el nivel de células T y®, de al menos un tipo de
células de las MDSC, y opcionalmente de al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios, y por lo tanto, el
perfil obtenido en la etapa (ii) expresa el nivel de al menos dos, es decir, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o
mas, pero preferiblemente tres 0 mas tipos o subconjuntos de células, como se ha definido antes.

El nivel relativo medido de cada uno de los tipos 0 subconjuntos de células se representa en el perfil por "aumento”,
que indica que el nivel de dicho tipo o subconjunto de células en la muestra de sangre analizada en comparacion con
el limite superior del intervalo de nivel normal del mismo, esto es, el intervalo de nivel de dicho tipo o subconjunto de
células en las muestras de sangre de los controles de la misma edad, estd aumentado en al menos un 30 %, 35 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 % 0 mas; se representa por
"disminucién”, que indica que el nivel de dicho tipo o subconjunto de células en la muestra de sangre analizada en
comparaciéon con el limite inferior del intervalo de nivel normal del mismo, esta disminuido en al menos
aproximadamente 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % 0 mas; o se representa como "sin cambio",
que indica que el nivel de dicho tipo o subconjunto de células en la muestra de sangre analizada no se ve ni aumentado
ni disminuido como se ha definido antes, es decir, esta dentro o cerca del intervalo de nivel normal del mismo.

La enfermedad de Alzheimer se desarrolla durante una cantidad de tiempo desconocida y variable antes de llegar a
ser totalmente evidente, y puede progresar sin ser diagnosticada durante arios. Por otra parte, a menudo se piensa
equivocadamente que los primeros sintomas de EA son preocupaciones "relacionadas con la edad" o manifestaciones
de estrés. La EA normalmente se diagnostica clinicamente a partir de la historia del paciente, de la historia colateral
de los familiares, y de observaciones clinicas, en base a la presencia de rasgos caracteristicos neurolégicos y
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neuropsicoldgicos y a la ausencia de condiciones alternativas. El método expuesto anteriormente esta dirigido a
diagnosticar, mas especificamente a diagnosticar precozmente, la probabilidad de presentar EA en un individuo
examinado, en donde los individuos sometidos a este método son aquellos que presentan ciertos signos que podrian
ser asociados con EA, particularmente la dificultad en recordar los sucesos recientes (antes que los recuerdos mas
antiguos de la vida de las personas, llamada también "memoria episodica”, los hechos aprendidos, es decir, memoria
semantica, y la memoria implicita, es decir, la memoria corporal sobre como hacer las cosas, que se ven afectadas en
un grado menor), que es el sintoma mas comun en las primeras etapas de la enfermedad.

Los individuos diagnosticados segun el método de la presente invencion con una mayor probabilidad de padecer EA,
pueden ser dirigidos a etapas posteriores de diagndstico confirmatorio, o pueden comenzar a recibir un tratamiento
terapéutico dirigido a tratar las manifestaciones cognitivas de la EA, por ejemplo, un inhibidor de la acetilcolinesterasa.
tal como tacrina, rivastigmina, galantamina y donepezilo, o un antagonista del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA)
tal como memantina, o recibir intervencidon psicosocial. Cuando se sospecha la presencia de EA, el diagnostico se
confirma usualmente con tests que evallan las capacidades de comportamiento y de pensamiento, a menudo
seguidos por un escaneo cerebral, también llamado neuroimagen, si es posible. Para excluir otra patologia cerebral o
subtipos de demencia, se pueden utilizar técnicas avanzadas de formacion de imagenes médicas con tomografia
computarizada (CT) o formacion de iméagenes por resonancia magnética (MRI), y con tomografia computarizada de
emision de un solo fotdn (SPECT) o tomografia de emisién de positron (PET). La decisién de si son necesarias etapas
posteriores de confirmacion de diagnoéstico, o si se puede proporcionar un tratamiento, sera determinada como lo
considere apropiado el facultativo.

La frase "un intervalo de nivel", como se usa en la presente memoria con respecto a un tipo o subconjunto particular
de células en las muestras de sangre de los controles de la misma edad, se refiere al intervalo de nivel normal para
un tipo o subconjunto especifico de células en las muestras de sangre de controles de la misma edad, como se ha
definido antes.

Como se ha descrito anteriormente, en contraste con ciertas enfermedades neurodegenerativas tales como la ELA,
no se ha observado ninguna alteracion en el nivel de las MDSC CD11b*/CD14-/CD15* en las muestras de sangre
periférica de pacientes de Alzheimer en comparacién con el intervalo de nivel normal de estas células. Por lo tanto, el
nivel de estos monocitos se puede utilizar, en combinaciones con el nivel de otros tipos o subconjuntos de células
como se han definido antes, para el diagndstico de la probabilidad de presencia de EA en un individuo examinado.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un kit para uso en el diagndstico de la probabilidad de EA
en un individuo examinado, comprendiendo dicho kit:

(i) anticuerpos contra cada uno de los tipos de células seleccionados de células T gamma-delta (yd); y de al menos
un tipo de células supresoras derivadas de mieloides (las MDSC); y

(ii) reactivos para detectar dichos anticuerpos.

El kit de la presente invencién se puede utilizar para llevar a cabo el método no terapéutico descrito anteriormente, es
decir, el método en el que se diagnostica la probabilidad de EA en un individuo examinado.

En ciertas realizaciones, el kit de la presente invencion se utiliza para el diagnéstico de la probabilidad de EA en un
individuo examinado, como se ha definido anteriormente, en donde dichos tipos de células incluyen ademas al menos
un tipo de células de monocitos proinflamatorios como se ha definido antes. En tales realizaciones particulares, dichos
monocitos proinflamatorios son células CD14+/CD16*.

El kit de la invencion comprende ademas anticuerpos contra cada uno de dichos tipos de células, asi como los
reactivos necesarios para la deteccion de esos anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales,
pero son preferiblemente anticuerpos monoclonales. Tanto los anticuerpos como los reactivos proporcionados se
utilizan para medir los niveles de los tipos de células enumerados, en dicha muestra de sangre.

Como se define por los métodos no terapéuticos de la invencion, el nivel medido para cada uno de los tipos de células
se compara con un intervalo de nivel de dicho tipo de células en las muestras de sangre de controles de la misma
edad para evaluar asi si el nivel medido es mas alto que, o esta dentro del intervalo de nivel normal de dicho tipo de
células, es decir, el intervalo de nivel de dicho tipo de células en las muestras de sangre de controles de la misma
edad. Estos datos se comparan con los niveles de referencia, incluidos ademas en el kit, que expresan el intervalo de
niveles de dichos tipos de células en las muestras de sangre de controles de la misma edad, para determinar asi si
dicho individuo tiene una mayor probabilidad de tener EA que dichos controles de la misma edad.

La invencion se ilustrara ahora por los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos

Materiales y métodos
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Pacientes: Los individuos incluidos en el grupo de pacientes, tanto hombres como mujeres, que han sido clinicamente
diagnosticados como enfermos de EA y que accedieron a firmar el consentimiento informado. El grupo de control
incluyé hombres y mujeres voluntarios sin sintomas clinicos de EA, que accedieron a firmar el consentimiento
informado. Los pacientes de Alzheimer y los controles que fueron incluidos en el estudio fueron examinados en cuanto
a sus capacidades cognitivas utilizando el test minimental. Se tomé una muestra de sangre de hasta 20 ml y se envio
al laboratorio para ser analizada en cuanto a los diferentes componentes celulares después de excluir la presencia de
los siguientes virus: HCV, HBsAg, VIH, HTLV y TPHA. El andlisis de sangre se realiz6 entre las 18-24 horas desde el
momento en que se tomé.

Tincion por FACS de sangre completa: Se incubaron 50 pl de muestras de sangre completa con 5 pl de cada uno de
los mAb designados durante 45 minutos a 4 °C. Se afadieron a cada tubo 2 ml de FACSLyse (Becton Dickinson, San
Jose, CA), y se incubaron entonces los tubos a temperatura ambiente durante 12 minutos, seguido por un lavado con
2 ml de PBS. De cada muestra, se adquirieron 10° datos por FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) y se
analizaron por el software FCS Express V3.

Los mAb designados: CD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD11b, CD16, Lin, HLA-DR-, CD33, TCRgd- Becton Dickinson,
San José, CA. TLR4 eBioscience San Diego, CA.

Ejemplo 1. Exactitud y robustez de los resultados en voluntarios sanos

En este estudio, se analiz6 la distribucién de marcadores individuales sobre el total de las células mononucleares de
sangre periférica vivas (PBMC), en primer lugar utilizando sangre de voluntarios sanos, jévenes, para examinar asi la
exactitud y robustez de las medidas, y después, en un estudio controlado comparando los pacientes de Alzheimer y
los controles de la misma edad.

Las PBMC recién aisladas de voluntarios sanos se tifieron con anticuerpos mononucleares contra CD3, CD14, CD19,
CDllc, CD34 y CD15, marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) o aloficocianina (APC), y se
analizaron la proporcion y el nivel de expresion de cada uno de estos marcadores mediante la clasificacién de las
células activadas por fluorescencia (FACS) (Figuras 1A-1B).

Las PBMC recién aisladas de voluntarios sanos se tifieron doble con anticuerpos mononucleares contra CD3
marcados con APC y anticuerpos mononucleares contra CD4, CD8, CTLA4 o TCRgd, marcados con FITC o con PE
y se midié el porcentaje de células que expresan cada uno de estos marcadores en la poblacién de células CD3
positivas, asi como la intensidad de expresion. (Tabla 1; Figuras 2A-2B).

Los resultados que se muestran en las Figuras 1-2 indican que se pueden monitorizar los marcadores con desviaciones
relativamente pequenas entre las diferentes muestras de sangre. Los resultados presentados en la Tabla 1 muestran
que la distribucion de CD14 y CD16 en los monocitos de sangre periférica se puede separar en tres subpoblaciones
distintas: expresion alta, débil y negativa de CD14, y cada una representa un fenotipo celular diferente.

Tabla 1: Subpoblaciéon de monocitos

CD14+ CD14 alta | CD14 alta CDh14 CD14-CD15*
CD40* CD16 CD16* debil CD11b*
CcDh16+
% de células positivas 40,27 75,23 10,38 4,44 15,82
(4,72) (4,16) (3,71) (0,62) (2,81)
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Intensidad media de fluorescencia 213,38 247,29 167,42 32,64 78,05
(17,45) (44,64) (27,99) (1,78) (20,97)

Ejemplo 2. Los pacientes de Alzheimer presentan niveles elevados tanto de células T yd como de células CD14+/CD16+*
en PBMC en comparacion con los controles sanos

Los estudios descritos en la presente memoria se llevaron a cabo utilizando aproximadamente 32 muestras de sangre,
aproximadamente la mitad de ellas obtenidas de pacientes de Alzheimer y la mitad de ellas obtenidas de voluntarios
sanos de la misma edad. Ademas, se examinaron 7 muestras de sangre de pacientes de esclerosis lateral amiotrofica
(ELA), otra enfermedad neurodegenerativa. Se codificaron todas las muestras de sangre y el analisis de los resultados
se realizé a ciegas.

Tabla 2: Recuento diferencial de células mononucleares periféricas (% del total de PBMC)

Media SD Minimo | Mediana | Maximo | n
Monocitos CD14 | Sanos | 16,6 6,28 9,1 16,2 29,8 14
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EA 19,1 4,95 11,6 18,5 29,9 15
ELA 18,9 4,3 13,4 17,3 25,7 7
Células TCD3 | Sanos | 53,9 | 11,95 27,7 57,6 69,7 14
EA 57,5 | 9,39 40,4 56,5 73,2 16
ELA 49,4 8,4 38,3 48 63,1 7
Células B CD19 | Sanos 8,2 3,42 2,8 8,0 17,0 14
EA 7,2 3,44 2,9 5,7 13,0 16
ELA ND ND ND ND ND ND

La proporcién de la poblacion de PBMC medida por citometria de flujo (monocitos CD14, células T-CD3 y células B-
CD19) se presenta en la Tabla 2, que no indica ninguna diferencia significativa entre los pacientes y los controles
sanos.

El porcentaje de células T auxiliares (células CD4 positivas) y células T citotdxicas (células CD8 positivas) en el total
de células T (células CD3 positivas), asi como también la relacion entre estas dos poblaciones celulares, se midieron
utilizando el método de citometria de flujo en la sangre de los pacientes y de los controles sanos. No se encontraron
diferencias entre los dos grupos (Tabla 3).

Tabla 3: Subpoblaciones de leucocitos

Media | SD Minimo | Mediana | Maximo | n

Monocitos CD14 | Sanos | 64,3 | 17,13 20,9 68,4 86,9 14
EA 63,5 | 16,37 | 33,6 66,1 87,1 16

ELA 65,5 5,2 59,3 65,2 75,4 7

Células TCD3 | Sanos | 31,7 | 16,47 11,7 29,3 78,2 14
EA 30,5 | 14,59 11,3 29,7 56,6 16

ELA 27,9 7,8 16,1 31,5 34,9 7

Células BCD19 | Sanos | 2,8 1,96 0,3 2,3 8,1 14
EA 3,0 2,15 0,6 2,2 7,7 16

ELA 2,6 1,1 1,7 2,0 43 7

Aunque no se encontraron diferencias en la cantidad de linfocitos y monocitos en la sangre de pacientes de EA, de
ELA y voluntarios sanos, como se ha mostrado antes, se encontraron diferencias significativas en la subpoblacién de
linfocitos y monocitos, como se muestra en la Tabla 4. Estos tipos de células estan tipicamente implicados en la
regulacion de la respuesta inmunitaria adaptativa como se describe a continuacién.

Tabla 4: Porcentaje de subpoblaciones de linfocitos y monocitos totales respectivamente

Media | SD | Minimo | Mediana | Maximo | n

Células Tyd | Sanos 2,6 1,96 0,7 1,9 7,3 14
EA 6,0 |287 2,3 5,0 12,8 16

ELA 12,9 | 8,1 1,8 11,8 26,8 7

CD14+/CD16* | Sanos | 10,5 | 5,78 2,4 9,7 20,4 14
EA 16,3 | 8,70 3,2 17,4 34,9 16

ELA 7,8 3,9 2,5 8,1 14,7 7

MDSC Sanos 1,9 2,0 0,04 1,05 6,94 14
EA 1,7 1,8 0,2 0,9 5,8 16

ELA 11,0 | 10,5 1,4 9,2 32,6 7

Se encontr6 que las células T gamma-delta (yd) eran significativamente elevadas en los pacientes de EA en
comparacién con los controles sanos, pero menos que en los pacientes de ELA. Este grupo de células tiene un
comportamiento complejo; se demuestra que actian como "primera linea de defensa”, "células reguladoras”, y como
"puente entre las respuestas innatas y adaptativas". Su papel exacto en la cascada patolégica de EA se debe seguir
investigando. Sin embargo, los resultados preliminares sugieren que pueden ser utilizadas para el diagnéstico de EA

con una precision relativamente alta.
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Se encontraron niveles elevados del subconjunto de monocitos proinflamatorios (CD14+/CD16*) en los pacientes de
EA pero no en los pacientes de ELA. Méas particularmente, mientras que en los donantes sanos estas células
representaron aproximadamente el 10 % de todos los monocitos, en los pacientes de EA representaron
aproximadamente el 16 % de todos los monocitos. Se ha demostrado que las células CD14+/CD16* producen de
manera eficiente la citocina proinflamatoria TNFa, mientras que no producen o producen en muy poca cantidad la
citocina antinflamatoria IL-10 (Beige et al., 2002). Esto puede dictar el fenotipo de la respuesta inmunitaria adaptativa
hacia un tipo de respuesta Th1 en lugar de la respuesta beneficiosa Th2. Es por lo tanto importante examinar la
correlacion entre el nivel de las células y la gravedad de la enfermedad.

Dentro de la poblacion de monocitos, mientras que se encontré en la sangre de pacientes con ELA una notable
elevacion en el porcentaje de células con los marcadores CD14/CD11b*/CD15+*, un fenotipo asociado con las células
supresoras derivadas de mieloides (las MDSC), no se encontrd diferencia en el porcentaje de estas células entre los
pacientes de EA y los controles sanos. Estas células constituyen una poblacién de células mieloides inmaduras con
potentes funciones inmunodepresoras.

Las diferencias significativas descritas antes en el perfil de los glébulos blancos sanguineos de pacientes de EA en
comparacién con los controles de la misma edad y con los pacientes de ELA se pueden utilizar para el diagnostico
preciso de la enfermedad de Alzheimer.

Se realizé un andlisis para evaluar asi el potencial de los hallazgos descritos en la presente memoria para ser utilizados
como biomarcadores para el diagnostico preciso de EA. El andlisis incluyd la evaluacion de los antigenos
independientes del sistema inmunitario descritos antes, junto con un algoritmo analitico sofisticado para el
procesamiento de datos en un esfuerzo de definir claramente la relaciéon molecular de estos antigenos y el resultado
del test en relacién con el diagnéstico de EA. En esta etapa, y para evaluar el potencial de los marcadores individuales,
por cada uno de los marcadores descritos antes, se determinaron los resultados validos basados en los niveles de
precision. En particular, se examind la suma maxima de sensibilidad y especificidad y el area bajo la curva
caracteristica operativa del receptor (AUC de ROC). El area bajo la curva es una medida general de la precision de
un test. Como regla general, con excepciones, la AUC debe ser aproximadamente 0,8 o0 mas alta antes de que un
marcador sea considerado viable.

La curva ROC para las células T y® se muestra en la Figura 3. Este marcador parece ser altamente sensible y preciso
para el diagndstico de EA, como se muestra en la Tabla 5. Se puede esperar que la combinacion de este marcador
con los marcadores adicionales, contribuira a la sensibilidad, selectividad y especificidad de este test. Ademas, se
sugiere que el nivel de estas células puede estar correlacionado también con la gravedad de la enfermedad.

Tabla 5: La sensibilidad y especificidad de los biomarcadores encontrados para el diagnéstico de EA

Sensibilidad | Especificidad AUC P
Células T yd 87 % 85 % 0,87 <0,001
CD14+/CD16* 60 % 85 % 0,70 0,064
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el diagndstico de la probabilidad de la enfermedad de Alzheimer (EA) en un individuo examinado,
que comprende:

(i) medir los niveles de células T gamma-delta (yd) y de al menos un tipo de células de las células supresoras
derivadas de mieloides (MDSC) en una muestra de sangre periférica obtenida de dicho individuo; y

(if) comparar los niveles medidos en (i) con los niveles de referencia que representan el intervalo de niveles de las
células T yd y de dicho al menos un tipo de células de las MDSC, respectivamente, en muestras de sangre de
controles de la misma edad, obteniendo asi un perfil que expresa los niveles medidos en (i) con respecto a dichos
niveles de referencia, respectivamente,

en donde un aumento en el nivel de células T yd; y ninglin cambio en el nivel de cada uno de dichos al menos un tipo
de células de las MDSC indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener EA que dichos controles
de la misma edad.

2. EI método de la reivindicacion 1, en donde dicho al menos un tipo de células de las MDSC son células CD11b*/CD14-
, CD11b*/CD14/CD15+*, CD11b*/CD14+/CD15*, Lin/DR-, Lin/DR/CD33*, CD34+/CD33+*/CD13*, ARG*CD14*,
CD34+/Lin/DR/CD11b*/CD15*, CD14*/HLA-DR/bajo o Lin/HLA-DR/bajo/CD11b*/CD33".

3. EI método de la reivindicacion 2, en donde dicho al menos un tipo de células de las MDSC son células CD11b*/CD14-
/CD15+.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas medir en la etapa (i) el nivel de
al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios en dicha muestra de sangre; y comparar en la etapa (ii) el
nivel de dicho al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios con un nivel de referencia que representa un
intervalo de nivel de dicho al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios en muestras de sangre de
controles de la misma edad,

en donde un aumento en el nivel de células T yd; ningdn cambio en el nivel de cada uno de dichos al menos un tipo
de células de las MDSC; y un aumento en el nivel de al menos uno de dichos al menos un tipo de células de monocitos
proinflamatorios, indican que dicho individuo tiene una probabilidad mas alta de tener EA que dichos controles de la
misma edad-

5. El método de la reivindicacion 4, en donde dicho al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios son
células CD14+/CD16*.

6. El método de la reivindicacion 4 o 5, en donde los niveles de células T y3, células CD11b*/CD14/CD15* y células
CD14+/CD16* se miden en la etapa (i).

7. El método de la reivindicacién 6, en donde el nivel de células T yd en la muestra de sangre obtenida de dicho
individuo es por lo menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 0 100 % mas alto que el nivel de células T yd en las muestras
de sangre de controles de la misma edad; y el nivel de células CD14+/CD16* en la muestra de sangre obtenida de
dicho individuo es por lo menos 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 0 50 % mas alto que el nivel de células CD14+/CD16* en las
muestras de sangre de controles de la misma edad.

8. Un kit para uso en el diagndstico de la probabilidad de la enfermedad de Alzheimer (EA) en un individuo examinado,
comprendiendo dicho kit:

(i) anticuerpos contra cada uno de los tipos de células seleccionados de células T gamma-delta (yd); y de al menos
un tipo de células supresoras derivadas de mieloides (las MDSC); y

(i) reactivos para detectar dichos anticuerpos.

9. El kit para uso de la reivindicacion 8, en donde dichos tipos de células incluyen ademas al menos un tipo de células
de monocitos proinflamatorios.

10. El kit para uso de la reivindicacién 9, en donde dicho al menos un tipo de células de monocitos proinflamatorios
son células CD14+/CD16*.

11. El kit para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde dicho al menos un tipo de células de las
MDSC son células CD11b*/CD14-/CD15*.
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