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DESCRIPCION

Procedimiento de deteccion y aislamiento de lin-
focitos T que reconocen un antigeno definido.

La invencion se refiere a la utilizaciéon de CD154
para detectar y aislar in vitro linfocitos T que reco-
nocen un antigeno definido, y un procedimiento para
detectar y aislar linfocitos T en suspensiones celula-
res o liquidos corporales, que reconocen un antigeno
definido.

El sistema inmunoldgico consiste en células y mo-
léculas que circulan en el cuerpo y cuya homeostasis y
cooperacion son sintonizadas entre si a través de cito-
quinas y factores de crecimiento. Las células no nece-
sitadas se eliminan por apoptosis. Estos mecanismos
se ven afectados por influencias exteriores o predis-
posiciones genéticas de las maneras mds variadas. El
sistema inmunoldgico tiene un papel central en el de-
sarrollo de muchas enfermedades, en particular aler-
gias, inflamaciones y enfermedades autoinmunitarias.
Es responsable de una inmunidad reforzada después
de las vacunas, sin embargo falla en el desarrollo de
enfermedades tumorales.

Las células dendriticas (DC) son las vigilantes del
sistema inmunolégico y estdn localizadas en el cuer-
po en aquel punto donde pueden penetrar sustancias
extrafias y posiblemente peligrosas. Son células que
presentan antigenos profesionales, que toman y digie-
ren el antigeno, que presentan fragmentos peptidicos
de linfocitos T antigeno especificos y que los acti-
van en este caso. Los precursores inmaduros de las
DC se desplazan continuamente a través de la sangre
a los 6rganos linfaticos, donde pueden diferenciarse
bajo determinadas circunstancias en DC’s maduras.
Hay diferentes células precursoras que pueden madu-
rar en diferentes tipos de DC’s. Estos diferentes tipos
de DC’s reaccionan también de diferente manera a los
antigenos por la expresion de determinadas moléculas
de la membrana y citoquinas. De esta manera contro-
lan la activacién de los linfocitos T, que luego pueden
ser pro- (Th1) o antiinflamatorios (Th2), reguladores
(Tr) o tolerantes (Ta). El modo de activacion de los
linfocitos T se determina a través de sefiales de acti-
vacion coestimuladoras de células que presentan an-
tigenos. Las sefiales de activacién son ligandos para
receptores de los linfocitos T. Estos ligandos se en-
cuentran en la superficie de la APC, estdn ligados a la
matriz extracelular o son segregados por las células,
como las citoquinas. Ademads de la activacién especi-
fica de los antigenos por sefiales a través del receptor
de antigenos de los linfocitos T y ligandos coestimu-
lantes sin embargo estd descrita también una activa-
cioén no especifica de linfocitos T; p. ej. a través de
citoquinas o lectinas.

Sin embargo, la totalidad de las variaciones mole-
culares en la reaccién de activacién y diferenciacién
funcional de los linfocitos T actualmente sélo estd
aclarada de forma incompleta. Asi como también la
captacion del estado de activacién y funcional de los
linfocitos T, que reconocen un determinado antigeno,
s6lo es posible de forma imprecisa en el estado de la
técnica actual.

Para aplicaciones clinicas en el diagnéstico de en-
fermedades y en la investigacion es esencial poder de-
tectar particularmente aquellos linfocitos T especifi-
cos que son activados o activables a través de un de-
terminado antigeno. Ademads es deseable poder aislar
aquellos linfocitos T antigeno especificos de las mez-
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clas celulares particularmente para objetivos terapéu-
ticos celulares.

En el estado de la técnica se divulgan varios pro-
cedimientos, con los cuales puede determinarse el es-
tado de activacion y funcional de los linfocitos T. De
este modo, la patente DE 100 21 834 A1 divulga mo-
Iéculas de ARNm para el uso como indicadores pa-
ra el estado funcional de los linfocitos T, donde las
moléculas de ARNm, en el caso de que los linfoci-
tos T sean activados, en comparacién con el estado
normal o de reposo, se expresan como aumentadas o
disminuidas. Mediante la determinacién de la interac-
cidén entre las secuencias complementarias de dcidos
nucleicos hibridizados, es posible determinar diferen-
cias en la capacidad de expresién de moléculas de
ARNm, permitiendo deducir el estado de activacién
de los linfocitos T. Ademads, este documento divulga
la utilizacién de polipéptidos, que son codificados por
las secuencias de nucledtidos, y los anticuerpos diri-
gidos contra los polipéptidos asi como la utilizacién
de estos anticuerpos para verificar el estado de activa-
cién y funcional de los linfocitos T.

La patente DE 37 37 703 Al divulga anticuerpos,
dirigidos contra un polipéptido activador de neutr6fi-
los y que pueden emplearse como diagndstico, para
detectar y caracterizar estructuras activadas de la res-
puesta inmunitaria celular.

La patente DE 42 26 974 C2 divulga un procedi-
miento y un dispositivo para la preparacién y separa-
cién de suspensiones celulares. El dispositivo de sepa-
racién descrito y el procedimiento para la preparacién
continua de una suspension celular puede utilizarse
para separar diferentes componentes, por ejemplo de
la sangre humana, donde las células, que estdn rela-
cionadas con la respuesta inmunitaria celular, pueden
ser purificadas especificamente.

En la patente US-SP 5,874,302 se divulga un pro-
cedimiento, con el cual se cultivan linfocitos T y los
linfocitos T obtenidos de esta manera se emplean en
tratamientos clinicos de tumores. Segun la patente
US-SP 5,874,302 se usa sangre como materia de ba-
se para la preparacién de la suspensién de cultivos
de células T, donde la correspondiente materia ini-
cial es cocultivada con determinadas células tumora-
les.

La patente CA 1,296,622 divulga un procedimien-
to y un dispositivo para determinar el estado regulador
inmunitario de los leucocitos. Los leucocitos se esti-
mulan con sustancias estdndar, para determinar el es-
tado regulador inmunitario, por ejemplo con la ayuda
de anticuerpos marcados. En primer lugar se aumen-
ta para tal objeto una prueba de células mononuclea-
res periféricas del paciente, que ha recibido un medio
de influencia inmune, y sucesivamente se determina,
en una parte alicuota de la prueba aumentada, el por-
centaje de células mononucleares, las cuales expresan
un antigeno de activacion in vitro. Sucesivamente se
compara el porcentaje con un valor predeterminado
del porcentaje como indicador del efecto in vitro, por
el cual puede determinarse el estado regulador inmu-
nitario del paciente o el efecto de la terapia de influen-
cia inmunitaria sobre el estado regulador inmunitario.
A las subclases de las células mononucleares por de-
terminar pertenecen por ejemplo los linfocitos T, lin-
focitos T citotdxicos y ayudantes de linfocitos T.

En la patente WO 99/58977 se describe un proce-
dimiento para la seleccion directa de linfocitos T anti-
geno especificos. Los linfocitos T son separados aqui
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por medio de la produccion de citoquinas mediante ci-
tometria de paso o clasificacién celular magnética. Se
seleccionan aqui aquellos linfocitos T activados de-
terminados, que expresan, después de la estimulacién
con un antigeno, una determinada citoquina o varias
determinadas citoquinas.

En Berner et al, Annals of the Rheumatic Disea-
ses, vol. 59, 2000, paginas 190-195, se describe un
procedimiento para la deteccién de células T activa-
das con antigenos mediante la determinacién de la
expresion de CD154 en pacientes que padecen artri-
tis reumatoide. La expresién aumentada de CD154 en
linfocitos T CD4 est4 relacionada con una activacién
aumentada de células T CD4 y una actividad patol6-
gica aumentada.

Ademds es imposible con los procedimientos co-
nocidos distinguir la activacién por una infeccion vi-
ral o bacteriana de una activacién por una reaccién
autoinmunitaria o por un rechazo de un trasplante,
aunque dicho diagnéstico es deseable desde los pun-
tos de vista diagndsticos y clinicos. Mediante la detec-
cion deficiente de linfocitos T activados en una prue-
ba bioldgica tampoco es posible separar intenciona-
damente las células correspondientes, puesto que és-
tas para ello deben ser determinadas en primer lugar
de forma inequivoca.

Hasta ahora no se han descrito procedimientos
diagnésticos inmunitarios que permitan una deteccién
rapida y fécil de la totalidad de linfocitos T antigeno
especificos y su aislamiento posterior. En las enfer-
medades mds variadas es de mayor interés diagnésti-
co y terapéutico el hecho de detectar directamente los
linfocitos T antigeno especificos que dirigen central-
mente las respuestas inmunitarias y por consiguiente
también las mds diversas inmunopatogénesis o de ais-
larlos para fines terapéuticos celulares, como la trans-
ferencia de células T adoptiva. Esto se refiere a en-
fermedades como alergias y enfermedades autoinmu-
nitarias, basadas en reacciones inmunitarias defectuo-
sas, asi como también enfermedades infecciosas cro-
nicas, tumores o leucemias.

Los procedimientos habituales se basan en dos es-
trategias diferentes:

(i) La deteccion “estructural” de linfocitos T
antigeno especificos estd basada en el mar-
cado de receptores de células T marca-
dos por los linfocitos T mediante multi-
meros MHC, que se unen a los respec-
tivos péptidos antigenos (US 5,635,363 /
FR 9911133). Las desventajas de dichos
procedimientos consisten en depender por
un lado del genotipo MHC marcado por
los individuos por examinar y por otra
parte se unen las moléculas MHC sdélo
con un epitopo peptidico inmunodominan-
te del respectivo antigeno. Cada agente de-
be por consiguiente prepararse individual-
mente conforme al genotipo y al epito-
po peptidico inmunodominante, que ade-
mads s6lo es conocido en pocos antigenos
y también sélo para pocos MHC-alelos del
antigeno. Ademas los multimeros MHC-II
esenciales para la determinacién y el aisla-
miento de linfocitos Th CD4* antigeno es-
pecificos restringido en MHC-II no habian
podido ser preparados hasta ahora para una
aplicacién de suficiente calidad a causa de
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las caracteristicas estructurales particula-
res de la molécula MHC-II.

(ii) pruebas funcionales de linfocitos T antige-
no especificos se basan bien en la prolife-
racién reactiva del antigeno tras la estimu-
lacién con antigeno, que sin embargo sélo
pueden detectarse transcurridos 3-5 dias,
o en la expresion reactiva del antigeno de
moléculas de activacién o secrecion de ci-
toquinas. Aunque los marcadores de la ac-
tivacion descritos hasta ahora en parte tam-
bién estdn marcados por linfocitos T espe-
ciales no activados y por lo tanto no son es-
pecificamente suficientes, no puede deter-
minarse por medio de la expresion “reacti-
va” de citoquinas la totalidad de linfocitos
T especificos. Dada la deteccion deficien-
te de linfocitos T especificamente activa-
dos en una muestra bioldgica, asimismo no
es posible separar intencionadamente estas
células correspondientes, puesto que pri-
mero deberfan ser determinadas para este
fin.

Los procedimientos conocidos, en los cuales se
detectan y aislan los linfocitos T especificos por su
secrecién de citoquina, por ejemplo segin la WO
99/58977, la totalidad de todos los linfocitos T especi-
ficos no puede ser determinada y aislada, puesto que
a menudo cada célula T activada se caracteriza por
programas individuales de citoquinas.

También es desventajoso en el procedimiento co-
nocido del aislamiento de linfocitos T vivos por me-
dio de la produccién de citoquinas, que las células en
el momento de su maximo rendimiento de secrecién
sean extraidas del cultivo, para aplicar a las mismas
una “matriz de captura” para la respectiva citoquina
especifica. Luego deben cultivarse de nuevo las célu-
las durante un tiempo breve. Esto aumenta considera-
blemente el gasto técnico para la produccién de linfo-
citos T especificos. Justo en los dltimos afios se han
vuelto a describir en diferentes publicaciones los lin-
focitos T reguladores (Tr/Treg) descritos, a los no se
pueden asociar pruebas de citoquina definidas, e.d. las
células no pueden detectarse o aislarse mediante una
secrecion de citoquina. Ademds la expresion de de-
terminadas citoquinas (p. €j. IL-10) depende también
definitivamente del tipo de activacidn in vitro elegido.

La deteccion hasta ahora y el aislamiento de lin-
focitos T especificos es limitada también, en efecto es
conocida una serie de moléculas bioldgicas, las cuales
pueden tomarse como indicadores o marcadores pa-
ra determinados linfocitos T activados, sin embargo
actualmente es imposible decidir, debido al niimero
delimitado y a la calidad del marcador de activacién
disponible, mediante la determinacién de uno de es-
tos marcadores, si se encuentran los linfocitos T en el
estado deseado. Por ejemplo se expresa el marcador
de activacion CD69 de todos los linfocitos T tras la
activacién. Sin embargo también aquellas influencias
del estrés conducen a la expresion de CD69, de modo
que por determinacion de este marcador ningtn pro-
néstico sobre los linfocitos T antigeno especificos es
posible.

La misién de la presente invencién por lo tan-
to es proveer procedimientos, con los cuales todos
los linfocitos T antigeno especificos puedan detectar-
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se o aislarse facilmente, econémicamente y de forma
segura independientemente de su potencial funcio-
nal.

La presente invencidn resuelve este problema téc-
nico por un uso de CD154 para la deteccioén y/o el
aislamiento de linfocitos T, que reconocen un deter-
minado antigeno.

CD154 es un miembro de la familia de genes TNF
y se expresa entre otras en diferentes células, en par-
ticular linfocitos T. CD154 se regula de manera des-
cendente durante una hasta tres horas después de la
activacion de los linfocitos T estimulados.

Los linfocitos representan el soporte especifico de
la respuesta inmunitaria, siendo conocidas dos gran-
des poblaciones: los linfocitos B y T. Los linfocitos
T poseen numerosas moléculas de superficie, de las
cuales la proteina CD4 y CD8 es de una importan-
cia particular. Los linfocitos T CD4 son denominados
también células T ayudantes (células Th), puesto que
ayudan en la activaciéon de otras células mediante la
produccidn de sustancias mensajeras.

Linfocitos y otros leucocitos expresan muchas
moléculas diferentes en su superficie celular. Algu-
nos aparecen s6lo brevemente durante determinadas
fases de diferenciaciéon o después de la activacién
de las células. Otras moléculas son constantes y ti-
picas para la respectiva serie celular. Dichos antige-
nos que se expresan constantemente pueden usarse
como marcadores para determinadas poblaciones ce-
lulares. Hay una nomenclatura unitaria para marcado-
res de superficie celular, el sistema de grupos de dife-
renciacion CD (CD = cluster of differentiation), en el
cual los marcadores son numerados correlativamen-
te. Asi por ejemplo existen en linfocitos NK y T tan-
to moléculas CD 154 como también CD 165 u otras
moléculas.

Resulté sorprendente que puede utilizarse CD154
para detectar linfocitos T independientemente de su
potencial funcional. La ventaja sorprendente del uso
de CD154 para la deteccion y la separacién de lin-
focitos T es que los linfocitos T independientemente
de su funcién pueden detectarse o aislarse con segu-
ridad, e. d. todos los linfocitos T antigeno especifi-
cos pueden separarse y determinarse en una prueba.
Por consiguiente estd disponible de forma ventajosa
un nuevo candidato practicable para la determinacién
de linfocitos T antigeno especificos por el uso seglin
la invencion.

Segtin una forma de realizacién particular de la
invencién los linfocitos T son linfocitos Th, en parti-
cular linfocitos Th CD4" y/o CDS. Para el reconoci-
miento de antigenos, las poblaciones de linfocitos de
células T usan un receptor de células T (TZR), que re-
presenta una molécula heterodimera, que consiste en
diferentes combinaciones de cadenas. La mayor parte
de los linfocitos T lleva un receptor de células T al-
fa/beta. Estos linfocitos T poseen otras moléculas su-
perficiales, en particular la proteina CD4 y CDS. Los
linfocitos CDS son estimulados por antigenos, que se
presentan por moléculas de la clase I del MHC y co-
mo linfocitos T citoliticos, siendo de una importan-
cia decisiva para la defensa virica. Los linfocitos T
CD4 reconocen los antigenos, que se presentan por
moléculas MHC de la clase I y tienen una proporcién
esencial en la defensa de bacterias, hongos, protozoos
y otros parasitos.

En otra forma de realizacién preferida de la in-
vencién se detectan y/o se obtienen linfocitos T in-
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flamatorios, antiinflamatorios, reguladores y/o supre-
Sivos.

La invencidn se refiere también a un procedimien-
to para la deteccion y/o el aislamiento de linfocitos
T antigeno especificos en una suspension después de
la activacion con un antigeno, en el cual se pone en
contacto la suspension con un inhibidor del sistema
CD40/CD154, se determina el CD154 intracelular o
y/o extracelular y en el cual se detectan y/o se aislan
las células que presentan CD154.

Es sorprendente que poniendo “en contacto” la
suspensién o prueba a analizar con un inhibidor del
sistema CD40/CD154 se pueda determinar el CD154
de manera intra y/o extracelular y por consiguiente
las células, que presentan CD154, pueden detectarse
y aislarse o separarse, por ello, en estas células en par-
ticular se trata de la totalidad de linfocitos Th CD4*
antigeno especificos.

CDA40 es una glicoproteina de un tamafio de 45-
50 kDa anclada en la membrana y procedente de la
familia de genes receptores TNF (familia de genes re-
ceptores de tumor-necrosis-factor). Estd marcada por
diferentes tipos de células hemopoéticas, pero tam-
bién por células epiteliales y endoteliales, carcino-
mas, fibroblastos y células musculares. Puede ser li-
gada por CD154, que, por consiguiente es miembro
de la familia de genes TNF y puede expresarse igual-
mente en muchas células con funciones muy dife-
rentes. CD40 se expresa en diferentes células, como
por ejemplo linfocitos B, células dendriticas, mono-
citos/macréfagos, células cebadas, células de origen/
precursoras hemopoéticas (humanas), células epite-
liales del timo (de ratén), células endoteliales, fibro-
blastos (de ratén), células musculares (humanas) y/o
carcinomas (humanos). CD154 se expresa por ejem-
plo en linfocitos T, células dendriticas activadas (hu-
manas), monocitos, células cebadas (humanas), gra-
nulocitos baséfilos/ eosinéfilos (humanos), linfocitos
NK (de ratén), timocitos fetales (de ratén) y/o células
B (humanas).

Conforme a las muestras de expresion muy hete-
rogéneas sobre diferentes tipos de células estan des-
critas numerosas interacciones CD40/CD154. El sis-
tema CD40/CD154 es un ejemplo para diferentes sis-
temas, que se basan en interacciones de receptor-li-
gandos y como tales tienen una gran importancia en
las reacciones del sistema inmunolégico. Las interac-
ciones CD40/CD154 entre los linfocitos T y las cé-
lulas dendriticas (DC) entre otras son importantes en
la induccién y regulacién de la respuesta inmunitaria.
Las interacciones CD40/CD154 ocupan una posicién
especial en el caso del desarrollo de reacciones de an-
ticuerpos humorales. Una importancia clinica particu-
lar se manifestd en el llamado sindrome hiper IgM del
cromosoma X, de una enfermedad inmune, en la cual
la expresion de un CD154 no funcional da lugar a una
formacién de anticuerpos muy reducida y a infeccio-
nes pidgenas. En otras células, la transmision de se-
flales a través de CD40/CD154 influye sin embargo
también en el desarrollo de trombos in vivo y refuerza
el desarrollo de arteriosclerosis.

El significado del CD154 marcado por linfocitos
T es por consiguiente esencial, sobre todo durante
la interaccidn con linfocitos B para el desarrollo de
respuestas de anticuerpos humorales. Aparentemen-
te el CD154 marcado por linfocitos T puede entrar
también en interaccién con CD40 expresado por di-
ferentes células (APC) que presentan antigenos. Esto
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es evidente, puesto que durante la estimulacién in vi-
tro con antigenos especificos se regula descendiendo
muy rdpidamente del CD154 a los linfocitos T acti-
vados. Se considera responsable de este fendmeno a
la interaccién de CD154 sobre los linfocitos T acti-
vados con CD40’s fuertemente expresados en dichos
sistemas también por APC como monocitos. Las mo-
Iéculas CD154 especificamente marcadas por linfoci-
tos T activados se degradan luego en las células. Ya
no se encuentra disponible, en un sistema influido por
el procedimiento segtin la invencién, como marcador
para linfocitos Th CD4* especificos.

Mediante la adicién de un inhibidor del sistema
CD40/CD154 se perturba o inhibe el efecto de cambio
y de sefial asi como la interaccién de CD40 y CD154.
Los inhibidores del sistema CD40/CD154 segtn la in-
vencion pueden ser todas las moléculas o también in-
fluencias fisicas, que son capaces de bloquear o in-
hibir la interaccién entre CD40 y CD154. Por consi-
guiente, el medio inhibidor puede ser un anticuerpo,
que estd dirigido por ejemplo contra CD40, una molé-
cula, un i6n cesio o litio, que influye en la interaccién
entre CD40 y CD154 entre si. Pero naturalmente pue-
de ser también una sustancia, que inhiba la secrecién
o endocitosis en la célula, como p. ej. la Brefeldina-
A (Bref-A). La Bref-A es un inhibidor del aparato de
Golgi y la secrecion de un gran nimero de citoquinas.
Por medio de estas sustancias se asegura, que, bien
CD40, CD154, la interaccion entre ambos o el siste-
ma CD40/CD154 se modifique de tal manera, que el
CD154 o ya no se regula o desciende hasta la superfi-
cie celular, o, si este atn se halla dentro de la célula,
ya no es transportado dentro de ésta. Con la interrup-
cién del transporte dentro de la célula se impide la
degradacion de CD154. Por consiguiente el CD154 se
estabiliza en el interior o exterior de la célula en fun-
cion del receptor externo y puede ser detectado con el
procedimiento de deteccion conocido por el experto
y sucesivamente puede ser aislado. El experto cono-
ce diferentes procedimientos y dispositivos, con los
cuales pueden separarse, purificarse, enriquecerse o
aislarse las células detectadas en el sistema inmuno-
16gico, p. €j. la citometria de flujo o la clasificacién
celular magnética.

Mediante la adicién del inhibidor del sistema
CD40/CD154 se impide la descomposicién o la de-
gradacién del CD154 dentro y/o fuera de la célula, de
modo que las células, que presentan CD154, pueden
caracterizarse y sucesivamente aislarse gracias a es-
ta caracterizacién. Mediante el procedimiento segin
la invencidn particularmente se pone a disposicion el
nuevo candidato segun la invencién, el CD154, para
la determinacién de los linfocitos T antigeno especi-
ficos.

En una forma de realizacién preferida de la inven-
cidén son detectados y/o separados, como los linfocitos
T, los linfocitos Th, en particular los linfocitos CD4*
y/o los linfocitos Th CD8*.

En una forma de realizacién preferida de la inven-
cién, el inhibidor del sistema CD40/CD154 es un an-
ticuerpo dirigido contra CD40, un anticuerpo dirigido
contra CD154, un inhibidor de la secrecién y/o un in-
hibidor de la endocitosis. El experto conoce diferentes
inhibidores de la secrecion e inhibidores de la endoci-
tosis. El anticuerpo en este caso puede ser un anticuer-
po policlonal, monoclonal o un anticuerpo especifica-
mente modificado o un fragmento del anticuerpo, por
ejemplo, puede ser un anticuerpo asociado a un fa-
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go o un fragmento del fago. Este puede estar dirigido
contra un epitopo individual de CD40 o dirigido con-
tra varias estructuras de CD40. Un anticuerpo segin
la invencidn es una molécula, la cual influye sobre el
CD40, de tal manera que ventajosamente ya no es po-
sible una interaccién con CD154. Anticuerpo por lo
tanto significa, segtin la invencién, un polipéptido, co-
dificado esencialmente por genes de inmunoglobulina
o fragmentos de los mismos, que liga especificamente
o reconoce el CD40. El concepto epitopo utilizado en
la invencién significa cualquier determinante de anti-
genos sobre un antigeno, al que se liga el paratopo de
un anticuerpo. Los determinantes de epitopos consis-
ten particularmente en agrupamientos de superficies
quimicamente activas de moléculas, como aminodci-
dos o moléculas de azicar y normalmente poseen tan-
to distintivos caracteristicos especificos de la estruc-
tura tridimensional asi como también caracteristicas
especificas de la carga.

En una forma de realizacién preferida de la inven-
cién se usa Brefeldina-A y/o Monsensin en funcién
del inhibidor de la secrecién y/o en funcién del inhi-
bidor de la endocitosis. La Brefeldina A es un meta-
bolito del hongo Penicilllium brefeldianum y bloquea,
en funcién del ionéforo carboxilado, el transporte de
nuevas proteinas sintetizadas del reticulo endoplas-
matico en el aparato de Golgi e impide el intercam-
bio entre endosomas y lisosomas, mientras que la cir-
culacion entre la membrana celular y los endosomas
ventajosamente se desarrolla sin perturbacion.

En otra forma de realizacién especialmente pre-
ferida de la invencién se detecta el CD154 de mane-
ra intracelular en células fijadas. Puesto que se regu-
la de manera descendente o se degrada rdpidamen-
te el CD154 de manera extracelular, en cuanto haya
tenido lugar una activacion especifica de antigenos
de particularmente linfocitos Th, puede detectarse el
CD154 de forma ventajosa, de manera intracelular, in
vitro con mucha precision. Particularmente mediante
la adicién de Brefeldina A se bloquea el transporte de
la proteina CD154 en la superficie celular. Ventajo-
samente es posible por ello el andlisis del CD154 to-
tal, intracelular, de una manera muy especifica, lo cual
permite una deteccion practicamente completa de par-
ticularmente todos los linfocitos Th CD4* reactivos.
Mediante la determinacion intracelular de CD154 se
logra una muy buena proporcién sefial-sonido, lo que
permite una determinacién muy segura y eficiente de
linfocitos Th antigeno especificos.

En otra forma de realizacién preferida de la in-
vencién se detecta de manera extracelular los CD154
en células vitales. Para emplear particularmente lin-
focitos Th CD4* y/o CDS8* antigeno especificos en
el campo terapéutico o clinico, es necesario detectar
las células de tal modo que éstas no influyan nega-
tivamente en su funcionalidad, e. d. que una prueba
ventajosamente se configure de tal manera que pue-
dan detectarse las células vivas y vitales, para sucesi-
vamente poder emplearlas para la preparaciéon de un
producto farmacéutico. Por ejemplo es posible neutra-
lizar los CD40 mediante anticuerpos anti-CD40, para
impedir la degradacién de CD154 en la superficie ce-
lular, lo cual permite una deteccién y un aislamien-
to de linfocitos Th antigeno especificos CD4* y/o
CDS8".

Es preferido obtener los linfocitos T antigeno es-
pecificos, en particular CD4* y/o CD8* a partir de
sangre fresca, células congeladas, células sanguineas
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mononucleares periféricas (PBMC) y/o a partir de
otros liquidos corporales.

En una forma de realizacién preferida de la inven-
cién son las células de linfocitos T aislados y/o sepa-
rados, las que no producen citoquinas o no presentan
la muestra definida de citoquina. De forma ventajosa
es también posible detectar o aislar todos los linfo-
citos T antigeno especificos, es decir la totalidad de
esta poblacién celular, que estd dirigida contra un de-
terminado antigeno, es decir independientemente de
si los linfocitos T producen o no citoquinas o de si los
linfocitos T no pueden asociarse a ninguna muestra
definida de citoquina.

El procedimiento segiin la invencién para detectar
y aislar linfocitos T antigeno especificos, por ejemplo
linfocitos Th CD4*, permite emplear particularmente
linfocitos Th antigeno especificos para la terapia celu-
lar contra diferentes enfermedades, como por ejemplo
céncer o infecciones virales. Hasta ahora se han usado
p.€j. los linfocitos Th en forma de lineas celulares o
clones celulares para la terapia adoptiva de linfocitos
Th. La preparacion de estas lineas celulares o clones
celulares es sin embargo muy costosa y precisa un pe-
riodo largo. El procedimiento segtin la invencién per-
mite por primera vez detectar y aislar in vivo asi como
también in vitro los linfocitos Th antigeno especificos,
mediante la detecciéon de CD154 en un tiempo breve.
Por consiguiente es posible seleccionar por primera
vez los linfocitos Th por su reactividad a antigenos
independientemente de su fenotipo.

De forma ventajosa es posible con el uso de
CD154, en funcion del marcador de linfocitos T an-
tigeno especificos, obtener por ejemplo a partir de 1i-
quidos corporales o suspensiones celulares artificia-
les, linfocitos T antigeno especificos contra un anti-
geno elegido o antigenos elegidos, en particular para
aplicaciones terapéuticas celulares. Es ventajosamen-
te posible aislar linfocitos T especificos para la expan-
sién o con la transferencia adoptiva sucesiva o directa,
donde estos linfocitos T especificos representan linfo-
citos T inflamatorios o antiinflamatorios y particular-
mente reguladores o supresores.

En lo sucesivo se ilustrard la invenciéon por medio
de ejemplos, sin limitar la invencién a ello.
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Ejemplo 1

Se determind la cinética de la expresién de CD154
intracelular en células Th antigeno reactivas después
de la estimulacion in vitro de sangre total humana con
el superantigeno estafilococo Enterotoxina B (SEB).
Cada 1 ml de sangre total de un donante normal sano
se ha cultivado para los tiempos indicados con o sin
SEB (1 ug/ml) a 37°C. En las tdltimas 2 horas del cul-
tivo se ha afiadido el inhibidor de la secrecion BrefA.
Se muestran andlisis delimitados en células Th CD4".
En la figura 1 se muestra la cinética de la expresion
de CD154 intracelular.
Ejemplo 2

La Fig. 2 muestra la deteccién de células Th es-
pecificas del toxoide tetdnico (TT) y células Th espe-
cificas de alérgenos en la sangre total humana inde-
pendientemente del tipo de citoquinas producidas de
manera reactiva después de la estimulacién in vitro
con TT y alérgenos. Cada 1 ml de sangre total de do-
nantes sanos ha sido cultivado con o sin los antigenos
indicados (TT: 10 ug/ml/alérgenos: 20 pg/ml) duran-
te 6 horas a 37°C. En las ultimas 4 horas se afiadi6 el
inhibidor de la secrecion BrefA. Se muestran analisis
delimitados en células Th CD4*.
Ejemplo 3

El aislamiento de células Th vivas especificas de
toxoide tetdnico (TT) de mano de la expresion reac-
tiva CD154 de células mononucleares humanas peri-
féricas después de una estimulacién in vitro con TT
estd representado en la figura 3. A partir de 20 ml de
sangre total se obtuvieron células mononucleares pe-
riféricas. Estas fueron cultivadas durante 6 horas con
10 ug/ml TT en presencia de un anticuerpo anti-CD40
a 37°C. Todas las pruebas fueron marcadas con anti-
cuerpos contra CD4-FITC, CD69-APC y CD154-PE.
Para la exclusién de células muertas se us6 yoduro de
propidio. En 3A se muestran andlisis de la expresién
de CD154 en relacién con la expresion del marcador
de activaciéon de CDG69 antes del aislamiento. Des-
pués de un enriquecimiento magnético con Micro-
Beads (3B) especificos de PE se han purficado pos-
teriormente las células vivas Th CD4*, CD154* con
el FACS (figura 3C). En las figuras 3A y 3B los ana-
lisis estan limitados a células Th CD4*.



1 ES 2267937 T3 12

REIVINDICACIONES

1. Uso de CD154 y de un inhibidor del sistema
CD40/CD154, que bloquea o inhibe la interaccién en-
tre CD40 y CD154, para la deteccién y/o aislamiento
in vitro de linfocitos T antigeno especificos.

2. Uso segun la reivindicaciéon 1, caracterizado
por el hecho de que los linfocitos T que son detecta-
dos y/ aislados son los linfocitos T CD4* y/o CD8*.

3. Uso segtn la reivindicacién 1 o 2, caracteriza-
do por el hecho de que los linfocitos T inflamatorios,
antiinflamatorios, reguladores y/o supresores son de-
tectados y/o aislados.

4. Procedimiento para la deteccién y/o el aisla-
miento de linfocitos T antigeno especificos en una
suspensién después de la activacién con un antigeno,
en el cual se pone en contacto la suspensién con un
inhibidor del sistema CD40/CD154, que bloquea o in-
hibe la interaccién entre CD40 y CD154, se determina
el CD154 de manera intra o extracelular y se detectan
y se separan las células que presentan CD154.

5. Procedimiento segtin la reivindicacion 4, carac-
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terizado por el hecho de que los linfocitos T que son
detectados y/o aislados son los linfocitos T CD4* y/o
CDs8".

6. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes 4 o 5, caracterizado por el hecho de que, como
inhibidor del sistema CD40/CD154, se usa un anti-
cuerpo CD40, un anticuerpo anti-CD154, un inhibi-
dor de la secrecién y/o un inhibidor de la endocitosis.

7. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes 4 a 6, caracterizado por el hecho de que, como
inhibidor de la secrecién y/o inhibidor de la endocito-
sis, se usan Brefeldina A y/o Monsensin.

8. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes 4 a 7, caracterizado por el hecho de que se de-
tecta CD154 de manera intracelular en células fijadas.

9. Procedimiento segtn una de las reivindicacio-
nes 4 a 8, caracterizado por el hecho de que se de-
tecta CD154 de manera extracelular en células vitales.

10. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes 4 a 9, caracterizado por el hecho de que los lin-
focitos T que carecen de un modelo de citoquina de-
finido son aislados y/o separados.
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