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ES 2366971 T3

DESCRIPCION
Ensayos de células T

La presente invencion se refiere a nuevos procedimientos de ensayo de células T, en particular donde las respuestas
de células T a antigenos de ensayo son incrementadas por la eliminacion de células T reguladoras. La presente
invencion también se refiere a nuevos ensayos donde el tiempo de incubacidon con antigenos u otras muestras es
variado para optimizar la deteccidon de respuestas de células T. En particular, la invencién se refiere a ensayos de
células T con muestras proteinaceas donde deteccidon oOptima de epitopes de células T se logra mediante la
utilizacion de multiples mediciones de puntos de tiempo de la proliferacion de células T o liberacién de citoquina.
Ademas, la invencion se refiere a ensayos de células T donde el tiempo de incubacién con antigeno con células que
presentan antigenos (APCs) o células T o ambos APCs y células T se varia para optimizar la deteccion de epitopes
de células T. La invencion particularmente se refiere a ensayos de células T con muestras inmunomoduladoras o
toxicas que directamente afectan las APCs, células T o ambas APCs y células T. La invencién tiene aplicacion
particular para la medicion de respuestas de células T humanas a productos farmacéuticos, alérgenos, irritantes u
otras sustancias contactadas por el hombre.

Los ensayos de células T proporcionan un procedimiento efectivo para medir las respuestas de células T a antigenos
y otras muestras, especialmente en seres humanos. Dichos ensayos son considerados como ensayos "ex vivo"
donde las muestras sanguineas son tomadas de dadores y procesadas de manera tal que se utilizan cultivos primarios
de células sanguineas directamente en dichos ensayos. Para las muestras proteinaceas y peptidicas, se han utilizado
ensayos de células T humanas ex vivo para detectar epitopes de células T humanas para varios fines incluyendo la
evaluacion de la potencial inmunogenicidad de dichas muestras en hombre (Jones et al., I., J. Interferon Cytokine Res.,
volumen 24 (2004) p560-572), lo que define epitopes de células T dentro de una secuencia proteica para la posterior
inclusién en vacunas, y lo que define epitopes de células T dentro de una secuencia proteica para la eliminacion
posterior para evitar la inmunogenicidad (Jones et al., J. , Interferon Cytokine Res., volumen 24 (2(2004) pagina 5600
572, y Jones et al, Ja Thromb. Haemost., volumen 3 (2005) pagina 1-10). Los procedimientos de ensayo de células
T actuales incluyen ampliamente incubar muestras proteinaceas o peptidicas con una mezcla de APCs y células T
previo a la medicién de la respuestas de células T, o incubar muestras proteinaceas o peptidicas con APCs y
después afnadir células T previo a la medicion de las respuestas de células T. En ambos tipos de ensayo, se utilizan
multiples muestras sanguineas individualmente para el ensayo paralelo de cada muestra proteinacea o peptidica
individual, y las respuestas de células T después se miden habitualmente en un uUnico punto de tiempo. Las
respuestas de células T tipicamente se miden mediante la incorporacién de un pulso de etiqueta radiactiva tal como
timidina tritiada (3HTdR) en células T proliferantes ("Proliferacion de células T" o mediante la liberacion de citoquinas
tales como IL-2 de células T activadas ("liberacién de citoquinas").

Los procedimientos de ensayo de células T actuales para detectar epitopes de células T son limitados por uno o
ambos de sensibilidad pobre y/o interferencia debido a las muestras téxicas o inmunomoduladoras que inhiben,
estimulan o de otra manera modifican las APCs, células T o ambas APCs y células T. Como tal, los procedimientos de
ensayo de células T actuales pueden no detectar algunos o todos los epitopes de células T en ciertas muestras
proteinaceas y peptidicas y pueden no ser aplicables a la medicion de las respuestas de células T a muestras toxicas o
inmunomoduladoras incluyendo muestras proteinaceas y peptidicas, muestras no proteinaceas incluyendo moléculas
organicas, y formulaciones de muestras no proteinaceas y proteinaceas donde la misma formulaciéon puede ser
inmunomoduladora o tdxica.

En relacién a la sensibilidad, una causa primaria de sensibilidad pobre en ensayos de células T ex vivo puede
relacionarse con factores en la mezcla de ensayo que reducen las respuestas de células T o antigenos de ensayo
incluyendo tipos de células o factores dentro del cultivo de ensayo o por el antigeno de ensayo o las mismas
muestras de ensayo. Otras causa de sensibilidad pobre en ensayos de células T ex vivo pueden relacionarse con la
cinética de las respuestas de células T a epitopes de células T dentro de las muestras proteinaceas o peptidicas por
donde los epitopes de células T individuales pueden inducir las respuestas de células T en diferentes tiempos. Para
la proliferaciéon de células T donde se utiliza un Unico punto de tiempo, la proliferacién de células T con la adicién de
ciertas muestras puede, por otro lado ser, inicialmente rapida pero después se reducen en el momento cuando un
pulso de etiqueta radioactiva se afiade de manera tal que no se detecta ninguna respuesta a la proliferacion
significativa. Por otro lado, la proliferacién de células T con la adicion de ciertas otras muestras puede ser
inicialmente lenta en el momento cuando un pulso de etiqueta radioactiva se aflade de manera tal que no se detecta
ninguna respuesta de proliferacién significativa aunque la proliferacion posterior se vuelva significativa. Para la
liberacion de citoquina donde se utiliza un Unico punto de tiempo, la produccién de citoquinas con la adicion de
ciertas muestras, por un lado, puede ser inicialmente rapida pero estas citoquinas pueden ser posteriormente
consumidas por las células dentro de la mezcla de ensayo de manera tal que no se detecte ninguna citoquina en el
punto de tiempo Unico de ensayo. Por otro lado, la liberacidon de citoquinas puede ser inicialmente lenta de manera tal
que ninguna respuesta de proliferacion es detectada en el punto de tiempo Unico de ensayo aunque la posterior
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liberacion de citoquinas se vuelva significativa. La cinética de la proliferacion o liberacién de citoquina puede ser
influenciada por un intervalo de factores tales como variacion alotipica en respuestas de células T entre diferentes
muestras sanguineas, la eficiencia y cinética de captacion y procesamiento por APCs, eficiencia de protedlisis de las
muestras proteinaceas o peptidicas dentro de APCs, fortaleza y frecuencia de los epitopes de células T dentro de
una muestra proteinacea o peptidica, afinidad de uniéon de los epitopes de células T a alotipos MHC de clase Il
especificos, eficiencia del reconocimiento de los complejos MHC de clase |l peptidicos por los receptores de células
T, frecuencia y concentracion de moléculas de superficie celular co-estimuladora, concentraciones de citoquinas
coestimuladoras, estimulacién de otras células en la mezcla de ensayo tales como células T CD8" o células T
supresoras, la presencia de células T de memoria, y la capacidad de algunas muestras tales como péptidos
pequefos de cargarse directamente en moléculas MHC de clase Il expresadas en la superficie de APCs.

En relacion a la interferencia del ensayo de las células T por las muestras toxicas o inmunomoduladoras, dichas
muestras pueden unirse directamente o ser captadas por APCs, células T o ambas APC y células T. Dichas muestras
pueden disminuir o incrementar la funcién inmunolégica normal de APCs y/o células T de manera tal que los
epitopes de células T o respuestas de células T a las muestras no sea detectados. Otras causa de interferencia de
ensayo de células T por las muestras inmunomoduladoras es a través de la toxicidad a APCs, células T o ambas
APCs y células T. Otras causas de interferencia de ensayo de células T por muestras inmunomoduladoras incluyen la
reduccién o incremento de los subconjuntos de APCs o células T tales como el incremento de células T CD8" o
células T supresoras.

A fin de explotar en forma util los ensayos de células T para un intervalo de aplicaciones especialmente en relacion a
productos farmacéuticos humanos, existe una necesidad de procedimientos de ensayos de células T mas sensibles
para la deteccion optima de epitopes de células T y también una necesidad de ensayos de células T que puedan
utilizarse con muestras toxicas o inmunomoduladoras.

El documento WO 2004/050706 divulga moléculas CCR5 y FoxP3 que pueden ser moléculas para la deplecion o
reconocimiento en conformidad con la presente invencion. En forma similar, el documento Ep-A-1241249 divulga
otras moléculas tales como CTLA-4 y CD4. El documento WO97/39721 divulga genes de citoquina especificos Th2,
donde la actividad de los factores de transcripcion de los mismos puede modularse en conformidad con la presente
invencién para regular su expresion. El documento W099/19484 divulga ciertas moléculas asociadas al receptor de
células T (TRAMS).

La presente invencion en parte se basa en el descubrimiento de que la eliminacion de células T reguladoras de las
mezclas de ensayo de células T da como resultado incrementos sustanciales en respuestas de células T
colaboradoras a antigenos de ensayo. De ese modo, la presente invencién proporciona nuevos procedimientos de
ensayo de células T para la deteccion optima de epitopes de células T donde la célula T supresora es eliminada de los
cultivos dando como resultado un incremento en las respuestas de células T a antigenos de ensayo. Ademas, la
presente invencidon proporciona nuevos procedimientos de ensayo de células T para la deteccion optima de
inmunogenicidad en proteinas que modulan las células T y/o APCs, o proteinas que tienen un efecto téxico en
células T y/o APC. La presente invencion también puede aplicarse a la deteccién de compuestos no proteinaceos
que pueden estimular las células T directamente a través del receptor de célula T, o uniéndose covalentemente a las
proteinas, o uniéndose directamente a péptidos unidos por moléculas MHC de clase I, o uniéndose directamente a
moléculas MHC de clase II. En particular, la invencién proporciona procedimientos donde las células T reguladoras
que normalmente reducirian las respuestas de células T efectoras son eliminadas de los cultivos previo a la
medicion de las respuestas a antigenos de ensayo. Ademas, la invencién proporciona procedimientos con multiples
puntos de tiempo de medicién donde los puntos de tiempo después de la incubaciéon con antigenos u otras muestras
son optimizados para la deteccion de las respuestas de células T.

En el primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para medir una respuesta de células T
colaboradoras a una sustancia de ensayo que comprende las siguientes etapas:

(a) aislar células que presentan antigenos (APCs) y células T de una muestra obtenida de un organismo;
(b) depletar las células T reguladoras de las células aisladas;

(c) incubar dichas APCs y células depletadas de células T reguladoras obtenidas en el punto (b) con la sustancia de
ensayo; y

(d) ensayar las respuestas de células T a la sustancia de ensayo.

Las APCs y células T normalmente se obtienen de una muestra sanguinea. Sin embargo, pueden utilizarse
diferentes fuentes de células T y/o APCs en la invencién incluyendo aquellas obtenidas de amigdalas, parches de
Peyer, tumores y lineas celulares. En una realizacion preferible, el procedimiento se lleva a cabo mediante la
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utilizacion de células mononucleares sanguineas periféricas humanas (PBMCs).

Segun se utiliza en la presente memoria el término "deplecion" significa la eliminacion de algunas de las células T
reguladoras. Esto puede realizarse mediante la eliminacion fisica de las células o mediante la inhibicién o modulacion
de la accién de las células T. De ese modo la actividad de las células T reconocidas se reduce. Preferiblemente el
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 0 99% de la actividad de las células T reconocidas es eliminado mediante el
proceso de deplecion.

Los expertos en la técnica entenderan que, como parte de la presente invencién, podria utilizarse un intervalo de
procedimientos para la deplecion o reconocimiento de células T reguladoras como alternativas a la deplecion de
células T reguladoras en virtud de CD25". También se entendera que la presente invenciéon también incluira
procedimientos para la modulacion de los efectos de células T reguladoras en ensayos de células T. Para la deplecion
0 reconocimiento, pueden utilizarse las moléculas expresadas en la superficie de las células T reguladoras en
conjuncién con o como alternativas a CD25 para la deplecion de estas células. Dichas moléculas pueden incluir pero
sin limitarse a GITR, CTLA-4, CD103, receptor 4 de la quimioquina CC, CD62L y CD45RA y también pueden incluir
citoquinas asociadas a la superficie o formas superficiales de citoquinas tales como IL-10 y TGFP. La deplecién puede
lograrse mediante varios procedimientos incluyendo uniéon a anticuerpos especificos para absorber las células T
reguladoras en una fase sélida, o para causar la destruccién o inhibicién de dichas células T reguladoras, o de otra
manera separar las células T reguladoras de otras células T para los ensayos de células T. Para la modulacién, las
moléculas segregadas por células T reguladoras puede prevenirse de dicha secrecion o pueden ser
bloqueadas/inhibidas/destruidas después de la secrecion. Dichas moléculas pueden incluir citoquinas tales como IL[]
10, IL-4, IL-5 y TGFP y dichas moléculas pueden bloquearse mediante la utilizaciéon de moléculas organicas o
inorganicas que se unen a dichas moléculas, por ejemplo anticuerpos o receptores solubles, o por acidos nucleicos
inhibidores tales como oligonucleétidos antisentido de ARNSsi, u otros acidos nucleicos administrados a las células T
reguladoras o inducidos dentro de dichas células. La modulacién de la actividad de células T reguladoras también
puede lograrse localizando los receptores u otras moléculas superficiales en las células T reguladoras incluyendo
pero sin limitarse a GITR, CTLA-4. CD103, receptor 4 de la quimioquina CC, CD62L y CD45RA de tal manera como
para romper la funcion supresora de estas células. Dicha inhibiciéon de la funcién puede lograrse, por ejemplo,
mediante anticuerpos especificos en una funcion agonista o que pueden bloquear las interacciones ligando-blanco de
manera tal que las células T reguladoras no son eliminadas sino que se convierten en no funcionales. La modulacién
de la actividad de células T reguladoras también puede lograrse mediante el bloqueo de los receptores blanco de las
moléculas segregadas por las células T reguladoras o mediante el bloqueo de mecanismos activados o reducidos
por dichas moléculas segregadas. También para la modulacién, las células T reguladoras pueden inhibirse
directamente, por ejemplo mediante el bloqueo de los factores de transcripcién tales como foxp3 o el bloqueo de otras
funciones o mecanismos relacionados con las células T reguladoras. Dicha inhibicién o bloqueo puede lograrse
mediante moléculas organicas o inorganicas, o mediante acidos nucleicos inhibidores tales como ARNsSi,
oligonucledtidos antisentido, u otros acidos nucleicos administrados a las células T reguladoras o inducidos dentro de
dichas células. En todos los casos donde se utilizan moléculas de acido nucleico, inorganicas u organicas para inhibir
la accion de o de otras manera modular las células T reguladoras, donde dichas mismas moléculas interfieren con los
ensayos de células T, dichas moléculas preferiblemente seran eliminadas de tales ensayos o modificadas a una
forma que no interferird con tales ensayos. Por ejemplo, los anticuerpos o proteinas especificos utilizados para
eliminar las moléculas segregadas por células T reguladoras seran selectivamente eliminados previo a los ensayos
de células T o seran utilizados en una forma especifica que no interferira con los ensayos de células T. Por ejemplo,
para los ensayos de células T humanas, se utilizara una forma humana de un anticuerpo o proteina para evitar
respuestas de células T al anticuerpo o la misma proteina.

En los ensayos de células T de la presente invencidon con antigenos de ensayo que no modulan las células T y/o
APCs (tipicamente proteinas o péptidos pero también compuestos no proteinaceos) las etapas claves son las
siguientes;

(1) las PBMCs son aisladas de muestras sanguineas humanas
(2) Opcionalmente se eliminan las células T de CD8"
hi+

(3) las células T son depletadas de CD25

(4) Los cultivos se incuban con los antigenos de ensayo en una o mas concentraciones y son ensayados en uno
0 mas puntos de tiempo para la proliferacion de células T y/o liberacién de citoquina

Las etapas claves en los ensayos de células T de la presente invencién donde los antigenos de ensayo si modulan
las células T /o APCs son las siguientes;

) Las PBMCs son aisladas de muestras sanguineas humanas
4
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(2) Las APCs son aisladas, tipicamente por adherencia a plastico, las APCs son inducidas para diferenciarlas
mediante la utilizacién de citoquinas y se afiade el antigeno de ensayo a las APCs

(3) Las PBMCs autdlogas, procesadas por la eliminacion previa de células T cD25™ y opcionalmente células T
CD8", se mezclan con las APCs

Los cultivos son incubados con los antigenos de ensayo en una 0 mas concentraciones y se ensayan en uno
0 mas puntos de tiempo para la proliferacion de células T y/o liberacién de citoquina .

Cuando las sustancias de ensayo son muestras proteinaceas y peptidicas o muestras no proteindceas que no son
inmunomoduladoras o téxicas para las APCs o células T, puede utilizarse sangre como una fuente de célula T CD4"
y APCs (en forma de monocitos células dendriticas). Tipicamente se selecciona un cohorte de dadores que
represente mejor el niumero y frecuencia de loas alotipos HLA-DR expresados en la poblacion mundial o en la
poblacion en estudio. Los alotipos expresados en el cohorte son tipicamente >80% de aquellos expresados en la
poblacion con todos los alelos HLA-DR principales (alotipos individuales con una frecuencia >5% expresada en la
poblacion mundial) siendo bien representados. Alternativamente los alotipos expresados en el cohorte se eligen
para sobrerepresentar o comprender los alotipos HLA que se piensa que estan asociados a una enfermedad particular
en estudio. En una realizacién preferible de la presente invencion, las PBMCs se preparan a partir de muestras
sanguineas mediante el fraccionamiento en gradientes de densidad y después son depletadas de las células T de
CD8" y células T de CD25" de manera tal que la PBMC restante comprende principalmente las células T de CI_Z)4+
(~70%) y las APCs (monocitos 10-20% y células dendriticas 1-3%). Dichas PBMC depletadas de CD8" CD25" se
establecen en el cultivo celular o se afiaden mas muestras proteinaceas o peptidicas o muestras no proteinaceas y
se incuban los cultivos.

La medicion de las respuestas de células T después pueden ser conducidas en un punto de tiempo fijo, o en
multiples puntos de tiempo. Estos puntos de tiempo pueden predeterminarse mediante la medicion de la cinética de
las respuestas de células T a muestras similares o una sustancia de optimizacion.

Las condiciones Optimas para un ensayo pueden determinarse mediante la utilizacion de una sustancia de
optimizaciéon. Una "sustancia de optimizacion" segun lo que se utiliza en la presente memoria es un compuesto que
es conocido por inducir las respuestas de células T, tales como péptidos/proteinas totales
téxicas/inmunomoduladoras, que tienen un tamafio y estructura similares a la muestras que deben ser ensayadas o
con propiedades similares a la sustancia de ensayo. Para las muestras proteindceas o peptidicas o muestras no
proteinaceas, pueden utilizarse uno o mas péptidos (tipicamente con una longitud de 9-40 aminoacidos) o proteinas
totales o compuestos no proteinaceos con un tamafio y estructuras similares a la muestras que deben ser ensayadas
como una sustancia de optimizacién. Las sustancias de optimizacién son ensayadas y los resultados se utilizan para
definir la cinética de las respuestas tipicas de células T. Por ejemplo, las respuestas de células T se miden en diversos
puntos de tiempo, mucho mas comunmente entre los dias 4 y 9 después de la adicién de la muestra mediante la
utilizacion de uno o mas de un intervalo de diferentes ensayos alternativos. Una vez que se establece la cinética de
las respuestas de células T a la sustancia de optimizacion, un conjunto de puntos de tiempo del ensayo pueden
definirse para el ensayo posterior de las muestras. De esta manera, las respuestas de células T a las muestras de
ensayo pueden ensayarse en uno o mas puntos de tiempo apropiados. Alternativamente, o ademas, pueden utilizarse
dos 0 mas concentraciones para establecer la cinética de las respuestas de células T a la sustancia de optimizacion, y
las muestras después pueden ensayarse en estas concentraciones.

La respuesta de células T puede medirse mediante la utilizacion de un ndmero de diferentes ensayos tales como
proliferacion de células T por incorporacion de un pulso de 3HTdR (u otros compuestos radioactivos, fluorescentes o
quimioluminiscentes captados por las células T proliferantes), liberacion de citoquinas tales como IL-2 o IFNy,
cambios de transcripcion de ARNm, transcripcion incrementada del ARNm marcador de activacion, flux de Ca2+, y
cambios en los marcadores fenotipicos especialmente marcadores para las células T activadas. Tipicamente, para
las muestras proteinaceas o peptidicas, las respuestas de células T se mediran mediante la incorporacion de un
pulso de 3HTdR en los dias 5, 6, 7 y 8 después de la adicion de la muestra o mediante la medicién de la liberacion
de citoquinas (especialmente IL-2) a los 8 dias después de la adicion de la muestra (o mediante la incorporacién de
3HTdR y las mediciones de liberacion de citoquinas). Como una alternativa, especialmente para los péptidos con
secuencias altamente superpuestas (por ejemplo 15mers de una secuencia proteica con superposiciones de 12
aminoacidos), puede utilizarse la incorporaciéon de un pulso de 3HTdR y/o la medicion de liberacion de citoquinas en
un unico punto de tiempo, tipicamente el dia 7 después de la adicion del péptido de ensayo. Los péptidos
superpuestos adyacentes posiblemente contienen epitopes de células T que juntos potencian la sensibilidad para la
deteccion de epitopes de células T.

Cuando las muestras proteinaceas o peptidicas son inmunomoduladores o toxicos a las APCs o células T, la
muestra obtenida del organismo se procesa y las APCs se separan de las otras células. Esto tipicamente se lleva a
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cabo mediante la adherencia al plastico, y la muestra proteinacea o peptidica después se incuba con estas APCs.
Las APCs pueden incubarse con citoquinas tales como interleuquina 4, factor estimulador de colonia de macréfagos
y granulocitos, factor de necrosis tumoral alfa e interleuquina 1 alfa para inducir un fenotipo de APC maduro. Las
muestras en ensayos de células T estandar con APCs pre-fraccionadas habitualmente requeriran un tiempo de
incubacion de muestra:APC de hasta 48 horas. Preferiblemente, las APC semimaduras se generan mediante la
incubacion en medio de crecimiento que contiene interleuquina 4 y factor estimulador de colonia de macréfagos y
granulocitos durante hasta 4 dias. Las muestras incluyendo muestras toxicas o inmunomoduladoras después se
afaden a las APC semimaduras y se incuban durante un periodo corto. Dependiendo de la toxicidad o funcién
inmunomoduladora de la muestra, los tiempos de incubacion con APC semimaduras pueden variar de 3 a 10 horas.
Después de la incubacion de la muestra:APC, la muestra exdgena se elimina mediante lavado repetido de las APC
semimaduras. Las APCs usadas de la muestra madura después se generan mediante la incubacién con un estimulo
pro-inflamatorio tal como factor de necrosis tumoral o interleuquina 1 o ligando CD40 o lipopolisacarido. Se afiaden
células T autdlogas, tipicamente células T depletadas de CD4" cDb® cD25" preparadas a partir de PBMCs como
mas arriba a las APC pulsadas de la muestra madura. Las células T depletadas de CD4" CD®- CD25" son incubadas
con APCs pulsadas de muestra madura durante un intervalo de puntos de tiempo de incubacion adicional. Una
sustancia de optimizacion segun lo que se describe mas arriba puede utilizarse para establecer la cinética de las
respuestas con diferentes puntos de tiempo de incubacion de APC y/o diferentes puntos de tiempo de incubacién de
células T. Los resultados obtenidos con la sustancia de optimizaciéon pueden utilizarse para definir un conjunto de
puntos de tiempo de incubacién de APCs y/o incubacion de células T para el posterior ensayo de muestras. De esta
manera, las respuestas de células T a las muestras de ensayo se detectan en uno o mas de los puntos de tiempo del
ensayo. Alternativamente, o0 ademas, pueden utilizarse dos 0 mas concentraciones para establecer la cinética de las
respuestas de células T a la sustancia de optimizacion y las muestras después pueden ensayarse en estas
concentraciones.

Cuando la muestra que debe ser ensayada es no proteinacea, puede utilizarse cualquiera de los procedimientos
anteriores (es decir, procedimientos para muestras proteinaceas o peptidicas con o sin propiedades
inmunomoduladoras o toxicas) dependiendo de si la muestra no proteinacea es inmunomoduladoras o téxica para las
APCs, células T o ambas.

Para las muestras no proteinaceas o proteinacea que son inmunomoduladoras respecto de las APCs, células T o
ambas, una etapa adicional opcional es ensayar directamente en cuanto a la reduccion o incremento de los
marcadores fenotipicos de, por ejemplo, la activacion de células T o diferenciacion de APCs. Los marcadores tipicos
de la activacion de células T incluyen cambios en la expresion de CD69, CD25, CTLA4, GITR y la medicion del flux de
Ca®" intracelular. Los marcadores fenotipicos comunes utilizados para evaluar la diferenciacion de APCs incluyen
MHC clase Il, CD80 y CD86, que se expresan altamente en APCs maduras. Estas etapas adicionales pueden
proporcionar informacién acerca de la cinética de respuestas de células T a las muestras de ensayo que asisten en
la definicion de los puntos de tiempo de ensayo para el ensayo opcional de las respuestas de células T a las muestras
de ensayo.

Los nuevos procedimientos de ensayo ex vivo de células T de la presente invencion tienen un intervalo de
aplicaciones especialmente con relacion a los productos farmacéuticos para uso humano. Para las proteinas para el
uso esperado como productos farmacéuticos, los ensayos de células T de la presente invencion pueden utilizarse
para identificar los epitopes de células T dentro de la secuencia proteica mediante el ensayo de péptidos
superpuestos de la secuencia proteica. La ubicacion y fortaleza de dichos epitopes de células T después pueden
utilizarse para la evaluacion de la potencial inmunogenicidad de la proteina en el hombre. Alternativamente, los
epitopes de células T dentro de la proteina pueden eliminarse posteriormente por mutaciéon de la secuencia proteica
previo al uso en el hombre. Los epitopes de células T dentro de ciertas proteinas también pueden ser identificados
por procedimientos de la presente invencién y después pueden ser incorporados en vacunas mediante la inclusion de
la secuencia de epitopes de células T (o variante de la misma) dentro de una vacuna proteica i para la adicion a otros
componentes como parte de una vacuna.

Los nuevos ensayos de células T de la presente invencion pueden utilizarse para la evaluacion de la potencial
inmunogenicidad de un intervalo de tipos de moléculas incluyendo péptidos, proteinas y no proteinas, incluyendo
moléculas organicas, lipidos, carbohidratos o moléculas compuestas de dos o mas restos diferentes incluyendo
conjugados, mezclas y formulaciones. Los ensayos de células T de la presente invencion tienen amplia aplicacion
tanto en investigacion, desarrollo, fabricacién como en ensayo clinico de productos farmacéuticos. En investigacion,
por ejemplo, pueden utilizarse las respuestas de células T a diferentes analogos de moléculas activas para evaluar la
potencial inmunogenicidad de estos analogos en el hombre. Dichas respuestas de células T de ese modo pueden
utilizarse como criterios para la seleccion de productos farmacéuticos principales para el desarrollo adicional. En
desarrollo, por ejemplo, las respuestas de células T a diferentes formulaciones de la misma molécula pueden
determinarse para evaluar la potencial inmunogenicidad de estas formulaciones en el hombre. Dichas respuestas de
células T de ese modo pueden utilizarse como criterios para la seleccion de la formulacién 6ptima para los ensayos
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clinicos. En fabricacion, por ejemplo, las respuestas de células T a los lotes de fabricacién de la misma molécula
pueden determinarse para evaluar la potencial inmunogenicidad de estos lotes y también para evaluar cualquier
cambio en la molécula entre los lotes. Dichas respuestas de células T pueden utilizarse como un ensayo de calidad para
la fabricacién. En el ensayo clinico, por ejemplo, las respuestas de células T pueden determinarse mediante la
utilizacion de sangre del paciente, por ejemplo, para evaluar la inmunogenicidad al producto farmacéutico que pasa por
los ensayos. Los ensayos de células T de la presente invencién también podrian utilizarse en ensayos clinicos para
determinar cualquier restriccion MHC de las respuestas de células T al producto farmacéutico.

Como una alternativa al uso en la deteccion de epitopes de células T, los procedimientos de ensayo de células T de
la presente invencion pueden utilizarse para evaluar las reacciones adversas potenciales a los productos
farmacéuticos, preferiblemente para el uso humano. Estas reacciones adversas incluyendo hipersensibilidad, alergia,
caracter irritante, inmunosupresion, estimulacion hiperinmune y reacciones en el sitio de inyeccion. Los
procedimientos de ensayo de células T de la presente invencion también pueden utilizarse para evaluar las
reacciones adversas potenciales a tratamientos con productos no farmacéuticos tales como transplante, a agentes
del medio ambiente tales como alérgenos del polen de hierba, a alimentos, a cosméticos, y a un intervalo de reactivos
producidos industrialmente tales como detergentes y enzimas.

Los expertos en la técnica entenderan que puede utilizarse un intervalo de variaciones en los procedimientos de
ensayo de células T de la presente invencion per que estas variaciones caeran dentro del alcance de la invencion,
por ejemplo mediante la utilizacion de multiples puntos de tiempo de ensayo en el andlisis de respuestas de células
T. Por ejemplo, se entendera que dentro del alcance hay un intervalo de diferentes procedimientos conocidos en la
técnica para el andlisis de las respuestas de células T incluyendo procedimientos tales como uniéon de péptido a
MHC que determina las etapas individuales hacia una respuesta de las células T. Los ensayos de células T pueden
llevarse a cabo con APCs enriquecidas para células Langerhan, diferentes subconjuntos de macréfagos o diferentes
subconjuntos de APCs, y/o mediante la utilizacion de o enriquecimiento de diferentes subconjuntos de células T.
También se entendera que las citoquinas podrian afiadirse a (o eliminarse de) la mezclas de ensayo de los ensayos de
células T de la presente invencion, por ejemplo, para potenciar la sensibilidad o para reducir o incrementar las APCs
especificas o células T. Pueden utilizarse diferentes formatos de ensayos de células T en la invencién, por ejemplo
formatos de ensayo de memoria donde las células T son cebadas por la presentacion de APC de una proteina o péptido
y después se someten nuevamente a prueba de provocacién por una proteina o péptido relacionado o igual.

Se proporcionan los siguientes ejemplos para ilustrar la invenciéon y no deben considerarse como restrictivos del
alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Efecto de CD25 + deplecidn de células T en las respuestas de células T

Las células mononucleares de sangre periférica se aislaron de capas leucocitarias de dador de comunidad saludable
(de sangre extraida dentro de las 24 horas) obtenidas del Servicio Nacional de Transfusiéon de Sangre
(Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, RU) y en conformidad con la aprobacion otorgada por el Comité Etico de
Investigacion Local del Hospital de Addenbrooke. Se aislaron las PBMCs de las capas leucocitarias mediante
centrifugacion por densidad Ficoll (GE Healthcare, Chalfont St Giles, RU) y las células T de CD8+ se depletaron
mediante la utilizacién de CD8+ RossetteSepTM (StemCell Technologies, Vancouver, Canada). Los dadores fueron
caracterizados mediante la identificacion de haplotipos de HLA-DR utilizando un kit de tipificaciéon de tejidos en base
a SSP-PCR Allset™ (Dynal, Wirral, RU) asi como determinando las respuestas de células T a un antigeno de control
Hemocianina extraida del molusco llamado lapa californiana (KLH) (Pierce, Cramlington, RU), Toxoide teténico
(Aventis Pasteur, Lyon, Francia) y epitope de péptido de control de Influenza HA (C32, paginas 307-319).

La deplecién de las células T de CD25" se llevo a cabo mediante la utilizacion de microcuentas anti-CD25 de Miltenyi
Biotech (Guildford, RU) mediante la utilizacion de el protocolo e iman estandar del proveedor. 10 viales de cada
dador se descongelaron y las células se resuspendieron en 30mls de suero humano inactivo al 2%/PBS (Autogen
Bioclear, Calne, Wiltshire, RU). 5x107 células se transfirieron a 3 x tubos de 15ml con las células restantes
mantenidas como PBMCs totales. Se realizd una mezcla de dilucién de microcuentas anti-CD25 mediante la
utilizacion de 300ul de cuentas + 4200ul de tampdn de separacion (suero humano al 0,5%/2mM EDTA/PBS). Los
tubos de 15ml se centrifugaron y se resuspendieron en 500 pl de mezcla de dilucién de microcuentas. Los tubos
después se mantuvieron a 4°C durante 5, 10 o 20 minutos antes de la separacién en la columna. Las columnas se
pusieron hacia arriba mediante la colocacién de la columna en el iman soportado en una plataforma, afadiendo
2mls de tampodn de separacion a la columna y permitiendo que gotee. Después de la incubacion con cuentas, se
afnadieron 10ml de tampdn de separacion y los tubos se centrifugaron a 1500rpm durante 7 minutos. Las células
después se resuspendieron en 500ul de tampdn de separacion y se afiadieron a la columna seguido por 2 x lavados
de 1ml con tampén de separacién. El flujo a través de la columna se recolecté en tubos de 15ml y contenia la
fraccion depletada de células T de CD25" T. Estas células se centrifugaron a 1500rpm durante 7 minutos y se
resuspendieron en 3ml de medio AIMV (Invitrogen, Paisley, RU) antes del recuento.
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Las células se tifieron para CD4 y CD25 y los numeros de células se detectaron mediante FACS. 5-10x10° células
de cada poblacién celular se pusieron en un pocillo de una placa con base en U de 96 pocillos (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania). La placa se centrifugé a 1200rpm durante 4 minutos. Se expulsé el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 50ul de dilucion de anticuerpos. La dilucién de anticuerpos consistié en una dilucion
1/50 de anticuerpo anti-CD4 etiquetado con FITC (R&D Systems, Minneapolis, EEUU) + dilucién 1/25 de anticuerpo
anti-CD25 etiquetado con PE (R&D Systems, Minneapolis, EEUU) en tampdn FACS (suero humano al 1% /azida de
sodio al 0,01% /PBS). Los pocillos de control también se destifieron, se tifieron con controles de isotipos o se tifieron
con anticuerpo etiquetado una vez.

Se incubaron las placas en hielo durante 30 minutos en la oscuridad. Las placas después se centrifugaron a
1200rpm durante 4 minutos. Se expulso el sobrenadante y las células se resuspendieron en 200ul se tampon FACS.
Esto se repitio dos veces y las células después se transfirieron a los tubos FACS. Las células se corrieron a través
de un Calibur FACS (Becton Dickinson, Oxford, RU), y los datos se recoletaron y analizaron en base al tamafio,
granularidad y etiquetas fluorescentes.

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion de la siguiente manera. Las PBMCs depletadas de células T de CD8+
totales y PBMCs depletadas de CD8+ CD25hi se afiadieron a 2 x 10° por pocillo en 100ul de AIMV. Al utilizar placas
de 96 pocillos de base plana, se establecieron cultivos por triplicado para cada condicién de ensayo. Para cada
péptido se afiadieron 100ul a los cultivos celulares para dar una concentracion final de 5uM. Las célula se incubaron
con péptidos vy antigenos de proteina durante 7 dias antes de pulsar cada pocillo con 1mCl/ml de 3HTdR (GE
Healthcare, Chalfont St Giles, RU), durante 18 horas.

Para el ensayo de proliferacion, se utilizé un umbral de un indice de estimulacion igual a o mayor que 2 (S1=2) por el
que los péptidos que inducen respuestas proliferativas por arriba de este umbral se consideraron positivos (linea
puntuada). Todos los datos se analizaron para determinar el coeficiente de varianza (CV), desviacion estandar (SD)
y significancia (p<0,05) utilizando un ensayo de T no pareada de una direccién para estudiante. Todas las
respuestas mostradas con SI=2 fueron significativamente diferentes (p<0,05) de los controles medios no tratados.

Los resultados se muestran en la figura 1 que representa respuestas proliferativas de células T en PBMCs de tres
dadores humanos (475, 440 y 462) a una serie de epitopes de células T débiles o limites (péptidos 1
(PGQTATITCSGHALG), 2 (GDKFVSWYQQGSGQS), 6 (IKPEAPGCDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY), 9
(QSISNWLNWYQQKPG), 13 (KGLEWLVVIWSDGSS), 17 (AASGFTFSSFGMSWV), 20
(DTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQ -GTQV), 24 (HQSLVIKLMPNITLL) y a un par de epitopes de
células T fuertes (péptidos 25 (PKYRNMQPLNSLKIAT) y 26 (TVFYNIPPMPL) y al antigeno KLH. Los resultados
muestran un incremento en las respuestas de células T para todos los péptidos después de la deplecion de las
células T de CD25". Se determinaron las respuestas maximas para todos los péptidos después de la deplecion de
10 o0 20 minutos de las células T de CD25". Estos resultados demostraron incrementos fuertes en la respuestas de
células T después de la deplecion de células T de CcD25" que, en los ejemplos de péptidos tales como péptidos 1y
2, permitié la deteccion de los epitopes de células T en los péptidos previamente clasificados como limites o
negativos para las respuestas de células T.

Ejemplo 2 — Ensayos de secuencia temporal de células T de péptido

Los péptidos depletados de epitopes de células T y de tipo salvaje (WT) (HLRHCLSCSKCRKEM vy
HARHCLSCSKCRKEM, respectivamente) obtenidos de la secuencia de TNFR1s humanos se sintetizaron (Pepscan
Systems, Leystad, Paises Bajos) y se ensayaron utilizando el procedimiento del ejemplo 1 en el que las PBMC
depletadas de las células T de CD8+ CD25" se utilizaron para comparar los péptidos obtenidos de TNFR-1s en
cuanto a la capacidad de estimular las respuestas de células T de veinte dadores saludables. Se establecieron
cultivos a granel mediante la adicion de 1ml de 2-4x10°%ml de PBMC depletadas de células T de CD8+ CD25" en
medio de cultivo AIM V a cada pocillo de una placa de 24 pocillos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania).
Cada péptido se ensayd en forma separada contra cada dador mediante la adicion de 1ml de 10uM péptido a cada
cultivo a granel (concentracion final de 5uM para 2ml por cultivo a granel). Para comparacion, se establecieron
cultivos a granel adicionales para controles no tratados y positivos (KLH). Las muestras replicadas (de blastos T) se
eliminaron de los cultivos a granel en los dias 6-9 y se evaluo la proliferacion en placas de 96 pocillos de base
redonda. Los datos se utilizaron para evaluar la magnitud y cinética de las respuestas de células T a cada péptido
en los dias 6, 7, 8 y 9 posteriores a la estimulacion. Ademas, los mismos veinte dadores saludables utilizados en el
ensayo de proliferacion de secuencia temporal se ensayaron en cuanto a la produccion de IL-2 después de 8 dias
de cultivo con péptidos TNFR1 utilizando un ensayo Elispot IL-2. Las placas Elispot se pre-humedecieron con etanol
al 70% después se recubrieron con anticuerpo de captura IL-2 (R&D systems, Minneapolis, EEUU) durante toda la
noche a 4°C. Las placas se lavaron dos veces con PBS (Invitrogen, Paisley, RU) después se bloquearon en BSA al
1%/PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron en PBS previo a la adicion de PBMC
depletadas de células T de CD8+ CD25" a 4X10° de células por pocillo y las muestras de ensayo en una
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concentracion final de 5uM. Después de 7 dias a 37°C/ CO, al 5% las placas se desarrollaron. Después del lavado
con primero agua después PBS, se afadié el anticuerpo de deteccion de IL-2 (R&D systems, Minneapolis, EEUU)
en PBS/BSA al 1% durante 2 horas a 37°C. Después del lavado adicional con PBS, se afnadio estreptavadina-AP
(R&D systems, Minneapolis, EEUU) durante 1,5 horas, las placas se lavaron nuevamente, después se afiadio
cromoégeno BCIP/NBT (R&D systems, Minneapolis, EEUU) durante 30 minutos. Las placas se lavaron con agua, se
secaron, después se analizaron los recuentos de manchas utilizando analizador Immunospot Elispot, software
version 3 (Cleveland, Ohio, EEUU).

Para ambos ensayos de proliferacion de células T y Elispot IL-2, las respuestas que excedian un umbral de Sl de 2
(linea puntuada) y son significativamente (p<0,05) diferentes que el antecedente (*) se consideraron positivas. Los
resultados que se muestran en la figura 2 indican que el péptido WT dio respuestas en los mismos tres dadores
humanos (3, 8 y 11) en ambos ensayos de proliferacién y Elispot IL-2m lo que indica que este péptido contiene un
epitope de células T. La secuencia temporal de la proliferacién indicé que para estos tres dadores, las respuestas
de proliferacién pico se detectaron 7 dias después de la adiciéon de y, en cada caso, el péptido TNFR1 WT hubiera
sido clasificado negativo como un epitope de células T si las respuestas de proliferacion se hubieran medido en los
puntos de tiempo 8 o 9 dias después de la adicién de péptido. Estos resultados también muestran una fuerte
correlacion entre las respuestas de células T medidas por proliferacion y Elispot IL-2.

Ejemplo 3 — Ensayos de secuencia temporal de células T de proteina total

Las proteinas TNFR1s humanas de epitope de células T mutante y de tipo salvaje (WT) se prepararon como
proteinas de fusion Fc humanas segun lo que se describe en el documento WO/2004/113387 con la proteina
depletada del epitope que posee mutaciones 110Q, T20R, H23P, L56A, L108T, L110H y L149D. Los ensayos de
proliferacion y Elispot IL-2 se llevaron a cabo como en el ejemplo 2 excepto que 1ml de proteinas TNFR1s se
anadieron hasta una concentracion final de 10ug/ml. Los datos que se muestran en la figura 3 indican que, para el
ensayo de proliferacion, las respuestas significativas de células T fueron detectadas en los dadores 13 y 17 para WT
pero no la proteina depletada del epitope de células T mutante. Se observaron las respuestas pico en los dias 8y 9y
ni el dador 13 o 17 mostraron ninguna respuesta significativa el dia 6. Para el ensayo de Elispot IL-2, ambos
dadores 13 y 17 nuevamente fueron positivos para las respuestas de células T a WT pero no la proteina depletada
del epitope mutante. Ademas, el dador 4 do una respuesta significativa a la proteina WT en este ensayo. Tal como
con el ejemplo 2, los resultados ademas demuestran la utilidad del ensayo de secuencia temporal en la deteccion de las
respuestas de células T, en este caso a las proteinas totales. Tal como con el ejemplo 2, los resultados muestran
una buena correlacién entre las respuestas de células T medidas por la proliferacién y Elispot IL-2.

Ejemplo 4 — Ensayos de secuencia temporal de células T de proteinas inmunomoduladoras

Este ejemplo ilustra la invencion cuando se utiliza para medir las respuestas de células T a una proteina
inmunomoduladora, interferona beta humana que es conocida por incrementar las moléculas inhibidoras en células
dendriticas tales como HLA-G (Mitsdoerffer M et al J Neuroimmunol. 2005 159: 155-64) y B7-1H (Schreiner B et al J
Neuroimmunol. 2004 155:172-82). Para ensayar si los epitopes de células T lineales presentes en la secuencia de IFN
beta podrian estimular las células T in vitro, se desarrollé un procedimiento modificado para cargar el antigeno en
las células dendriticas obtenidas de monocitos en el que los efectos biologicos de IFN beta en las células dendriticas
(DC) y células T de CD4+ se minimizaron.

Se aislaron los monocitos de PBMC por adherencia al plastico del cultivo del tejido (>90% CD14+) y se cultivaron en
placas de 24 pocillos en medio AIM V con suero AB humano inactivo caliente al 5 % (Autogen Bioclear, Calne,
Wiltshire, RU) (medio de crecimiento) en una densidad aproximada de 1x10° por pocillo (placa de 24 pocillos). Los
monocitos se incubaron en medio de crecimiento que contenia IL-4 humana (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EEUU) y
GM-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EEUU) durante 3 dias. El dia 3, 44 ug/ml de Betaferon (Schering AG, Berlin,
Alemania) se afadieron en 0,5ml de tampdn de ensayo mas suero AB humano inactivo caliente al 3% y 25mM
(concentracion final) HEPES pH 8. Los pocillos de control que contenian 50ug/ml de KLH o ningun antigeno (células
no tratadas) se incubaron en 1ml de PBS+Tween 20 al 0,01% mas suero AB humano inactivo caliente al 3% (tampon
estandar). Las DC se incubaron con antigeno durante 6 horas después de los que las DCs se lavaron 6 veces para
eliminar IFN beta exdgeno. Las células después se resuspendieron en medio de crecimiento que contenia TNF alfa
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, EEUU), GM-CSF vy IL-4 durante toda la noche.

El dia 4, las células T de CD4+ depletadas de CD8+ CD25hi autdlogas se aislaron mediante seleccion negativa de
PBMC (Kit de aislacion negativa de CD4+ humano Dynal, Wirral, RU) y después se afiadieron a las DCs a 1x10° por
pocillo en ambas placas de proliferacion y Elispot. Se incubaron las placas Elispot durante 6 dias antes del desarrollo
(como en el ejemplo 2) y las placas de proliferacién se incubaron durante 7 dias antes de que se midiera la
proliferacion mediante la incorporacion de 3HTdR (u pulso de 6 horas a 1 uCl/pocillo).

Como en el ejemplo 2, para os ensayos de proliferacion y Elipsot se seleccioné un umbral empirico de indice de
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estimulacion =2 donde las respuestas arriba de este umbral se consideraban positivas. Ademas, el analisis
estadistico también se llevo a cabo para determinar si las respuestas eran significativamente deferentes (p<0,05) del
control no tratado (*). El analisis adicional para determinar el grado de variacion intraensayo incluyo el coeficiente de
varianza (CV).

Los resultados, segun lo que se muestra en la figura 4, indican respuestas de células T significativas en 4 de los 29
dadores para el ensayo de proliferacion y los mismos 4 de los 29 dadores para el ensayo Elispot IL-2. Estos datos
muestran que las respuestas de las células T podrian ser demostradas en forma reproducible atn con una proteina
inmunomoduladora.

Ejemplo 5 — Ensayos de secuencia temporal de células T de molécula pequefia

Carbamazepina (Novartis Pharmaceuticals, RU) y un iminoestilbeno de N-acetilo (un analogo de la carbamazepina
sintetizada en conformidad con Ying et al Journal of Allergy and Clinical Immunology 2006; 118:233-241) se
compararon en cuanto a la capacidad de estimular las respuestas de células T en un panel de dadores saludables.
Ambos compuestos se ensayaron a 25ug/ml en cultivos a granel separados para cada dador en conformidad con el
procedimiento del ejemplo 2. En resumen, los cultivos a granel se establecieron mediante la utilizacion de 2-4x10° de
PBMC depletadas de células T de CD8+ CD25hi en cada pocillo de una placa de 24 pocillos. Las muestras
replicadas (de blastos T ) se eliminaron de los cultivos a granel en los dias 5-8 y se evaluo la proliferacion en placas
de 96 pocillos. Los datos se utilizaron para evaluar la magnitud y cinética de las respuestas de células T a cada
compuesto.

Como para el ejemplo 2, se utilizd6 un SI=2 como umbral para las respuestas positivas y los datos ademas se
analizaron para determinar el coeficiente de varianza (CV), desviacion estandar (SD) y significancia (p<0,05)
mediante la utilizacion de analisis estadistico paramétrico o no paramétrico. Cualquier compuesto dado se considero
que era inmunogeno solamente si la respuesta es estadisticamente significativa (p<0,05) con un SI=2.

Los resultados muestran que el iminoestilbeno de N-acetilo del metabolito de carbamazepina estimula menos
dadores que la carbamazepina (conocida pro ser un inductor potente de las respuestas alérgicas retrasadas en
pacientes) cuando se ensayaron en un intervalo de concentraciones mediante la utilizacién del procedimiento de
ensayo de células T de secuencia temporal. Es claro que la utilizacién de un ensayo de células T de Unico punto de
tiempo en un gran numero de respuestas de células T no habria sido detectado. En vez la mayoria de respuestas de
células T contra carbamazepina son inducidas el dia 5 con sé6lo una respuesta adicional detectada los dias 6y 7. La
evaluaciéon de las respuestas de células T contra N-acetil y carbamazepina en loa dias 6, 7 o 8 no hubiera
discriminado ningun nivel de inmunogenicidad entre estos dos compuestos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para medir una respuesta de células T colaboradoras a una sustancia de ensayo que
comprende las siguientes etapas:

(a) aislar células que presentan antigenos (APCs) y células T de una muestra obtenida de un organismo;
(b) depletar células T reguladoras de las células aisladas;

(c) incubar dichas APCs y células depletadas de células T reguladoras obtenidas en el punto (b) con la sustancia de
ensayo; y

(d) ensayar las respuestas de células T a la sustancia de ensayo.
2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que dicho procedimiento ademas comprende:
(ai) separar las células que presentan antigenos (APCs) de otras células; y

la etapa (c) comprende incubar la sustancia de ensayo con las APCs separadas previo a la posterior adicion de
células depletadas de células T reguladoras.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2 en el que las APCs son tratadas con citoquinas previo a la adicion de la
sustancia de ensayo.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1 a 3 en el que las APCs y células T se obtienen de células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs).

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que las APCs y células T son humanas.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que las células T reguladoras son
depletadas de las células T de CD25hi".

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que las células T son depletadas de
células T de CD8+.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que las respuestas de células T son
ensayadas mediante la medicidon de cualquiera o mas de la proliferacién de células T, liberaciones de citoquinas,
Cambios de transcripcion de células T, y/u otros marcadores asociados a la activacion de células T

9. El procedimiento de la reivindicacion 8 en el que la proliferacion de células T se mide mediante la captacion
detimidina tritiada.

10. El procedimiento de la reivindicacion 8 en el que la liberacion de citoquinas se mide mediante la liberacion de IL[J
2 y/o IFNy.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en el que las respuestas de células T son
ensayadas en mas que un punto de tiempo durante la incubacion.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11 en el que las APCs son incubadas con la
sustancia de ensayo durante mas de una longitud de tiempo previo a la adiciéon de dichas células depletadas de las
células T.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1-12 en el que la sustancia de ensayo es ensayada en mas que una
concentracion.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en el que una sustancia de optimizacion es
ensayada para determinar el/los tiempo/s éptimo/s y/o concentracién/es para ensayar la sustancia de ensayo.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en el que la sustancia de ensayo es una
proteina.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en el que la sustancia de ensayo es un
péptido

17. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en el que la sustancia de ensayo es una no
proteina.
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18. El procedimiento de la reivindicacion 17 en el que la sustancia de ensayo es una molécula organica, un lipido,
un carbohidrato o una molécula compuesta de dos 0 mas restos incluyendo conjugados, mezclas y formulaciones.

19. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 en el que la sustancia de ensayo es
inmunomoduladora o téxica para células T y/o APCs.

20. EIl procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13 en el que se utilizan PBMCs de dador que
expresan alotipos HLA representando >80% de la expresion en la poblacién mundial la poblacion en estudio.

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13 en el que se utilizan PBMCs de dador para
representar los alotipos HLA conectados a una enfermedad en estudio .

22. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 en el que los péptidos superpuestos de una
secuencia proteica son ensayados para identificar epitopes de células T en la secuencia proteica.

23. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 en el que una serie de moléculas son
ensayadas individualmente para evaluar la inmunogenicidad relativa.

24. El procedimiento de la reivindicacion 23 en el que se utilizan las respuestas relativas de células T como base
para seleccionar los productos farmacéuticos principales para el desarrollo adicional.

25. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 en el que una sustancia de ensayo es
analizada para evaluar la potencial inmunogenicidad.

26. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 en el que diferentes formulaciones de una
sustancia de ensayo son analizadas para evaluar la inmunogenicidad relativa.

27. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 en el que diferentes lotes de fabricaciéon de
una sustancia de ensayo son analizados para evaluar la potencial inmunogenicidad.

28. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 en el que una sustancia de ensayo es
analizada mediante la utilizacion de sangre de paciente como una fuente de células T para evaluar la
inmunogenicidad a la sustancia de ensayo.

29. El uso de un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para identificar los epitopes de
células T en una secuencia proteica.

30. Uso de un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 para evaluar la inmunogenicidad de
una sustancia de ensayo.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

Indice de estimulacion
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Figura 5

Dia 5 (Iminoestilbeno de N-acetilo)

1 3 6§ 7T 8 N 13 15 17 19 29 23 25 27 29
. Dador numero

Indi
o
I=
=]

Dia 5 (Carbamazepina)

0 0.5ug/mi

- 2ug/mi
0 Bug/ml

0O 12ug/mi

nnnnnnnn

Dia € (Iminoestilbeno de N-acetilo)

1234667889 '101112131415161?1819202122232‘25262?2!25 0
Dador numero

17



ES 2366971 T3

Figura 5 continuacion
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Figura 5 continuacion
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