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UN METODO PARA DETECTAR CELULAS T ACTIVADAS POR MITOGENOS O
ESPECIFICAS DE ANTIGENO
DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con métodos para la deteccion de células T CD4+ o CD8+
especificas de antigeno o la medicion de la inmunocompetencia general de un sujeto.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

La subpoblacién CD4+ de linfocitos T (células T CD4+) juega un papel principal en la
defensa del cuerpo contra patégenos intracelulares tal como bacterias intracelulares patogénicas (por
ejemplo Micobacterias) y hongos (por ejemplo Candida), virus y protozoarios. En particular, las
células T CD4+ ayudan a regular la respuesta inmune mediada por célula a la infecciéon mediante tales
patdégenos intracelulares, y de hecho se refieren frecuentemente a células T "auxiliares", al promover
una variedad de respuestas inmunes de otras células (por ejemplo promocion y maduracion de
linfocitos B y respuestas de anticuerpo, activacion de macréfagos, y mejoramiento de linfocitos
citoliticos naturales (NK) y actividad de célula T citotoxica CD8+ (CTL)) a través de la liberacién de
citoquinas en respuesta a la estimulacién antigénica. Tal estimulacion antigénica se logra mediante el
reconocimiento por células T CD4+ "cebadas" (es decir células T CD4+ que se han expuesto
previamente a un antigeno para llegar a ser "células T CD4+ especificas de antigeno") de un antigeno
presentado por cualquier antigeno que presenta la expresién celular de una proteina (MHC) de
complejo de histocompatibilidad principal clase Il apropiada. Como se menciond anteriormente, una
de las respuestas inmunes, o "funciones efectoras", provocada mediante las células T CD4+
estimuladas es la activacién de macrofagos. Los macréfagos activados tienen una funcion vital en
patégenos asesinos en los sitios de infeccion a través de la actividad patogénica incrementada (es decir
los macrofagos activados muestran una capacidad incrementada para fagocitar patégenos) y otras
actividades. La interaccién entre células T CD4+ especificas de antigeno y macrofagos forman la base
de la denominada respuesta de hipersensibilidad del tipo tardia (DTH) que se ha explotado en varias
pruebas de piel para determinar si se ha expuesto previamente un sujeto o "sensibilizado" a un
antigeno particular (por ejemplo un antigeno de un patégeno o un alérgeno). Un tipo bien conocido de
prueba de piel DTH es la prueba Mantoux que emplea tuberculina como un antigeno en la prueba para
tuberculosis latente (originada por tuberculosis Micobacterium) en un sujeto o para determinar si un
sujeto se ha vacunado previamente con vacuna de tuberculosis Calmette-Guerin bacille (BCG).

La prueba Mantoux, y otras pruebas de hipersensibilidad de piel del tipo tardio similares tal
como la Multiprueba BioMerieux, se han utilizado ampliamente en los laboratorios de investigacion
diagnéstica y clinica para detectar respuestas especificas de antigeno, mediadas presuntamente por
células T CD4+. Ellos, sin embargo, requieren una cantidad considerable de tiempo para desarrollar
(es decir con el fin de alcanzar un resultado legible), requieren que el paciente regrese para la lectura
del resultado, y existe considerable variabilidad de intraoperador en la aplicacién y lectura de estas
pruebas. Estos problemas combinan limitar su uso efectivo. Por ejemplo, para la prueba Mantoux, se
puede observar cualquier respuesta DTH algunos 2 - 3 dias después de la administracién del antigeno
de tuberculina, que no puede ser factible o deseable para la prueba efectiva de personas vivas en
ubicaciones remotas. Mas auln, la evaluacion de los resultados de prueba de piel es relativamente
subjetiva, conduciendo a resultados cualitativos mas que a resultados cuantitativos.

Aparte de las pruebas de piel DTH, se pueden detectar células T CD4+ especificas de
antigeno, y de hecho se miden, mediante otros métodos. Por ejemplo, utilizando células
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mononucleares de sangre periférica (PBMC), las células T CD4+ especificas de antigeno se pueden
medir por el método conocido como ensayo de linfoproliferaciéon (LPA). Sin embargo, este método,
que utiliza la capacidad de proliferaciéon de las células T CD4+ in vitro e involucra detectar la
incorporacion de 3H-timidina en ADN nuevamente sintetizado después de 6 - 7 dias en cultivo, tiene
varias limitaciones haciéndolo poco atractivo para laboratorios de diagndstico, a saber: (i) el uso de
altos niveles de radionucleétidos; (i) un tiempo largo de "cambio”; (iii) el requerimiento para
procesamiento largo de muestras de sangre para preparar PBMC; (iv) la dependencia de suero humano
cuidadosamente seleccionado, con variabilidad de tanda a tanda; (v) la necesidad de técnicas de
cultivo que requieren un alto nivel de entrenamiento; (vi) el hecho que la respuesta solo se pueda
atribuir a células T CD4+ si las células T CD4+ se purifican primero; y vii) la variabilidad intra e
interensayo sustancial hace la estandarizacion entre la problematica de los laboratorios. Actualmente,
los LPA se desarrollan raramente excepto en laboratorios de investigacion.

Otro ejemplo es una versidn de citometria de flujo del LPA, utilizando diacetato de €arboxi
fluoresceina, éster succimidilo (CFSE)- marcado PBMC (1). Este ensayo es utilizado ampliamente en
laboratorios de investigacion, y aunque este tiene distintas ventajas que no utilizan radioactividad y
también permite la identificacién directa para responder a células T CD4+, esto todavia sufre de otras
desventajas de LPA. Adicionalmente, este ensayo tiene la desventaja que el andlisis de citometria de
flujo se pueden desarrollar muy cuidadosamente ya que el nimero de células relevantes puede ser
muy bajo, frecuentemente en medio de tefiido sustancial de fondo.

Un ejemplo adicional es el denominado ensayo de citoquina intracelular (ICC). Esto se llega
a utilizar relativamente ampliamente en laboratorios de investigacion, y permite la deteccién directa
de las células T CD4+ especificas de antigeno en cultivos de sangre completa (2). Este ensayo tiene,
sin embargo, un trabajo bastante intensivo; requiere un cultivo de 6 horas con antigenos de proteina
completa (2 horas para procesamiento y presentacion de antigeno, mas 4 horas con brefeldian A) o
cultivo de 6 horas con péptidos y brefeldina A. Adicionalmente, cuando se obtienen muestras en la
tarde, ellas requieren etapa de procesamiento en la noche, o de otra forma se dejan hasta el siguiente
dia, lo que no es Optimo. Mas auln, luego se requiere después de cultivo una etapa de tefiido
intracelular de 2 horas, seguido por analisis citométrico de flujo. Automatizacion del ensayo ICC es
posible (3), pero no generalmente disponible. También, es problematica la estandarizacion entre los
laboratorios.

De acuerdo con lo anterior, no hay método para detectar células T CD4+ especificas de
antigeno entre aquellas que estan actualmente disponibles que son facilimente aplicables a los
laboratorios de investigacion, diagnoésticos y clinicos. Adicionalmente, de aquellos que son adecuados
para uso en laboratorios diagndsticos, varios problemas y dificultades con ellos los han hecho
impopulares. Sin embargo, los ensayos para detectar células T CD4+ especificas de antigeno no son
solo el tipo de ensayo de respuesta inmune que ha carecido del favor de los laboratorios de
diagnéstico. Es decir, la respuesta de los linfocitos del sistema inmune al mitégeno policlonal, ha
utilizado ampliamente fitohemaglutinina (PHA), como una medicién de inmunocompetencia de célula
T general (por ejemplo para casos de inmunodeficiencia primaria sospechada (4)); sin embargo,
debido a que este ensayo se basa en LPA de 3H-timidina, con la excepcion que las células se cosechan
en el dia 3, este tiene esencialmente el objeto de la misma desventaja que el LPA.

Se ha propuesto un método de sangre completa mas simple en las que alicuotas pequefias de
muestras anti-coaguladas de sangre completa se incuban con un antigeno o PHA durante 4 horas
(hasta 24 horas), y activacion medida por la regulacién por aumento del antigeno marcador de
activaciéon de célula T temprana, CD69, en células T CD4+, mediante citometria de flujo (5). Este
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ensayo de sangre completa, con un corto tiempo de cambio y lectura de superficie celular muy simple,

es un método atractivo. Sin embargo, en manos del actual solicitante, se ha encontrado que aunque el
ensayo es Util para medir las respuestas PHA policlonales, no es suficientemente especifico para
detectar células T CD4+ especificas de antigeno ya que un namero mayor no viable de células T

CD4+ regulan por aumento el CD69 en respuesta a antigeno indicando una carencia de especificidad
con esta lectura. Adicionalmente, se encuentra que el analisis resultante se complica por la presencia
de CD69 en un pequefio pero significativo subconjunto de células T CD4+ ex vivo.

Otro ejemplo de un ensayo de sangre completa para células T CD4+ especificas de antigeno
que estad en uso es el ensayo de estimulacién de sangre completa Quantiferon® (CSL Limited,
Melbourne, VIC, Australia). En este ensayo, luego de la estimulacién antigénica, se recolecta plasma
y se evalla para IFM-mediante ELISA. Sin embargo, con el estandar LPA, no se confirma la
respuesta que se debe a células T CD4+, ya que se produce mucho IFN- mediante células T CD8+,
particularmente en respuesta a antigenos viricos, asi como también con células NK presentes en los
cultivos. Actualmente, este ensayo solo se licencia para la deteccién de respuestas a M. tuberculosis.
Sin embargo, se ha observado que el ensayo da altos nimeros de resultados indeterminados en
poblaciones pediatricas jévenes. Existe un segundo ensayo para la deteccién de respugstas IFN-
estimuladas por M. tuberculosis conocido como el ensayo TB T spot aprobado para uso en Europa.
Este ensayo es un método basado en ELlIspot, que requiere la separacion de PBMC antes de colocar en
una placa ELIspot. El ensayo parece tener especificidad y sensibilidad similares, pero un menor indice
de resultados indeterminados de pacientes inmunosuprimidos y pediatricos.

La US 2005/0196386 describe un método para producir "células reguladoras T supresoras
CD4+CD25+ aisladas, de cultivo expandido, activadas ex vivo para la prevencién o supresion de
reacciones inmunes en un anfitrion". Se purifican PBMC de sangre completa, y las células
CD4+CD25+ luego se aislan de la poblacion PBMC, y las células CD4+CD25+ aisladas in vitro se
estimulan con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Se examina la expresion de CD134 en células de
respuesta a CD4+CD25- de reaccion de linfocito mezclado (MLR).

Una publicacion por Sanchez et al. (Br. J. Haematology (2004) 126: 697-703) se dirige a
medir la interaccion entre células reguladoras T altas CD4+CD25 vy linfocitos CD134+ no reguladores
activados (es decir como dos poblaciones celulares separadas) en la sangre periférica de enfermedad
de injerto versus anfitrion (GVHD) de pacientes en la ausencia de la estimulacién in vitro. Una
publicacién por Miura et al. (Transplant Proc. (2005) 37:57-61) investiga las cinéticas de expresion de
0OX40 (CD134) en sangre periférica de pacientes con GVHD. Se purifican PBMC de sangre completa,

y las poblaciones luego se purifican adicionalmente utilizando glébulos MACS y/o clasificacion
FACS. En una serie de experimentos, se examinan niveles de mARN OX40 sin detectar la
coexpresion de CD25 y CD134.

En una publicacion en 2000 (Arthritis & Rheumatism 50: 2775-2785), van Amelsfort el al.
examina la presencia, fenotipo y funcion de células reguladoras T CD4+CD25+ en sangre periférica y
fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (RA). Se purifican PBMC de sangre completa y se
encuentran células CDY+CD25+0X40+ dentro de la poblacién PBMC ex vivo de controles normales
y pacientes RA (es decir en la ausencia de estimulacion in vitro).

En una serie de papeles que involucran Gummert JF y Barten MJ (Transplantation (2000) 70:
1038-1049; J. Immunol. Meth. (2001) 253: 95-112; y Transplant Immunol. (2002) 10: 1-14), los
niveles de expresién independientes de CD25 o CD134 (como marcadores de activacion) se examinan
en poblaciones de linfocitos en sangre completa luego de estimulacién in vitro para examinar la



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2349338 T3

4

funcién inmune luego de tratamiento de farmaco; sin embargo, no se examina la coexpresion de CD25
y CD134.

De acuerdo con lo anterior, permanece una necesidad para el método de costo efectivo
alternativo y relativamente simple para detectar, particularmente, células T CD4+ especificas de
antigeno, pero también células T CD8+ especificas de antigeno.

Aunque investigar las cinéticas de la regulacién por aumento del antigeno de marcador de
superficie celular CD25 (una proteina de transmembrana que es la aadilareceptor de
interleukina-2 (IL-2)) y la division celular utilizando PBMC marcado CFSE, el actual solicitante
encuentra que el CD25 se regula por aumento altamente en células T CD4+ en respuesta a antigeno o
mitbgeno desde 24 horas en adelante, precedido de la division celular que empieza en
aproximadamente 48 horas en adelante. Al mismo tiempo, se han investigado cinéticas de expresion
de ciertas proteinas de superficie celular de coestimulacion tal como CD134 (OX40) y Cb137 (4
1BB), y se encuentra que la regulacién por aumento de estas proteinas también ocurre de 24 horas en
adelante. Los estudios genéticos en modelos de ratén han mostrado que la interaccion entre OX40 en
células T CD4+ y ligando OX40 (OX40L) en células que presentan antigeno es crucial para la
generacion de células T CD4+ “memoria” (es decir células T CD4+ cebadas que se han desarrollado
en las denominadas células de memoria capaces de conferir proteccion inmediata asi como también la
capacidad de montar una respuesta inmune efectiva y mas rapida para la estimulacion antigénica), y la
promocion de la supervivencia de células T CD4+ efectoras después de cebado. Ya que este ha
reportado previamente que la expresién CD134 en células T CD4+ picos a 24 - 48 horas después de la
estimulacién de célula T mediante antigeno o mitégeno, y regresa a los valores iniciales
aproximadamente 120 horas después (6), el actual solicitante por lo tanto investiga si el CD25 y
CD134 se coexpresan justo antes de 48 horas (es decir un punto de tiempo que corresponde con la
expresién CD134 méaxima, pero antes del inicio de la division celular), utilizando cultivos de sangre
completa que estimulan con antigenos o mitdgenos, y por lo tanto se pueden utilizar como la base de
un método de costos efectivo y relativamente simple para la deteccién y/o medicion de células T
CD4+ especificas de antigeno. Se encuentra que estos marcadores de superficie celular para células T
CD4+ especificas de antigeno se pueden medir facilmente mediante citometria de flujo después de 40
- 44 horas de incubacion con antigeno utilizando muestras de sangre completa anticoaguldas de
heparina de sodio. Por lo tanto, el método combina la simplicidad de establecer (es decir si la
necesidad de preparacién de PBMC) con una lectura de citometria de flujo simple (es decir sin la
necesidad de permeabilizar células y detectar citoquinas). Adicionalmente, se encuentra que el método
tiene un fondo sorprendentemente bajo (<0.03% de células T CD4+), y al utilizar el método, hasta la
fecha es posible detectar facilmente las respuestas de células T CD4+ a antigenos contenidos en las
preparaciones de antigenos micobacteriales, tétanos toxoides, lisato citomegalovirus (CMV), lisato
vaccinia y péptidos de Virus de Inmunodeficiencia Humana (HIV-1). Mas aun, se ha encontrado que
también se puede utilizar el método en evaluar las respuestas mas amplias a mitégenos tal como PHA
y enteroantigeno Estafilocécico B (SEB), como una medicion de inmunocompetencia general.
Todavia adicionalmente, el método tiene aplicacion en clasificacion celular de células T CD4+
activadas de mitdgeno o especificas de antigeno, por lo que se pueden evitar etapas de fijacion y
permeabilizacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un método para la deteccion
cualitativa o cuantitativa de células T CD4+ especificas de antigeno y/o células T CD8+ en un sujeto,
dicho método comprende detectar cualitativamente o cuantitativamente la expresién del marcador
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CD25 de superficie celular y uno o mas de los marcadores de superficie celular CD134 y CD137
mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en una muestra de sangre completa de dicho
sujeto luego de la exposicion in vitro de la muestra de sangre completa a un antigeno.

Preferiblemente, el método del primer aspecto comprende las siguientes etapas:

(i) cultivar la muestra de sangre completa del sujeto en la presencia del antigeno; y

(ii) detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion de CD25 y uno o
mas de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en la muestra
de sangre completa cultivada.

Preferiblemente, la etapa de detectar la expresion de CD25 y uno o mas de CD134 y CD137
se desarrolla dentro de aproximadamente 24 a aproximadamente 48 horas desde el inicio de la etapa
de cultivo.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para medir la
inmunocompetencia de un sujeto, dicho método comprende detectar cualitativamente o
cuantitativamente la coexpresion del marcador CD25 de superficie celular y uno o mas de los
marcadores de superficie celular CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T
CD8+ en una muestra de sangre completa de dicho sujeto luego de la exposicion in vitro de la muestra
de sangre completa a un antigeno y/o mitégeno.

Preferiblemente, el método del segundo aspecto comprende las siguientes etapas:

(i) cultivar la muestra de sangre completa del sujeto en la presencia del antigeno y/o

mitdgeno; y

(ii) detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion de CD25 y uno o
mas de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en la muestra
de sangre completa cultivada.

Preferiblemente, la etapa de detectar la expresiéon de CD25 y uno o mas de CD 134 y CD137
se desarrolla dentro de aproximadamente 24 a aproximadamente 48 horas desde el inicio de la etapa
de cultivo.

Preferiblemente, la etapa de cultivar consiste de cultivar la muestra de sangre completa en la
presencia del antigeno.

En ambos aspectos de la presente invencion, el antigeno se puede seleccionar del grupo que
consiste de tuberculina, antigeno de nucleo del Virus de Hepatitis C (HCV), proteina 3 no estructural
HCV (NS3), lisato de citomegalovirus (CMV), Fosfoproteina 65 CMV (pp65), Lisato (HSV)-1 del
Virus Herpes Simplex, Lisato HSV-2, lisato vaccinia, tétano toxoide (TT), derivado de proteina
purificada (PPD) de tuberculosis Micobacterium, Estreptoquinasa de antigeno estreptococcus, Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH)-1 p24, y grupos de péptidos traslapantes de HIV-1 Gag, Env,
Pol u otras proteinas accesorias.

En el segundo aspecto de la invencion, es preferible que la etapa de cultivar consiste en
cultivar la muestra de sangre completa en la presencia del mitégeno.

En ambos aspectos de la presente invencion, es preferible que la etapa de deteccion se
desarrolle dentro de aproximadamente 40 a 44 horas desde el inicio de la etapa de cultivo.

En ambos aspectos de la invencion, es preferible que la etapa de detectar la coexpresion de
CD25 y uno o mas de CD 134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ consiste
en detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25 y CD 134 en células T CD4+.

En ambos aspectos de la invencion, es preferible que la etapa de detectar la coexpresion de
CD25 y uno o0 mas de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ consiste
de detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25 y CD137 en células T CD8+.
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En ambos aspectos de la invencion, es preferible que la etapa de deteccién comprenda el uso
de por lo menos un anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo de anticuerpos monoclonales que
unen especificamente a uno de CD25, CD134 y CD137.

En ambos aspectos de la invencion, es preferible que el método comprenda adicionalmente
una etapa de aislar células que coexpresan CD25 y uno o mas de CD134 y CD137.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 proporciona histogramas de un sujeto de control adulto saludable representativo
gue muestra el tefiido para células T CD25+CD 134+ CD4+ en el cultivo de control (+ 0) comparado
con tefiido para células T CD25+CD 134+ CD4+ en respuesta a SEB, CMV, tétano toxoide (TT), y
derivado de proteina purificada (PPD) de M. tuberculosis, respectivamente. El porcentaje de células T
CD25+CD134+ CD4+ se muestra para cada histograma.

La Figura 2 proporciona los resultados de tefiido para células T CD25+CD134+ CD4+ en
diferentes momentos de incubacién de 4 a 52 horas, para dos diferentes sujetos de control adultos
saludables (SO01 y S002), en respuesta a TT (S001; eje izquierdo), C W (S002; eje izquierdo) y SEB
(SO01 y S002; eje derecho), respectivamente.

La Figura 3 proporciona histogramas de un sujeto de control adulto saludable (C003, de la
Tabla 1) que muestra el tefiido para células T CD4+ CD25+CD 134+ (después de 40 hr de
incubacion), comparado con tefiido de células T proliferantes CD4+ (definidas por tener fluorescencia
CFSE reducida) en el dia 7, en respuesta a 0, CMV, TT y PPD. El porcentaje de células T
CD25+CD134+ CD4+ se muestra para cada histograma (izquierdo) y el porcentaje de CFSE-dim
células T CD4+ también se muestra (derecho).

La Figura 4 proporciona datos para la apariencia de células T CD25+CD134+ CD4+ en
respuesta a inoculacién vaccinia. (A) Histogramas representativos de tefiido para células T CD4+
CD25+CD 134+ en cultivos de sangre completa en respuesta a control (izquierda) o lisato vaccinia
(derecha) en diferentes dias luego de inoculacion, para el sujeto VS001. Se muestran los porcentajes
de células T CD25+CD134+ CD4+ para cada histograma. (B) Los resultados de tefiido para células T
CD25+CD134+ CD4+, en respuesta a lisato vaccinia, para tres diferentes sujetos luego de
inoculacidn. (C) Correlacion de tefiido para células T CD25+CD134+ CD4+, comparado con ensayo
de citoquina intracelular para IFN-en respuesta a lisato vaccinia, para tres diferentes sujetos luego
de inoculacion.

La Figura 5 muestra la correlacion de tefido para células T CD25+CD134+ CDA4+,
comparado con ensayo de citoquina intracelular paray|F¥ sangre completa de macacos que no
estan vacunados, vacunados utilizando una construccion que expresa la proteina de antigeno
especifica del grupo HIV-1 (Gag) o vacunado con una construccion que expresa el Gag HIV-1,
proteina envuelta (Env), y proteinas de poliproteina de Polimerasa (Pol) y otros genes accesorios HIV
1, en respuesta al grupo de péptido de antigeno Gag HIV-1.

La Figura 6 proporciona histogramas de un sujeto de control adulto saludable representativo
(C002) y un sujeto representativo de VIH+ (S009), respectivamente, que muestra el tefiido para
células T CD8+ CD25+CD137+ en el cultivo de control (+ 0) comparado con tefiido para Células T
CD8+ CD25+CD137+ en respuesta a PHA (+ PHA); un grupo de péptidos traslapantes de antigeno
Gag HIV-1 (+ HIV Gag); y un grupo de péptidos antigénicos optimizados de CMV, EBV e influenza
(+ CEF), respectivamente. El porcentaje de células T CD8+ CD25+CD137+ se muestra para cada
histograma.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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El actual solicitante ha encontrado que la deteccion de la expresion de los marcadores de
superficie celular, CD25 y CD134 y/o CD137, proporciona un medio Util para detectar y/o medir
células T CD4+ especificas de antigeno y/o células T CD8+ al cultivar la muestra de sangre completa,
de un sujeto.

El término "especifico de antigeno", utilizado en relacion a células T CD4+ o células T
CD8+, se entiende que significa que las células T son capaces de unir especificamente y responder al
antigeno particular de interés. Adicionalmente, se entiende que las células T CD4+ o células T CD8+
gue se describen como "especificas de antigeno" no son células reguladoras T (células TREG).

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método para la deteccion
cualitativa o cuantitativa de células T CD4+ y/o Células T CD8+ especificas de antigeno en un sujeto,
dicho método comprende detectar cualitativamente o cuantitativamente la expresion del marcador
CD25 de superficie celular y uno o méas de los marcadores de superficie celular CD134 y CD137 en
una muestra de sangre completa de dicho sujeto en respuesta a exposicién a un antigeno.

Preferiblemente, el método del primer aspecto comprende las siguientes etapas:

(i) cultivar la muestra de sangre completa del sujeto en la presencia del antigeno; y
(ii) detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion de CD25 y uno o
mas de CD134 y CD137 en la muestra cultivada.

Se puede obtener muestra de sangre completa del sujeto mediante cualquier método bien
conocido por las personas expertas en la técnica (por ejemplo mediante canula y el uso de frascos para
muestra de sangre). Se puede agregar un agente anticoagulante adecuado a la muestra de sangre
completa para evitar la coagulacion. Un agente anticoagulante particularmente adecuado es heparina
de sodio que se puede utilizar convenientemente al emplear cualesquier frasco para muestra de sangre
heparinizada disponible comercialmente. Preferiblemente, los agentes anticoagulantes que quelan los
iones de calcio (G4, tal como dextrosa de citrato acido (ACD) o &cido etileno diaminatetracético
(EDTA), se evitan ya que estos pueden interferir con la funcion de linfocito al evitar el influjo de
calcio (9). De acuerdo con lo anterior, es preferible que las muestras de sangre completa, para uso en
el método del primer aspecto, se recolecten en frascos para muestra de sangre heparinizada.

La etapa de cultivar la muestra de sangre completa puede ser de acuerdo con cualquier
método bien conocido por las personas expertas en la técnica. La muestra de sangre completa, por
ejemplo, se puede mezclar con un medio de cultivo adecuado (por ejemplo medio Iscove modificado
de Dulbecco) y antigeno, y se incuba a 37 °C. El antigeno se seleccionara de acuerdo con las células T
CD4+ especificas de antigeno y/o células T CD8+ destinadas a ser detectadas. Asi, por ejemplo, para
probar la tuberculosis latente o antes de vacunacion con BCG, el antigeno seleccionado puede ser
antigenos tuberculina o especificos a tuberculosis tal como el objetivo antigénico secretor temprano
(ESAT-6) y la proteina 10 de filtrado de cultivo (CFP-10). De forma similar, para la prueba de
Hepatitis C, el antigeno seleccionado puede ser antigeno de nucleo o proteina 3 no estructural de virus
de la Hepatitis C (HCV) (NS3), mientras la prueba para CMV puede utilizar fosfoproteina 65 (pp65) o
un lisato CMV. Para el HIV-1, el antigeno seleccionado puede ser p24 recombinante o grupos de
péptidos traslapantes de Gag, Env, Pol, u otros genes accesorios HIV-1.

Aparte de proteinas purificadas (nativa o recombinante) tal como tuberculina y HIV-1 p24, el
antigeno puede ser, por ejemplo, un lisato bacterianoo virico, virus completo muerto, fragmento de
proteina antigénica (que incluye péptidos antigénicos sintéticos), un grupo de péptido traslapante (7,
8) o péptidos antigénicos optimizados, bacterias fijas 0 asesinas completas, preparaciones antigénicas
de levadura u hongos o células liricamente infectadas o células que presentan antigeno-antigeno
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pulsado. El antigeno se puede vincular a una molécula portadora adecuada o se utiliza en combinacion
con un adyuvante.

Preferiblemente, la etapa de detectar la expresion de CD25 y uno o mas de CD134 y CD137
se desarrolla antes que se haya divido un nimero sustancial de células presentes en el cultivo. De
acuerdo con lo anterior, bajo condiciones de cultivo estandar (por ejemplo 37 °C en una atmésfera
humidificada de 5% de GCen aire, y utilizando un medio de cultivo estandar adecuado para el
cultivo de linfocitos), la etapa de deteccién se desarrolla preferiblemente dentro de 60 horas y, mas
preferiblemente, dentro de 48 horas desde el inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la
presencia del antigeno. Mas aun, es preferible que la etapa de deteccién se desarrolle después de un
periodo suficiente para la coexpresion de los marcadores de superficie celular (es decir CD25, CD134
y/lo CD137) para ser sustancialmente regulado por aumento. De acuerdo con lo anterior, bajo
condiciones de cultivo estandar, es mas preferible que la etapa de deteccion se desarrolle dentro de
aproximadamente 24 a 48 horas desde el inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la
presencia del antigeno, y mas preferiblemente, dentro de aproximadamente 40 a 44 horas desde el
inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la presencia del antigeno.

Aunqgue el método puede involucrar detectar la expresion de CD25 y uno o mas de CD134 y
CD137, es preferible que el método consista de la deteccién cualitativamente o cuantitativamente
CD25 y CD134 en células T CD4+ o detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25 y CD137 en
células T CD8+.

A este respecto, se ha encontrado que pocas, si las hay, células CD4+ o células T CD8+
diferentes a células T CD4+ o CD8+ especificas de antigeno expresan estas combinaciones de los
marcadores de superficie celular ex vivo, y por lo tanto esto permite la etapa de deteccion a ser
desarrollada contra la coexpresion muy baja "fondo" de CD25 y CD134 o la coexpresion de CD25 y
CD137. Como una consecuencia, se puede utilizar el método del primer aspecto de la presente
invencion, en particular, para detectar células T raras CD4+ especificas de antigeno (por ejemplo
presentes en el cultivo en frecuencias de menos de 0.1% de las células T totales CD4+).

La etapa de detectar los marcadores de superficie celular se puede desarrollar de acuerdo con
cualquier método bien conocido por personas expertas en la técnica. Tal un método puede involucrar
el uso de anticuerpos monoclonales marcados que se unen especificamente a uno de los marcadores de
superficie celular, CD25, CD134 y CD137, y, preferiblemente, el uso de citometria de flujo. A este
respecto, las personas expertas en la técnica entenderan que la siguiente unién con anticuerpos
monoclonales marcados adecuados (por ejemplo anticuerpos anti- CD25 y anti-CD134), se pueden
fijar muestras con un agente de fijado adecuado (por ejemplo paraformaldehido, que se puede utilizar
en 1% en soluciébn salina amortiguada con fosfato (PBS)) para permitir la cuantificacion o
determinacion cualitativa posterior de los marcadores de superficie celular (por ejemplo mediante el
uso de citometria de flujo) segin sea conveniente (por ejemplo luego de transporte del sitio de
recoleccion y cultivo de la muestra de sangre completa, a un laboratorio de citometria de flujo). De
acuerdo con lo anterior, en el contexto de los tiempos preferidos, dados anteriormente, para desarrollar
la etapa de deteccion, se entiende que el "tefiido" (es decir con anticuerpos monoclonales adecuados
marcados con tintes fluorescentes y "fijado" de las muestras cultivadas necesita solo ser desarrollado
dentro del periodo preferido. Es decir, se entiende que donde se inicia el tefiido y fijado 44 horas
después del inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la presencia del antigeno, pero la
cuantificaciéon o determinacion cualitativa actual de los marcadores de superficie celular no se hace
hasta lo ultimo (por ejemplo 12 a 24 horas después), que no obstante las cantidades para desarrollar la
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etapa de deteccion dentro del periodo mas preferido de aproximadamente 40 a 44 horas desde el inicio
del cultivo de la muestra de sangre completa en la presencia del antigeno.

El método del primer aspecto puede comprender adicionalmente células que expresan CD25
y uno o mas de CD134 y CD137. La etapa de aislamiento se puede desarrollar de acuerdo con
cualquier método bien conocido por las personas expertas en la técnica, por ejemplo, al utilizar la
funcién de clasificar la célula disponible en muchos citdmetros de flujo.

El método del primer aspecto de la presente invencion permite particularmente la deteccion
cualitativa o cuantitativa de células T CD4+ especificas de antigeno (es decir el método permite
monitorear las respuestas memoria de célula T CD4+). El método por lo tanto puede ser Util para la
deteccion de células T CD4+ especificas de antigeno contra bacterias intracelulares patogénicas (por
ejemplo Micobacteria, Clostridium y Helicobacter), hongos (por ejemplo Candida, Aspergillus y
Cryptococcus), virus (por ejemplo Citomegalovirus (CMV), Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH)-1, virus Epstein-Barr (EBV), Virus de la Influenza, Virus Measles, Virus Mumps, Virus
Rubella, Virus de la Hepatitis B (HBV), virus de la Hepatitis C (HCV), virus Herpes Simplex {HSV)

1, virus HSV- 2, JC y virus Herpes de Sarcoma de Kaposi), y protozoarios (por ejemplo Toxoplasma,
neumocistis, Criptosporidio y Plasmodio) bacterias extracelulares (por ejemplo Escherichia coli,
Streptococcus spp., Neisseria spp., Haemophilus spp., Pseudomonas spp.) y toxoides (tétano toxoide,
Difteria toxoide). El método también puede ser Util para la deteccion de células T CD4+ especificas de
antigeno contra autoantigenos (por ejemplo insulina, gliadina, receptor acetil colina, proteina basica
mielina, ADN y cromatina,) y alérgenos (por ejemplo proteinas de acaros del polvo doméstico o
proteinas de polen de pasto). Preferiblemente, el antigeno se selecciona del grupo que consiste de
tuberculina, antigeno de nucleo HCV, HCV NS3, CMV pp65, lisato CMV, lisato HSV-1, Lisato
HSV-2, lisato de Virus JC, lisato vaccinia, tétano toxoide (TT), derivado de proteina purificada (PPD)
de tuberculosis Micobacterium, Estreptoquinasa de antigeno estreptococos (SK), HIV-1 p24 y grupos
de péptidos traslapantes de Gag, Env, Pol u otros genes accesorios HIV-1.

El sujeto puede ser humano u otro animal de significancia veterinaria (por ejemplo animales
de granja, caballos de raza, y animales de compafiia). El sujeto también puede ser un animal de
laboratorio tal como un ratdon o mono para uso como, por ejemplo, un modelo de enfermedad humana
o en el desarrollo de vacunas, en donde es de particular interés analizar varios aspectos de la respuesta
inmune.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un método para medir la
inmunocompetencia de un sujeto, dicho método comprende detectar cualitativamente o
cuantitativamente la expresion del marcador CD25 de superficie celular y uno o mas de los
marcadores de superficie celular CD134 y CD137 en una muestra de sangre completa de dicho sujeto
en respuesta a la exposicién a un antigeno y/o mitégeno.

Preferiblemente, el método del segundo aspecto comprende las siguientes etapas:

(i) cultivar la muestra de sangre completa del sujeto en la presencia del antigeno y/o

mitdgeno; y

(ii) detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion de CD25 y uno o
mas de CD134 y CD137 en la muestra cultivada.

Con el método del primer aspecto, la muestra de sangre completa se puede obtener del sujeto
mediante cualquier método bien conocido por personas expertas en la técnica, pero se puede obtener
convenientemente a través del uso de una canula y un frasco de muestra sanguinea heparinizada. De
nuevo, los agentes anticoagulantes que quelan los iones de caftjoe(@an preferiblemente que
ellos interfieran con la funcién de linfocito.
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La etapa de cultivar la muestra de sangre completa puede estar de acuerdo con cualquier
método bien conocido por las personas expertas en la técnica. Asi, la muestra de sangre completa se
puede mezclar con un medio de cultivo adecuado y el antigeno y/o mitégeno, y se incuba a 37 °C.

Preferiblemente, en el método del segundo aspecto de la presente invencion, la etapa de
cultivar la muestra de sangre completa involucra cultivar en la presencia del mitégeno. El mitdgeno se
puede seleccionar de aquellos mitdgenos bien conocidos por las personas expertas en la técnica, por
ejemplo, el mitdgeno se puede seleccionar del grupo que consiste de PHA, acetato de forbol miristilo
(PMA), yonomicina, SEB, toxina de sindrome de choque toxico (TEST), enterotoxina estafilococcal
A (SEA), concanavalina A (Con A), mitdgeno de hierba carmin, y anticuerpo monoclonal anti-CD3
opcionalmente en combinacion con coestimulacién CD28 y/o anticuerpo monoclonal anti-CD2.

Alternativamente, en el método del segundo aspecto de la presente invencion, la etapa de
cultivar la muestra de sangre completa involucra cultivar en la presencia del antigeno. Aparte de las
proteinas purificadas (nativa o recombinante) tal como tuberculina, el antigeno puede ser de nuevo,
por ejemplo, un lisato bacteriano o virico, un fragmento de proteina antigénica (que incluye péptidos
antigénicos sintéticos), o un grupo de péptido traslapante (7, 8). El antigeno se puede vincular a una
molécula portadora adecuada o se utiliza en combinacién con un adyuvante.

Preferiblemente, el antigeno se selecciona del grupo que consiste de tuberculina, antigeno de
ndcleo HCV, HCV NS3, CMV pp65, lisato CMV, lisato HSV-1, lisato HSV-2, lisato vaccinia, tétano
toxoide (TT), derivado de proteina purificada (PPD) de tuberculosis Micobacterium, estreptoquinasa
de antigeno estreptococcus, HIV-1 p24, y grupos de péptidos traslapantes de Gag, Pol, Env o otros
genes accesorios HIV-1.

Preferiblemente, la etapa de detectar la expresion de CD25 y uno o mas de CD134 y CD137
se desarrolla antes de un nimero sustancial de células presentes en el cultivo que se ha dividido. De
acuerdo con lo anterior, la etapa de deteccion se desarrolla preferiblemente dentro de 60 horas y, mas
preferiblemente, dentro de 48 horas desde el inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la
presencia del antigeno y/o mitégeno. Mas aun, es preferible que la etapa de deteccion se desarrolle
después de un periodo suficiente para la expresion de los marcadores de la superficie celular (es decir
CD25, CD134 y/o CD137) a ser sustancialmente regulado por aumento. De acuerdo con lo anterior, es
mas preferible que la etapa de deteccidn se desarrolla dentro de aproximadamente 24 a 48 horas desde
el inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la presencia del antigeno y/o mitégeno, y mas
preferiblemente, dentro de aproximadamente 40 a 44 horas desde el inicio del cultivo de la muestra de
sangre completa en la presencia del antigeno y/o mitégeno.

Aunque el método puede involucrar detectar la coexpresion de CD25 y uno o mas de CD134
y CD137, es preferible que el método consiste en detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25
y CD134 en células T CD4+ o detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25 y CD137 en
células T CD8+.

La etapa de detectar los marcadores de superficie celular se puede desarrollar de acuerdo con
cualquier método bien conocido por las personas expertas en la técnica. Preferiblemente, la etapa de
deteccion comprende el uso de citometria de flujo. Con el método del primer aspecto, la citometria de
flujo se puede retrasar (por ejemplo durante 12 a 24 horas), si la muestra de sangre completa cultivada
se fija de forma adecuada. Asi, en donde la etapa de deteccién comprende el uso de anticuerpos
monoclonales adecuados (por ejemplo anticuerpos anti-CD25 y anti-CD134) marcados con, por
ejemplo, tintes fluorescentes y el uso de citometria de flujo, la muestra de sangre completa cultivada
se puede tefiir y se fija 44 horas después del inicio del cultivo de la muestra con el antigeno y/o
mitégeno pero con la cuantificacién o determinacién cualitativa de los marcadores de superficie
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celular (por ejemplo mediante citometria de flujo) desarrollada después. Como tal, se entendera que la
etapa de deteccibn no obstante se ha desarrollado dentro del periodo mas preferido de
aproximadamente 40 a 44 horas desde el inicio del cultivo de la muestra de sangre completa en la
presencia del antigeno y/o mitégeno. EI método del segundo aspecto puede comprender
adicionalmente células aisladas que expresan CD25 y uno o mas de CD134 y CD137. La etapa de
aislamiento se puede desarrollar de acuerdo con cualquier método bien conocido por aquellas
personas expertas en la técnica, por ejemplo, al utilizar la funcion de clasificacion celular disponible
en muchos citdmetros de flujo.

De nuevo, el sujeto puede ser humano u otro animal de significancia veterinario o de
laboratorio.

Con el fin de que la naturaleza de la presente invencion se entienda mas claramente, sus
formas preferidas se describiran ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Ensayo de CD25/CD134 de Sangre completa humana

Materiales y Métodos

Sujetos

Se reclutan adultos voluntarios saludables de personal del hospital y de la universidad. Se
inoculan tres sujetos con vaccinia, por razones ocupacionales, de acuerdo con directrices de seguridad
y salud ocupacional locales, y proporciona muestras longitudinales, como se describen (10). También
se examina el VIH positivo a largo plazo no progresor, LTNP-001, quien tiene una respuesta de célula
T CD4+ facilmente detectable para HIV-1 p24 (7).

Reactivos

El mitégeno, fitohemaglutinina (PHA; Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos de América), se
utiliza en cultivos de sangre completa en una concentracion final de 5 pg/ml.

Se utiliza enterotoxina estafilococcal B (SEB; Sigma) en una concentracion final de 1 pg/ml.

Se prepara el lisato CMV como se describié previamente (7) y se utiliza en una
concentracion final de 1/250.

El antigeno vaccinia para ensayos in vitro se prepara como se describe (10), luego de
propagacion de la cepa NYCBH en células HelLa. El lisato virico completo de virus maduros
intracelulares se prepara mediante congelamiento y descongelamiento muiltiple de células infectadas,
luego de la remocion de residuos celulares mediante centrifugacién a 700g durante 10min. El antigeno
virico se trata adicionalmente mediante inactivacion por calor a 56°C durante 30min, que reduce el
titulo infeccioso mediante un factor de 106 (datos no mostrados). Se utiliza lisato vaccinia en una
concentracién final de 1/250. Un lisato de control de células HeLa no infectadas también se prepara en
paralelo, y se utiliza en la misma concentracion final.

El antigeno micobacteriano preparado como PPD de M. tuberculosis (MTB) del Staten
Serum Institute (Dinamarca). Se utiliza PPD en una concentracion final de 5ug/ml.

Se obtiene tétano toxoide (TT) de Commonwealth Serum Laboratories (CSL Limited,
Melbourne, VIC, Australia). Se utiliza TT de acuerdo con las direcciones del fabricante en una
concentracion final de 2 Lf U/ml.

Se utiliza HIV-1 p24 (Protein Sciences, Meriden, CT, Estados Unidos de América) en una
concentracion de 5pg/ml como se describié previamente (7).

Se obtienen anticuerpos monoclonales conjugados CD3-PerCP-Cy5.5, CD4-PE-Cy7, CD8
APC-Cy7, CD25-APC, CD134-PE, y CD134-FITC de Becton-Dickinson (San Jose, CA, Estados
Unidos de América).
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Ensayos de Linfoproliferacion (LPA)

Se aislan células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion de
gradiente de densidad Ficoll-Hypaque como se describié previamente (7). Se inculSaRBIMTD
por pozo en placas de fondo redondo de 96 pozos 6 dias en RPMI 1640 (JRH, Melbourne, VIC,
Australia) que contiene 10% de suero humano (Cambrex, East Rutherford, NJ, Estados Unidos de
América). Se establecen cultivos de cuadruplicado que no contienen aditivo (control), o diferentes
antigenos o mitégenos. Se agrega 0.5PCi de 3H-timidina (Amersham, Buckinghamshire, Reino
Unido) por pozo y se incuba durante 18 hr adicionales, seguido por cosecha celular (Canberra
Packard) y se cuenta en un contador de centelleo TopCount (Packard Instrument Co. Meriden, CT,
Estados Unidos de América). La media de los conteos de replicado par cada antigeno o mitégeno se
divide por el medio para los cultivos de control, dando un indice de estimulacion (Sl). El Cpm en
pozos de control esta en el rango de 124-428 cpm.

El ensayo CFSE de proliferacién de células T CD4+ se desarrolla como se describié
previamente (7).

Ensayo de citoquina intracelular (ICC)

Se utiliza un ensayo de citoquina intracelular de sangre completa (ICC), con base en un
método publicado previamente (2), utilizando citometria de flujo de 6 colores, para medir células T
CD4+ especificas de vaccinia, como se describié (7, 10). En resumen, se incuba 0.5 ml de sangre
completa anticoagulada Heparina de Na con anticuerpos coestimuladores CD28 y CD49d en la
presencia de lisatos no aditivos (control), SEB, o vaccinia o control durante 2 hr a 37°C, seguido por 4
hr de incubacién adicional con 10 pg/ml Brefeldin A (Sigma-Aldrich). Al final de esta incubacion, se
agrega EDTA (Sigma) a los cultivos en una concentracion final de 2PM, durante 15 min a temperatura
ambiente (TA). El tefiido intracelular para las citoquinas se desarrolla como se describid previamente
(7). En resumen, luego se incuba 100 pl de estos cultivos con 1 ml de solucién FACSLysing durante
10 min a TA, se lava una vez con 2ml de PBA. Luego se incuban glébulos con 0.5 ml de Solucién
Permeabilizante FACS durante 10 min a TA, y se lava una vez con 2ml PBA. Luego se incuban
células con mAb durante 30 min a TA en la oscuridad, luego se lavan una vez con 2ml de solucién
salina amortiguada con fosfato (PBS) que contiene 0.5% de albimina de suero bovino y 0.1% de azida
de sodio (PBA), y se resuspende en 0.5% de solucion amortiguada paraformaldehido/fosfato
(PF/PBS).

Para andlisis, se recolectan 300,000 eventos, como se describid previamente (8). Los
linfocitos T se colocan primero en CD3-PerCP-Cy5.5 versus dispersion lateral, luego en células CD4
PE-Cy7-positivo/CD8-APC-Cy7-negativo, y se analizan células CD69-APC+y{FNC+. Este
método tiene un corte validado para resultados positivos de 0.08% de células T CD4+, con base en los
resultados de fondos méas 3 veces la desviacion estandar, de andlisis de dieciséis controles negativos
VIH (Munier et al, resultados no publicados)

Ensayo CD25/CD134 de sangre completa

Se mezcla 0.25 ml de sangre completa anticoagulada de Heparina Na con 0.25 ml de Medio
Dulbeco Moadificado Iscove (IMDM; JRH) en 5ml de jarras estériles de tapa rosca de poliestireno
(Biolabs, Melbourne, VIC, Australia). Se agregan antigenos y mitdbgenos en las concentraciones
especificadas, y se incuban cultivos, con la tapa puesta floja , a 37°C durante 40 hr en una atmésfera
humidificada de 5% de G(en aire. Los cultivos de control negativo comprendidos mezclados con
sangre completa y IMDM solo, en la ausencia de cualesquier antigenos. Los cultivos de control
positivos contenidos en PHA o SEB. Estos controles de cultivo positivo y negativo se incluyen en
cada experimento.
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Citometria de flujo

La citometria de flujo de cultivos de sangre completa se desarrolla después de fijacion en un
citometro de flujo LSR Il de laser dual (Becton-Dickinson) utilizando el software FACSDiva v4.1.
Primero se identifican linfocitos T utilizando un CD3-PerCP-Cy5.5 vs colocacion en dispersion
lateral, seguido por colocacién en células CD3+ CD4-PE-Cy7+ T. También, se utiliza tefiido CD8
APC-Cy7 para excluir células T CD8+ del CD4+. Luego se analizan células CD3+CD4+CD8- para
tefiido con CD25-APC y CD134- PE. En algunos experimentos, se utilizan CD25-APC y-CD134
FITC, como se indica. Todos los anticuerpos monoclonales se obtienen de Becton-Dickinson. Se
analiza un minimo de 50,000 eventos. Se revisa la compensacién utilizando linfocitos tefiidos con
fluorocromos individuales, y luego se confirma con células tefiidas simultdneamente para CB3-PerCP
Cy5.5, CD4- PE-Cy7, CD8-APC-Cy7, CD56-APC, CD19-PE, y CD14-FITC (Becton-Dickinson).

Los controles adicionales incluidos en tubos individuales en los que los anticuerpos APC, PE o FITC
no se incluyen (datos no mostrados).

Resultados

Controles negativos y respuestas a mitbgenos y antigenos

El fondo de la coexpresién de CD25 y CD134 (OX40) en células T CD4+ en un cultivo de
control (+0) se muestra en la Figura 1. De los resultados obtenidos en 31 experimentos separados, la
media del fondo es 0.0062% y la desviacion estandar es 0.0082%. Por lo tanto, el corte para un
resultado positivo se calcula como la media + 3 x desviacion estandar: 0.0062% + 3 x 0.0082% =
0.03%.

Histogramas representativos que muestran respuestas al mitégeno SEB policlonal también se
muestran en la Figura 1, demostrando las proporciones muy altas de células T CD4+ que responden a
este mitdgeno.

Histogramas representativos que muestran respuestas, en controles de adultos saludables,
para memoria de antigenos: lisato CMV, TT, y PPD, también se muestran en la Figura 1.

Cinéticas de la coexpresion de CD25y CD134

Las cinéticas del desarrollo de células T CD25+CD134+ CD4+ en cultivos de sangre
completa se muestran para dos sujetos en la Figura 2. Los resultados muestran que las respuestas de
célula T CD4+ especificas de antigeno se detectan éptimamente a 44 hr. Este punto de tiempo precede
el tiempo en el que las células T CD4+ pueden empezar a proliferar in vitro, como se detecta por el
CFSE LPA (datos no mostrados). Por lo tanto, las células T CD4+ medidas como CD25+CD134+ a
44 hr parece reflejar el nimero presente en la muestra de sangre completa original.

Las respuestas a SEB en estos experimentos de pico de resumen a 24 hr, pero se observa un
segundo pico de magnitud similar por 44 hr (Figura 2). Por lo tanto, las respuestas policlonales y
especificas de antigeno a los mitégenos se puede medir en el mismo punto de tiempo, 44 hr.

Comparacion de los ensayos de sangre completa con ensayos de proliferacion LPA y CFSE
estandar

Se estudian cuatro sujetos, con diferentes respuestas de memoria a varios antigenos,
incluyendo CMV, TT, PPD y HIV p24, comparando su ensayo de sangre completa con los dos
diferentes ensayos de proliferacion. Los histogramas de citometria de flujo representativos se
muestran en la Figura 3, demostrando concordancia del ensayo de sangre completa con el ensayo
CFSE de proliferacién de célula T CD4+. Los resultados para tres sujetos de control adultos
saludables y para un n VIH+ no progresor a largo plazo (7) se resumen en la Tabla 1. Se demuestra la
especificidad del ensayo de sangre completa mediante la observacion de dos de los tres sujetos de
control adultos saludables son negativos para respuestas a CMV a lo largo de todos los ensayos,



10

15

20

25

ES 2349338 T3

14

aunque el tercer sujeto de control adulto saludable es positivo a lo largo de todos los tres ensayos. En
general, el resultado del ensayo de sangre completa mayor, resulta en mayor proliferacién, pero no
parece tener variabilidad interensayo significativa, atn entre los dos ensayos de proliferacion.

Evolucion de una respuesta a vacuna luego de inoculacién con vaccinia

Histogramas representativos muestran el desarrollo de una respuesta a vaccinia, luego de
inoculacién a un sujeto que nunca se le han aplicado vacunas, detectado por el ensayo de sangre
completa, se muestran en la Figura 4A. El ensayo de sangre completa especifica longitudinal de
vaccinia resulta para 3 diferentes sujetos que nunca se le han aplicado vacunas se resumen en la
Figura 4B, mostrando un patrén similar de desarrollo de la respuesta luego de inoculacién de todas las
vacunas. La Figura 4C muestra la correlacion de los resultados del ensayo de sangre completa
especifico de vaccinia versus los resultados del ensayo ICC (reportado en detalle; 10), a través de las
muestras de sangre completas longitudinales. Existe una correlacion fuerte entre los dos ensayos, con
el intercepto de la linea de regresién muy cercana a cero. Sin embargo, el ensayo de sangre completa
parece detectar células 8 veces mas especificas de antigeno. Este niimero mayor de células T CD4+
especificas de antigeno es mucho mas cercano al nimero de células T CD4+ especificas de antigeno
presuntivas identificadas por inmunofenotipo (10). Esto consistente con observaciones previas de que
los resultados ICC durante infecciones primarias HIV-1 y CMV primarias son aproximadamente 10
veces menores que las células T CD4+ especificas de antigeno presuntivas mediante inmunofenotipo
(8).

Tabla 1: Concordancia de ensayo CD4+CD25+CD134+ de sangre completa, ensayo CFSE de
proliferacion CD4+ y ensayo de linfoproliferaciéon (LPA)

Sujeto Antigeno CD25+CD134+ % | % de proliferacién indice de
deCD4 CFSE de CD4 estimulacién LPA

C001 0 0.0 0.7 1.0

CMV 0.0 1.0 0.9

1T 14 33.4 454
C002 0 0.0 1.0 1.0

CMV 0.1 30.6 10.3

TT a4 13.1 251
C003 0 0.0 2.6 1.0

CMY 0.0 2.9 1.0

1T 27 51.5 139

PPD 26 16.3 42.7
HIV+ LTNP-001 0 0.0 4.0 1.0

HIV p24 59 50 75

Discusién

Los resultados demuestran que el ensayo CD25/CD134 de sangre completa de células T
CD4+ especificas de antigeno tiene un fondo extremadamente bajo, logrado por la Gnica deteccién
simultanea de estas dos moléculas mediante anticuerpos de estos dos marcadores de superficie celular.
Es bien conocido que una proporcion significativa de células T CD4+ circulantes expresa un nivel
comparativamente bajo de CD25, y existe frecuentemente un nimero pequefio de células que expresan
un nivel muy bajo de CD134 (datos no mostrados). Sin embargo, virtualmente ninguna célula T CD4+
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expresa los antigenos ex vivo. Asi es posible, contra este muy bajo fondo, detectar células T CD4+
especificas de antigeno raras.

Los resultados muestran que las células T CD25+CD134+ CD4+ se pueden detectar
facilmente en tales cultivos a 24 a 40hr. El ensayo ejemplificado tiene un nimero de ventajas del
ensayo CD69 de sangre completa previo, a saber: (i) adicion simple de antigeno o mitbgeno en una
alicuota pequefia de sangre completa anticoagulada de heparina de sodio es que se requiere para
establecer; (ii) las células se incuban en plasma autélogo, diferente en la situacion artificial de suero
humano agrupado; (iii)) solo si se requiere teflido de la superficie celular, diferente de la fijacion
necesaria y permeabilizacion; (iv) tiempo de preparacién de la muestra y la complejidad de los
analisis citométricos de flujo son minimos. Sin embargo, el ensayo CD25+CD134+ tiene ventajas
adicionales: (v) al detectar simultdneamente CD25 y CD134 con una combinacién de anticuerpos, el
tefiido de fondo en cultivos de control es invariablemente extremadamente bajo; y (vi) mediante
conteo solo de células simultaneamente de CD25 y CD134 coexpresado en la superficie de las células,
se obtiene un nivel muy alto de especificidad.

Utilizando el ensayo ejemplificado, el actual solicitante ha sido capaz de discriminar entre
sujetos con respuestas a un rango diverso de antigenos que incluye antigenos viricos (es decir CMV y
HIV-1), antigenos bacterianos (es decir PPD y TT) y mitdégenos policlonales (es decir PHA y SEB).
En todos los casos, las respuestas se correlacionan altamente con el ensayo actual "estandar dorado",
el LPA, utilizando 3H-timidina o CFSE. En otra serie de experimentos, el ensayo de sangre completa
CD25/CD134 también se correlaciona altamente con el ensayo ICC.

Por el contrario, el ensayo de sangre completa CD25/CD134 detecta faciimente la respuesta
policlonal muy amplia a los mitogenos PHA y SEB, lo hace adecuado para uso como un ensayo
general simple de funcién de linfocito T.

Ejemplo 2: Ensayo de macaco CD25/CD134 de sangre completa

Materiales y Métodos

Sujetos

Se utilizan 31 macacos en este ejemplo. Se examinan tres grupos diferentes, especificamente,
un grupo de control no vacunado (11 animales), un grupo vacunado con una construccion que expresa
la proteina Gag HIV-1 (10 animales), y un grupo vacunado con una construccion que expresa el Gag
HIV-1, Env, y proteinas Pol asi como también otros genes accesorios HIV-1 (10 animales).

Construcciones

Se han descrito construcciones que expresan la proteina Gag HIV-1 y Gag HIV-1, Env, y
proteinas asi como también otros genes accesorios HIV- 1 (12).

Reactivos

Se utiliza un grupo de péptido traslapante de 122 péptidos de Gag HIV-1 (8) en cultivos de
sangre completa en una concentracion final de 2ug de cada péptido/ml.

Los siguientes anticuerpos monoclonales de raton con especificidad para moléculas humanas
y cuya reactividad cruzada se utiliza con moléculas de mono: anti-CD3 y anti-CD4 (PharMingen, San
Diego, CA, Estados Unidos de América), anti- CD25 (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos
de América), y anti-CD134 (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos de América).

Ensayo de citoquina Intracelular (ICC)

Se utiliza un ensayo ICC de sangre completa optimizado para uso en macacos, similar a aquel
descrito en el Ejemplo 1 para analizar las respuestay EiNmuestras de sangre periférica frescas
obtenidas de los animales.

Ensayo de CD25/CD134 de sangre completa
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Se desarrolla el ensayo CD25/CD134 como se describe en el Ejemplo 1 en sangre completa
periférica anticoagulada de Na-Heparina fresca utilizando un grupo de péptidos traslapantes de HIV-1
Gag como el antigeno. Se evallan muestras cultivadas para la expresion de CD3, CD4, CD25 y
CD134 utilizando los anticuerpos monoclonales mencionados anteriormente.

Resultados y Discusion

Las respuestas a HIV-1 Gag en CD3+ células T CD4+ de monos macaco que experimentan
esquemas de vacunacion se miden mediante el ensayo CD25/CD134 de sangre completa y se compara
con respuestas IFN-medidas por un ensayo ICC estandar. La comparacion de los resultados,
mostrada en la Figura 5, indica una correlacidon positiva clara, demostrando por lo tanto la
adecuabilidad del ensayo CD25/CD134 de sangre completa para sujetos diferentes a humanos,
particularmente primates no humanos.

Ejemplo 3: Ensayo CD25/CD137 de sangre completa para detectar células T CD8+
especificas a antigeno

Materiales y Métodos

Sujetos

Se reclutan sujetos como se describe en el Ejemplo 1, o pueden incluir cualesquier sujetos
cuyo nivel de células T CD8+ especificas de antigeno o inmunocompetencia mediada por célula T
CD8+ es de interés. Por ejemplo, los sujetos que pueden ser de interés incluyen sujetos que se han
vacunado contra un antigeno o se exponen a un patégeno infeccioso, asi como también sujetos
afligidos con una enfermedad o afeccidn, en donde se asocia la inmunidad o progresion de la
enfermedad con niveles de células T CD8+ especificas de antigeno (por ejemplo enfermedades que
requieren actividad de célula T citotoxica CD8+ (CTL) para aclarar células infectadas con patdogeno o
residuos tal como infecciones causadas por virus y otros patégenos intracelulares, que incluye HIV-1,
Hepatitis B y C, Influenza A y B incluyendo Influenza Aviar, Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS), Virus Herpes Simplex (HSV) tipo | y Il, Virus Epstein Barr (EBV), y un rango de otro virus,
asi como también infecciones originadas por patdégenos no viricos tal como malaria; reacciones de
hipersensibilidad tal como aquella inducida por el farmaco antiretrovirico abacavir, en las que las
células T CD8+ parecen jugar un papel significativo en la patogenia; y respuestas a vacunas contra
patégenos viricos especialmente aquellos inducidos por vacunas de ADN o vacunas con base en pox
0 adenovirus utilizados solos 0 en combinacion en varios regimenes de refuerzos principales, que
estan destinados a inducir una respuesta de célula T CD8+).

Reactivos

Los antigenos y mitégenos que se pueden utilizar son como se describe en el Ejemplo 1; sin
embargo, se puede utilizar cualquier nUmero de antigenos o mitbgenos que se conocen hien por las
personas expertas en la técnica. Por ejemplo, los antigenos o mitdgenos pueden incluir péptidos
optimizados sintetizados o conjuntos de péptido traslapante , células objetivo infectadas viricamente,
tal como estirpes celulares B ant6logas inmortalizadas y transformadas por EBV infectado, estirpes
celulares transfectadas con moléculas MHC-1 de interés, pulsado con conjuntos de péptido o infectado
con, virus tal como construcciones vaccinia que expresan los antigenos de interés. Los antigenos y
mitégenos utilizados en este experimento son PHA, HIV-1 Gag y un grupo de péptidos antigénicos
optimizados de CMV, EBV vy virus de la Influenza.

Se utilizan anticuerpos monoclonales como se describe en el Ejemplo 1 y Ejemplo 2. Sin
embargo, se utiliza anti-CD137-PE (BD Biosciences, San Jose, CA, Estados Unidos de América) en
lugar del anticuerpo anti-CD134.

Ensayo de CD25/CD137 de sangre completa
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Se lleva a cabo el ensayo CD25/CD137 de sangre completa esencialmente como se describe
en el Ejemplo 1. Se evallan muestras de cultivo para la expresion de CD3, CD8, CD25 y CD137
utilizando anticuerpos monoclonales y citometria de flujo.

Citometria de flujo

Se desarrolla citometria de flujo de cultivos de sangre completa en un citémetro de flujo LSR
Il de laser dual (Becton-Dickinson) utilizando software FACSDiva v4.1, como en el Ejemplo 1.
Primero se identifican linfocitos T utilizando un CD3-PerCP-Cy5.5 vs colocacion en dispersion
lateral, seguido por colocacion en células T CD3+ CD8-APC-Cy7+. También, el tefiido cen CD4
AlexaFluor700 (Becton Dickinson) se utiliza para excluir células T CD4+ de célula T CD8+. Luego
se analizan células CD3+CD8+CD4- para la union de CD25-APC y CD137-PE.

Resultados y Discusion

Las respuestas a PHA, HIV-1 Gag y un grupo de péptidos antigénicos optimizados de CMV,
EBV y virus de la Influenza virus en CD3+Células T CD8+ de controles saludables o sujetos
infectados con VIH se miden por el ensayo CD25/CD137 de sangre completa. En los resultados
mostrados en la Figura 6, el control adulto saludable CO02 tiene una respuesta de célula T CD8+ bien
definida a CMV, como se indica por el tetramero, los analisis ICC y Elispot (desarrollados utilizando
técnicas bien conocidas por las personas expertas en la técnica, datos no mostrados), y que
proporciona un resultado positivo claro en el ensayo CD25/CD137 de sangre completa. Por el
contrario, un sujeto infectado con VIH, S009, no exhibe una respuesta CMV (consistente con su
carencia de respuesta de célula T CD4+ a CMV; datos no mostrados), pero tiene una respuesta
positiva clara a péptidos Gag VIH, demostrando por lo tanto la adecuabilidad del ensayo
CD25/CD137 de sangre completa para estudio y deteccion de células T CD8+ especificas de antigeno.
Estos resultados son consistentes con el involucramiento reportado CD137 en memoria de la
generacion de célula T CD8+ y la supervivencia de estudios genéticos en ratones (11).

El método de la invencion se puede utilizar por lo tanto para detectar células T CD8+
especificas de antigeno mediante medicidon cuantitativamente o cualitativamente de la expresion de
CD25 y CD137 en la muestra de sangre completa en respuesta a exposicion a un antigeno. De acuerdo
con lo anterior, el método es Util para detectar respuestas de célula T CD8+ especificas a antigenos de
interés, tal como aquellos contenidos en conjuntos de péptido traslapantes o péptidos optimizados
derivados de antigenos viricos tal como CMV, EBV, otros virus del herpes, VIH y otros retrovirus
(Virus Linfotrépicos T Humanos (HTLV)-1 y -2, Virus de inmunodeficiencia de Simio (SIV), virus
recombinante HIV-SIV (SHIV)), virus vaccinia de vaccinia nativo o recombinante o vectores vaccinia
modificados que expresan los antigenos de interés y otros pox virus recombinantes (por ejemplo virus
de la viruela de zorro y virus de la viruela aviar), influenza, Virus de la Hepatitis particularmente B y
C, parvovirus, Virus JC, y un rango de virus de murino.

Maés aun, el método también se puede utilizar en la evaluacion de las respuestas mas amplias
a mitdgenos tal como PHA (como se muestra en la Figura 6), SEB, y anti-CD3 y anti CD28, como una
medida de inmunocompetencia general.

Ejemplo 4: Ensayo de célula de bazo de ratén CD25/CD134

Materiales y Métodos

Inmunizacion de ratones

Se inoculan cuatro ratones C57BL/6 subcutaneamente con 0.4 mg de metil-Albumina de
Suero Bovino (mMBSA; Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos de Ameérica) emulsificado en
Adyuvante de Freund Completo (Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos de América). Después de 7
dias, se inyectan ratones en la almohadilla de la pata derecha con 200 pg de mBSA, y como control,
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con PBS en la almohadilla de la pata izquierda. Después de 24-48 hr, las almohadillas de las patas se
examinan y se mide la maxima inflamaciéon. No se inoculan ratones de control con mBSA. Los
ratones se sacrifican en el dia 8.

Cultivo celular

Los bazos de estos ratones se muelen y pasan a través de una malla estéril de 70 um y
suspensiones celulares tnicas (1-2 % culas/ml) cultivadas en RPMI 1640 que contiene 10% de
suero de becerro fetal durante 44 horas en la presencia o ausencia de 5 pg/ml de metil-BSA. El
mitdégeno, fitohemaglutinina (PHA; Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos de América), se utiliza en
cultivos adicionales en una concentracion final de 5 ug/ml, como un control positivo.

Anticuerpos monoclonales y citometria de flujo

Los siguientes anticuerpos monoclonales con especificidad para antigenos de superficie
celular de ratén se utilizan: anti-CD3- Pacific Blue, anti-CD4 Alexa Fluor 700, anti-CD25-APC y
anti-CD134-PE (PharMingen, San Diego, CA, Estados Unidos de América).

Se tifien células y se analizan en un citometro de flujo LSR Il como se describio en el
Ejemplo 1.

Resultados y Discusién

En ratones inmunizados, inflamacién de la almohadillas de las patas 24-48 hr después de
exposicion intradérmica con metil-BSA confirma que el raton ha reaccionado con metil-BSA in vivo
(Jiang et al, no publicado; datos no mostrados). Un dia después, se sacrifican estos ratones y se
remueven los bazos.

Después de 44 hr del cultivo de célula de bazo in vitro con PHA, el porcentaje medio de
células T CD4+ que son CD25+ CD134+ es 66% para todos los ratones. Para células de bazo de
ratones inmunizados que se cultivan con metil-BSA, el porcentaje medio de células T CD4+ que son
CD25+ CD134+ es 1.81%. Para células de bazo de ratones inmunizados de control, el porcentaje
medio de células T CD4+ que son CD25+CD134+ es 0.04%.

Estos resultados demuestran que el ensayo CD25/CD134 también se puede utilizar para
detectar células T CD4+ especificas de antigeno en los ratones.

En resumen, los ensayos CD25/CD134 y CD25/CD137 de sangre completa de ejemplo tienen
varias ventajas sobre los métodos actuales, incluyendo el caso de establecimiento de cultivo (es decir
no necesita preparar PBMC), simplicidad de la preparacion para andlisis (solo antigenos de superficie
celular), simplicidad de analisis de citometria de flujo (andlisis de cuatro colores, que puede correr en
la amplia mayoria de citémetros de flujo actualmente en uso en laboratorios clinicos), cubrimiento de
un muy amplio rango de respuestas (de células especificas de antigeno raras a respuestas policlonales
a mitdgenos) y puede hacer uso de volumenes de sangre pequefios que es una ventaja especialmente
en poblaciones pediatricas. Adicionalmente, los ensayos pueden permitir el transporte de las muestras
postfijacién de tal manera que los ensayos se pueden establecer en el sitio, pero con deteccion de
citometria de flujo conducida en un centro especialista.

Los ensayos de CD25/CD134 y CD25/CD137 son adecuados para una variedad de
aplicaciones incluyendo:

1. Determinacién de inmunodeficiencia general mediante la medicion de la respuesta

a un mitégeno (por ejemplo PHA);

2. Monitorear respuestas a patdgenos (por ejemplo agentes microbianos comunes y
otros microbios ambientales), para el que estan disponibles preparaciones de antigeno
apropiadas, tal como: bacterias, hongos, virus y protozoarios;
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3. Monitorear la pérdida de respuestas a infecciones mediante tales patégenos (por
ejemplo CMV) en sujetos con inmunodeficiencia avanzada debido a infeccién por HIV-1;

4. Monitorear las respuestas de vacuna (por ejemplo a Vaccinia, TT, BCG (MTB),
HIV-1y sarampién, paperasy rubéola (MMR));

5. Identificacion de células T CD4+ especificas de antigeno para fenotipo detallado
(por ejemplo marcadores de diferenciacion tal como Thl vs Th2; marcadores de tréafico tal
como ganglios linfaticos humanos versus intestino- o piel humana; receptores de citoquina; y
receptores de quimioquina);

6. Clasificacion celular de células T CD4+ especificas de antigeno no fijas o células
T CD8+ después de cultivo de 44 hr (por ejemplo permitir cultivos celulares cuantitativos,
ensayos funcionales en poblaciones purificadas de células especificas de antigeno, evaluacion
de los requerimientos de activacién y efectos diferenciales de varias poblaciones de células
gue presentan antigeno en activacion/ proliferacion celular, para realizar el perfil del gen, y
andlisis receptor de célula T). Actualmente, la identificacion citométrica de flujo de células T
CD4+ especificas de antigeno para clasificacion celular involucra usualmente el ensayo ICC,
en el que las células se fijan y se permeabilizan precluyendo el crecimiento adicional in vitro.
En contraste, las células clasificadas de acuerdo con la presente invencién se pueden utilizar
para trabajo in vitro o, quizas, aun trabajo in vivo tal como experimentos de reinfusién en
ratones, macacos y, potencialmente en humanos. Las células también se pueden utilizar para
el aislamiento de especies de ARN para realizar el perfil del gen.

7. Deteccion simple para antigenos potenciales de mezclas crudas;

8. Monitoreo de respuestas a autoantigenos bien caracterizados, tal como antigenos
nucleares o alérgenos (por ejemplo proteinas de acaro de polvo doméstico o proteinas de
polen de pasto);

9. Son limitantes los pediatricos y otras situaciones donde volimenes de sangre; y

10. Detectar células T CD4+ activadas de mitdgeno o especificas de antigeno o
células T CD8+ en un animal de significancia veterinaria (por ejemplo animales de granja,
caballos de raza, y animales de compafiia) o en un animal de laboratorio (por ejemplo un
ratbn o mono para uso como, por ejemplo, un modelo de enfermedad humana o en el
desarrollo de vacunas, u otras formas de inmunoterapia, estimuladora o supresora, en donde
es de interés particular analizar varios aspectos de la respuesta inmune).

A través de esta especificacion la palabra "comprende", o variaciones tal como "que

comprende" o "que comprenden”, se entendera que implica la inclusién de un elemento mencionado,
entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier otro
elemento, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o etapas.
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REIVINDICACIONES

Un método para la deteccién cualitativa o cuantitativa de células T CD4+ especificas de

antigeno y/o Células T CD8+ en un sujeto, dicho método comprende detectar

cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion del marcador CD25 de superficie

celular y uno o mas de los marcadores de superficie celular CD134 y CD137 mediante

una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en una muestra de sangre completa de dicho

sujeto luego de la exposicion in vitro de la muestra de sangre completa a un antigeno.

El método de la reivindicacion 1 que comprende las siguientes etapas:

(i) cultivar la muestra de sangre completa del sujeto en la presencia del antigeno; y

(ii) detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion de CD25 y uno 0 mas
de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en la
muestra de sangre completa cultivada.

Un método para medir la inmunocompetencia de un sujeto, dicho método comprende

detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion del marcador CD25 de

superficie celular y uno o mas de los marcadores de superficie celular CD134 y CD137

mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en una muestra de sangre completa

de dicho sujeto luego de la exposicion in vitro de la muestra de sangre completa a un

antigeno y/o mitégeno.

El método de la reivindicacion 3 que comprende las siguientes etapas:

(i) cultivar la muestra de sangre completa del sujeto en la presencia del antigeno y/o
mitégeno; y

(ii) detectar cualitativamente o cuantitativamente la coexpresion de CD25 y uno o mas
de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+ y/o una célula T CD8+ en la
muestra de sangre completa cultivada.

El método de la reivindicacion 4 en donde dicha etapa de cultivo consiste de cultivar la

muestra de sangre completa en la presencia del antigeno.

El método de las reivindicaciones 1 a 5 en donde el antigeno se selecciona del grupo

gue consiste de tuberculina, antigeno de nucleo del Virus de Hepatitis C (HCV),

proteina 3 no estructural HCV (NS3), lisato de citomegalovirus (CMV), Fosfoproteina

65 CMV (pp65), Lisato (HSV)-1 del Virus Herpes Simplex, lisato HSV-2, lisato

vaccinia, derivado de tétano toxoide (proteina purificada, TT) (PPD) de tuberculosis

Micobacterium, Estreptoquinasa de antigeno estreptococcus, Virs de Inmunodeficiencia

Humana (VIH)-1 p24, y grupos de péptidos traslapantes de HN-1 Gag, Env, Pol u otras

proteinas accesorias.

El método de la reivindicacion 4 en donde dicha etapa de cultivar consiste de cultivar la

muestra de sangre completa en la presencia del mitdgeno.

El método de la reivindicacion 2 o 4 en donde la etapa de deteccion se desarrolla dentro

de aproximadamente 24 a 48 horas desde el inicio de la etapa de cultivo.

El método de la reivindicacion 8 en donde la etapa de deteccion se desarrolla dentro de

aproximadamente 40 a 44 horas desde el inicio de la etapa de cultivo.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en donde la etapa de detectar

la coexpresion de CD25 y uno o mas de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+

y/o una célula T CD8+ consiste en detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25

y CD134 en células T CD4+.
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en donde la etapa de detectar
la coexpresion de CD25 y uno o mas de CD134 y CD137 mediante una célula T CD4+
y/o una célula T CD8+ consiste de detectar cualitativamente o cuantitativamente CD25
y CD137 en células T CD8+.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en donde la etapa de
deteccion comprende el uso de por lo menos un anticuerpo monoclonal seleccionado del
grupo de anticuerpos monoclonales que unen especificamente a uno de CD25, CD134 y
CD137.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en donde el método
comprende adicionalmente una etapa de aislar células que coexpresan CD25 y uno o
mas de CD134 y CD137.

El método de la reivindicacion 13 en donde la etapa de aislamiento comprende el uso de
por lo menos un anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo de anticuerpos
monoclonales que unen especificamente a uno de CD25, CD134 y CD137.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en donde el sujeto es
humano.
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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