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DESCRIPCIÓN

Marcadores epigenéticos para la identificación de linfocitos T CD3 positivos

La presente invención se refiere a un procedimiento, en particular a un procedimiento in vitro, para la identificación 
de linfocitos T CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ intactos y/o de memoria en una muestra derivada de un mamífero que 
comprende células T, que comprende a) analizar el estado de metilación de al menos una posición CpG en un 5
amplicón que comprende amplificación con al menos un par de cebadores diseñados adecuadamente en base a los 
oligómeros de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO:2 a 5, y b) identificar los linfocitos T CD3+ CD4+, y/o CD3+

CD8+ intactos y/o de memoria en base a dicho estado de metilación, en el que una desmetilación de al menos una 
posición de CpG en dicho amplicón a, al menos, el 90% en dicha muestra es indicativa de una célula linfocito TCD3+

CD4+, y/o CD3+ CD8+ intacto o de memoria. El procedimiento puede comprender además analizar el estado de 10
metilación de al menos una posición CpG en los genes SLA2, CHRNA3, C16orf24, LCK, FASLG, CD7, SIT1, IL32, 
CXCR6, UBASH3A, GRAP2, ITGB7 y TXK, que también permite que la identificación de forma inequívoca de todos 
los linfocitos T CD3 positivos. Para identificar adicionalmente de forma inequívoca todas las células CD8, también se 
puede emplear el análisis equivalente de GNGT2, CRTAM, IL2RB y ZBTB32. Entre los linfocitos T CD3 positivas, 
estos marcadores son capaces de segregar entre las células CD8 y CD4 positivas. De manera equivalente, 15
FLJ00060, FLJ38379, PPP6C, CD226, ZBTB7B y TNFAIP8 son capaces de identificar positivamente las células que 
expresan CD4 en sangre entera y separar entre células CD4 y CD8 positivas CD3 positivas. 
La presente invención proporciona un medio más sólido para detectar y medir cuantitativamente subpoblaciones 
concretas de la sangre dentro de cualquier órgano sólido o cualquier fluido corporal de un mamífero. 

Usando este procedimiento, los inventores proporcionan nuevos medios no conocidos anteriormente de 20
determinación, cuantificación y medición rutinaria de los linfocitos T. 

Antecedentes de la invención

Los linfocitos T son un componente importante del sistema inmunológico de los mamíferos. Las células T tanto CD4 
como CD8 son responsables del funcionamiento correcto de dicho sistema inmunológico. Mientras que las células T 
CD8 participan en la defensa inmune citotóxica, las células CD4, las denominadas células T colaboradoras, ayudan 25
a la defensa inmune tanto humoral como mediada por células. El receptor antigénico de células T heterodimérico 
(TCR) se une a un complejo de proteínas monomórfico denominado CD3. El CD3 consiste en los subelementos CD3 
γ, -δ, y -ε, y se expresa en todas las células T periféricas, pero solo en una subpoblación de los timocitos. Los genes 
para CD3 γ, -δ, y -ε están codificados en loci vecinos en cromosoma11 (11q23). 

El papel del CD3 en la transducción de señal, la función de las cadenas de CD3 tanto en la formación como el 30
transporte del complejo CD3 completo a la superficie celular, así como la transducción de la señal tras la 
estimulación a través del receptor antigénico de células heterodimérico. La secuencia de aminoácidos de la parte 
citoplasmática de CD3γ, -δ, -ε contiene cada una un motivo que se fosforila tras la estimulación, y, por lo tanto, se 
activa. Este denominado ITAM (motivo activado basado en el inmunorreceptor tirosina) sirve como punto de anclaje 
para diferentes tirosina cinasas. Los individuos con cadenas CD3γ CD3γ o -ε defectuosas sufren de una grave 35
deficiencia autoinmune clínica. 

A pesar de que casi todas las células en un individuo contienen exactamente el mismo complemento de código del 
ADN, los organismos superiores deben imponer y mantener diferentes patrones de expresión génica en los distintos 
tipos de tejido. La mayor parte de la regulación génica es transitoria, dependiendo del estado actual de la célula y de 
los cambios en los estímulos externos. Por otro lado, la regulación permanente es una función principal de la 40
epigenética, patrones de regulación hereditarios que no alteran la codificación genética básica del ADN. La 
metilación del ADN es la forma arquetípica de la regulación epigenética; sirve como la memoria estable para las 
células y lleva a cabo un papel crucial en el mantenimiento de la identidad a largo plazo de varios tipos de células. 

El objetivo principal de la metilación es la secuencia de dos nucleótidos Citosina-Guanina (un “sitio CpG”); Dentro de 
este contexto, la citosina (C) puede someterse a una modificación química sencilla para convertirse en 5-metil-45
citosina. En el genoma humano, la secuencia CG es mucho más rara de lo esperado, excepto en ciertos grupos 
relativamente densos denominados "islas de CpG”. Las islas de CpG se asocian con frecuencia a promotores de 
genes y se ha estimado que más de la mitad de los genes humanos tienen islas de CpG (Antequera y Bird, Proc Natl 
Acad Sci USA 90: 11995-9, 1993). 

La metilación aberrante del ADN se asocia frecuentemente con la transformación de células sanas en cancerosas. 50
Entre los efectos observados se encuentran la hipometilación de todo el genoma, el aumento de la metilación de 
genes supresores tumorales y la hipometilación de muchos oncogenes (revisado, por ejemplo, por Jones y Laird, 
Nature Genetics 21:163-167, 1999; Esteller, Oncogene 21:5427-5440, 2002; y Laird, Nature Reviews/Cancer 3:253-
266, 2003). Se ha reconocido que los perfiles de metilación son específicos de tumores (es decir, los cambios en el 
patrón de metilación de genes concretos o incluso CpG individuales son diagnósticos de tipos de tumores en 55
particular), y ahora hay una extensa colección de marcadores diagnósticos para los cánceres de vejiga, mama, 
colon, esófago, estómago, hígado, pulmón y próstata (resumido, por ejemplo, por Laird, Nature Reviews/Cancer 
3:253-266, 2003). 
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Flanagan et al. (en Flanagan BF, Wotton D, Tuck-Wah S, Owen MJ. DNase hypersensitivity and methylation of the 
human CD3G and D genes during T-cell development. Immunogenetics. 1990;31(1):13-20.) describen que los genes 
CD3G y D de ratón y humanos están organizados en la orientación transcripcional opuesta, estando sus extremos 5' 
separados por aproximadamente 1,6 kilobases (kb) de ADN. Las bases moleculares de la regulación específica de 
tejido de la expresión de los genes CD3G y D humanos se examinó usando hipersensibilidad de ADNasa I y análisis 5
de metilación de CpG en el ratón. Los autores intentan definir las áreas 3' del gen D y dentro de la región intergénica 
que contiene elementos reguladores que influyen en la expresión tanto de CD3D como de G y muestran que la 
transcripción de los genes CD3D y G se puede producir inicialmente a partir de un promotor metilado. De manera 
significativa, se demostró que la región reguladora en 3' adoptaba una estructura de cromatina abierta antes de su 
compromiso de linaje y antes de la transcripción de CD3. El análisis enzimático bastante limitado de Flanagan se 10
basa o una región en el ratón que no tiene homología con ninguna región que se encuentra en el ser humano. 
Adicionalmente, el artículo no identifica las regiones analizadas como adecuadas para la identificación de los 
linfocitos CD3. 

Clevers et al. (en Clevers H, Lonberg N, Dunlap S, Lacy E, Terhorst C. An enhancer located in a CpG-island 3' to the 
TCR/CD3-epsilon gene confers T lymphocyte-specificity to its promoter. EMBO J. 1989 Sep;8(9):2527-35.) describen 15
que el gen que codifica la cadena epsilon de CD3 del complejo receptor de células T (TCR/CD3) se transcribe de 
forma única en todas las células de linaje de linfocitos T. El gen epsilon de CD3 humano, cuando se introduce en la 
línea germinal de ratón, se expresó de manera correcta específica de tejido. A continuación, se cribó el gen para 
detectar elementos de acción cis específicos de linfocitos T en ensayos con la cloranfenicol transferasa. El promotor 
(-228 a +100) funcionaba independientemente del tipo de célula. Un potenciador de 1. 225 pb con estricta 20
especificidad por las células se encontró en un sitio de hipersensibilidad a ADNasa I aguas abajo del último exón, a 
12 kb del promotor. Este sitio estaba presente solo en las células T. El potenciador de CD3-epsilon no mostró 
similitud de secuencia con el potenciador específico de células T de CD3-delta, un gen relacionado regulado de 
forma conjunta con CD3-epsilon durante la diferenciación intratímica. El potenciador de CD3-epsilon era inusual en 
cuanto a que constituía una isla de CpG y estaba hipometilado con independencia del tipo de tejido. Se identificaron 25
dos líneas de células T transformadas con HTLV-I en las que el gen CD3-epsilon no se expresaba y en las que el 
potenciador estaba inactivo. En contraste con la realización preferida de la presente invención, Clevers et al. 
analizan una región potenciadora situada a distancia de 3' del gen de TCR/CD3-epsilon. 

Hamerman et al. (en: Hamerman JA, Page ST, Pullen AM. Distinct methylation states of the CD8 beta gene in 
peripheral T cells and intraepithelial lymphocytes. J Immunol. 1997 Aug 1;159(3):1240-6) distinguen entre linfocitos T 30
CD4 y CD8. 

En el documento EP 1 213 360 se describe un procedimiento de identificación de una célula, tejido o núcleo, que 
comprende la recogida de información sobre el patrón de metilación de ADN aislado de la célula, tejido o núcleo y el 
análisis de la información resultante. 

En el documento WO 2004/050706 se describe un subgrupo de células T y se refiere a las características de las 35
células T reguladoras que las definen como tal. La solicitud también describe los usos de tales células T, 
composiciones que las comprenden y quimiocinas que las reclutan en la modulación de una respuesta inmune. 

Por último, en el documento EP 1 826 279 se describe un procedimiento, en particular un procedimiento in vitro, para 
identificar células T reguladoras positivas para FoxP3, preferentemente células T reguladoras CD25+ CD4+ de un 
mamífero, que comprende analizar el estado de metilación de al menos una posición CpG en el gen foxp3 gen o un 40
gen ortólogo o parálogo del mismo, y el uso del análisis de la metilación del ADN del gen del factor de transcripción 
de FoxP3 para una detección y aseguramiento de la calidad y el control de las células T reguladoras. 

Mientras que la medición y la determinación de células CD4 y CD8 es generalmente fácil y, por lo general, se logra 
mediante el análisis de la expresión de dichos antígenos en la superficie celular, clínicamente, sigue siendo un reto 
determinar estos tipos de células, ya que para el análisis FACS de uso habitual, las muestras de células tienen que 45
estar aisladas recientemente o se tienen que fijar inmediatamente con el fin de mantener intactas las entidades
celulares. Por lo tanto, la detección de linfocitos T, aunque es deseable, supone un problema, particularmente para 
aplicaciones de rutina. 

En vista de lo anterior, es un objeto de la presente invención proporcionar un procedimiento mejorado y, en 
particular, sólido basado en el análisis de la metilación del ADN como una herramienta superior con el fin de 50
identificar con más comodidad y fiabilidad linfocitos T. 

La presente invención resuelve el objeto anterior proporcionando un procedimiento para la identificación de linfocitos 
T CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ intactos y/o de memoria en una muestra derivada de un mamífero que comprende 
células T, que comprende a) analizar el estado de metilación de al menos una posición CpG en un amplicón que 
comprende amplificación con al menos un par de cebadores diseñados adecuadamente en base a los oligómeros de 55
acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO:2 a 5, y b) identificar los linfocitos T CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ intactos 
y/o de memoria en base a dicho estado de metilación, en el que una desmetilación de al menos una posición de 
CpG en dicho amplicón a, al menos, el 90% en dicha muestra es indicativa de una célula linfocito TCD3+ CD4+, y/o 
CD3

+
CD8

+
intacto o de memoria. 
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La presente invención se basa en el sorprendente hallazgo de los inventores de que la identificación del gen CD3 
como marcador epigenético específico puede facilitar en gran medida la aplicación clínica de rutina de los análisis de 
los marcadores anteriores. En contraste con las mediciones de FACS y del ARNm, la medición o mediciones 
respectivas se pueden hacer con independencia de la purificación, el almacenamiento y, en cierta medida, también 
de la calidad del tejido. 5

En otra realización preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invención, dicha al menos una posición 
CpG en dicha muestra está desmetilada en más del 91 % y, preferentemente, en más del 92 % y, lo más preferente, 
en más del 95 %. 

Este concepto se basa en la desmetilación específica de las regiones CD3 en los linfocitos T CD3 positivos. 
Mediante el uso de un simple y preciso procedimiento de PCR cuantitativa, los inventores muestran que la 10
desmetilación de CD3 representa un marcador sustituto para el recuento de linfocitos T en sangre o tejidos. Por 
tanto, los presentes inventores han identificado regiones concretas dentro del gen de CD3, que están implicadas 
funcionalmente en, o en asociación obligatoria con, la existencia de linfocitos T CD3 positivos. En una realización 
preferida, una región muy buena es o bien el promotor o el TLSDR con, por ejemplo la secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con la SEQ ID No. 1 y otras, que contiene muchos motivos CpG, que muestran un estado de metilación 15
diferencial cuando las células que expresan CD3, en células CD4+ o CD8+ en comparación con todas las demás 
células que no expresan CD3, si, por ejemplo, se utiliza el procedimiento de secuenciación de bisulfito. 

Los inventores pudieron demostrar que en las células CD3+, los motivos CpG están casi completamente 
desmetilados (es decir, a más del 90 % y, lo más preferente, más de 95 %), mientras que los mismos motivos están 
completamente metilados en todas las células CD3. La metilación diferencial de los motivos CpG dentro de la región 20
mencionada anteriormente se correlaciona con la expresión de CD3. Por lo tanto, la determinación del estado de 
metilación del locus de CD3 podría convertirse en una herramienta valiosa para identificar los linfocitos T, tal como 
se requiere/o al menos de algún valor para la medición de los linfocitos T en enfermedades autoinmunes, rechazo a 
trasplantes, cáncer, alergias, o solo el estado inmunitario relacionado con los linfocitos T en cualquier contexto 
previsible, cuando se desee. Los ensayos permiten la medición de los linfocitos T sin purificación o cualquier 25
procedimiento de tinción. Incluso informa en tumores sólidos u otros tejidos sólidos el número de células 
desmetiladas en dicha región, de modo que muestra la cantidad total de linfocitos T CD3 positivos que infiltran un 
tumor. 

Los inventores han demostrado que el potencial para la expresión constitutiva de CD3 en linfocitos T coincide con la 
epigenética, es decir, la regulación basada en la metilación del ADN. La metilación del ADN es una modificación 30
epigenética biológica y químicamente estable, lo que da lugar a cambios en la expresión génica a largo plazo. Los 
inventores encontraron que la desmetilación en el locus de CD3 humano estaba restringida a los linfocitos T cuando 
se analiza contra todos los tipos principales de células en sangre periférica y una selección de células no 
sanguíneas. Estos datos indicaron que las modificaciones epigenéticas en el locus de CD3 sirven como valioso 
marcador para la identificación de las células con el fenotipo de los linfocitos T, independientemente de la expresión 35
de las subcadenas delta o gamma específicas. 

En otro aspecto preferido del procedimiento de acuerdo con la presente invención, el estado de metilación de al 
menos una posición de CpG en los genes SLA2, CHRNA3, C16orf24, LCK, FASLG, CD7, SIT1, IL32, CXCR6, 
UBASH3A, GRAP2, ITGB7 y TXK y se analiza en analogía con lo que se describe en el presente documento para 
CD3. Por tanto, estos genes también permiten la identificación inequívoca de todos los linfocitos T CD3 positivos. 40
Por lo tanto, en una realización preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invención, dicha al menos 
una posición de CpG está presente en la región 5' cadena arriba del inicio de la transcripción, la región del promotor, 
el intrón, y/o el límite exón/intrón dentro del gen o los genes SLA2, CHRNA3, C16orf24, LCK, FASLG, CD7, SIT1, 
IL32, CXCR6, UBASH3A, GRAP2, ITGB7 y TXK. 

Con el fin de identificar adicionalmente de forma inequívoca todas las células CD8, la presente invención, en otro 45
aspecto preferido de la misma, proporciona el análisis equivalente de los genes GNGT2, CRTAM, IL2RB y ZBTB32 
entre los linfocitos T CD3 positivos, ya que estos marcadores son capaces de segregarse entre células CD8 y CD4 
positivas. Este análisis se realiza, preferentemente, de forma simultánea o posteriormente al análisis del fenotipo 
CD3 de los linfocitos T. 

De manera equivalente, FLJ00060, FLJ38379, PPP6C, CD226, ZBTB7B y TNFAIP8 son capaces de identificar 50
positivamente las células que expresan CD4 en sangre entera y separar entre células CD4 y CD8 positivas CD3 
positivas. 

Otro aspecto preferido del procedimiento de acuerdo con la presente invención se refiere al uso del análisis de la 
metilación del ADN de los genes CD3χ/δ/ε, o SLA2, CHRNA3, C16orf24, LCK, FASLG, CD7, SIT1, IL32, CXCR6, 
UBASH3A, GRAP2, ITGB7 y TXK o GNGT2, CRTAM, IL2RB y ZBTB32 o FLJ00060, FLJ38379, PPP6C, CD226, 55
ZBTB7B y TNFAIP8 para la detección y garantía de calidad y el control de los linfocitos T. 

Dicho análisis del estado de metilación comprende la amplificación con al menos un cebador de pares de cebadores 
adecuados que se pueden diseñar de manera adecuada sobre la base de oligómeros de acuerdo con las SEQ ID 
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No. 2 a 5. 

Preferentemente, la amplificación implica una enzima polimerasa, una PCR o reacción de amplificación química, u 
otros procedimientos de amplificación como es conocido por el experto en la técnica como se describe a 
continuación, por ejemplo, en el contexto de MSP, HeavyMethyl, Scorpion, MS-SNuPE, MethylLight, secuenciación 
con bisulfito, ensayos de restricción específicos de metilo. Con la amplificación, se produce el amplicón de la TLSDR 5
o cualquier otra región del gen CD3 o cualquier parálogo u ortólogo como se describe en el presente documento que 
es una "herramienta" particularmente preferente para la realización del procedimiento o procedimientos de acuerdo 
con la presente invención. 

El experto en la técnica será, además, capaz de seleccionar subpoblaciones específicas de las posiciones de CpG 
para minimizar la cantidad de sitios a analizar. Las posiciones se cuentan numéricamente desde el extremo 5' del 10
amplicón como se genera y analiza. Se prefieren las combinaciones de 4, 5, 6, o 7 posiciones, que están 
produciendo suficiente información con el fin de ser informativas en el contexto de la presente invención. 

Con el fin de analizar el estado de metilación de las posiciones de CpG, se puede usar cualquier procedimiento 
conocido para analizar la metilación del ADN. En una realización preferida del procedimiento de acuerdo con la 
presente invención, el análisis del estado de metilación comprende un procedimiento seleccionado de digestiones 15
enzimáticas específicas de metilación, secuenciación con bisulfito, análisis seleccionado de la metilación del 
promotor, la metilación de la isla de CpG, MSP, HeavyMethyl, MethyLight, Ms-SNuPE u otros procedimientos 
basándose en una detección de ADN amplificado. Estos procedimientos son bien conocidos por el experto en la 
técnica y se pueden encontrar en la literatura respectiva. 

En una realización preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invención, dicho procedimiento es 20
adecuado para la aplicación rutinaria, por ejemplo en un chip de ADN. Basado en la información anterior y la 
literatura respectiva, el experto en la técnica será capaz de ajustar el procedimiento como anteriormente a tales 
parámetros. 

En otra realización preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invención, la identificación comprende 
una distinción de dicho linfocitos T a partir de todos los tipos principales de células sanguíneas periféricas o células 25
no sanguíneas, preferentemente, pero no limitado a, CD14, CD15, CD19, y CD56. 

En aún otra realización preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invención, la muestra se selecciona 
de un fluido corporal de mamífero, incluyendo muestras de sangre, o un tejido, órgano o tipo de célula muestra de 
sangre, una muestra de linfocitos de sangre o una fracción de los mismos. Preferentemente, dicho mamífero es un 
ratón, rata, mono o ser humano. Las muestras se pueden agrupar adecuadamente, si es necesario. 30

Otro aspecto preferido del procedimiento de acuerdo con la presente invención comprende, además, la etapa de 
concluir sobre el estado inmunológico de dicho mamífero en base a dichos linfocitos T como se han identificado. La 
población general de linfocitos se puede cuantificar y usarse como un punto de referencia para cuantificar 
relativamente subpoblaciones más detalladas, tales como las células T reguladoras CD3CD4CD25 positivas o puede 
usarse para detectar finalmente esta población para determinar el estado general de la actividad inmune. 35

En aún otra realización preferida de los procedimientos de acuerdo con la presente invención, el mamífero sufre, o 
es probable que sufra, enfermedades autoinmunes, rechazos de trasplantes, cáncer, y/o alergia. 

Se divulga un oligómero de acuerdo con cualquiera de las SEC ID No. 2 a 5 o un amplicón, tal como se amplifica 
mediante un par de cebadores en base a la SEQ ID No. 1 y diseñado como se ha descrito anteriormente, en 
particular, el amplicón n. º 1405 (SEQ ID No. 6), el amplicón n. º 1406 (SEQ ID No. 7), y el amplicón n. º 1408 (SEQ 40
ID No. 8). 

Otro aspecto más preferido de la presente invención se refiere después al uso de un kit que comprende materiales 
para realizar el procedimiento para la identificación de linfocitos T intactos y/o de memoria CD3+ CD4+y/o CD3+ CD8+

en una muestra de acuerdo con un procedimiento de acuerdo con la presente invención como se describe en el 
presente documento, comprendiendo dicho kit de materiales para llevar a cabo un análisis de la metilación de las 45
posiciones de CpG en un amplicón que comprende la amplificación con al menos un par de cebadores 
adecuadamente diseñados en base a los oligómeros de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO: 2 a 5. 

En resumen, utilizando el marcador CD3, los inventores identificaron muy específicamente (pero no diferenciaron) 
linfocitos T tanto CD3/CD4 positivos, así como CD3/CD8 positivos. Utilizando el marcador CD8-beta, por ejemplo 
linfocitos CD8 positivos podrían distinguirse después de los linfocitos CD4. Esto, cuando se utiliza una combinación 50
del presente marcador o marcadores y el marcador CD8 beta, las células CD4 y CD8 pueden distinguirse 
específicamente. Esto no era posible antes de la invención, ya que todos los CD4 parecían idénticos a los que no 
son linfocitos T. 

La invención se describirá ahora adicionalmente en base a los siguientes ejemplos y con referencia a las figuras 
adjuntas y al protocolo de la secuencia, y sin limitarse a los mismos. En las figuras y secuencias,55
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La Figura 1 muestra la región del gen metilada diferencialmente, tal como se encuentra para g y d de CD3 y se 
indica con líneas rojas como "coincidencias Blast". 

La Figura 2 muestra el análisis del amplicón n. º 1405 (SEQ ID No. 6), la hebra del bisulfito 2, la dirección de la 
secuenciación: directo. Las posiciones relevantes se indican en negrita. 

La Figura 3 muestra el análisis del amplicón n. º 1406, la hebra del bisulfito 2, la dirección de la secuenciación: 5
inversa. Las posiciones relevantes se indican en negrita. 

La Figura 4 muestra el análisis del amplicón n. º 1406 (SEQ ID No. 7), la hebra del bisulfito: 2, dirección de la 
secuenciación: directo. Las posiciones relevantes se indican en negrita. 

La Figura 5 muestra el análisis del amplicón n. º 1408 (SEQ ID No. 8), la hebra del bisulfito: 2, dirección de la 
secuenciación: directo. Las posiciones relevantes se indican en negrita. 10

La Figura 6 muestra las regiones reguladoras del receptor de células Tγ, δ, incluyendo las regiones Nr. 1405 
1406 y 1408 en el cromosoma 11 (NCBI36:11:117714000:117730500:1). Las secuencias de los exones están 
subrayados para CD3 δ, y presentan doble subrayado para las CG de CD3 γ están en negrita. 

La SEQ ID No. 1 muestra la secuencia de la región que se considera que tiene un patrón de metilación específico en 
las células CD3. 15

Las SEQ ID No. 2 a 5 y 9 muestran las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en el ensayo Illumina Chip-
Fragment para CD3γ y CD3δ y CD3ε. 

Las SEQ ID No. 6 a 8 muestran las secuencias de referencia del amplicón n. º 1405 (SEQ ID No. 6), el amplicón n. º 
1406 (SEQ ID No. 7), y el amplicón n. º 1408 (SEQ ID No. 8). 

Las SEQ ID No. 10 to 38 muestran las secuencias alrededor de las posiciones de CpG como se ha analizado en 20
otros marcadores de linfocitos T preferidos de la presente invención de acuerdo con el ejemplo 2. 

Las SEQ ID No. 39 a 65 muestran las secuencias como se representan en las alineaciones de las figuras 2 a 5. Si 
no se indica lo contrario, las secuencias están ordenadas en la sucesión de su aparición en las figuras 2 a 5. 

Ejemplos

Ejemplo 1 – Análisis de CD325

Los inventores han purificado diversas subpoblaciones sanguíneas, incluyendo los linfocitos T intactos y de memoria 
CD3/CD4, CD3/CD8, células asesinas naturales CD56, células B CD19 intactas y de memoria, monocitos CD14 y 
granulocitos CD15. El ADN de las células purificadas se trató con bisulfito y se analizó en varios motivos de 
dinucleótidos de CpG. A continuación, los inventores compararon el estado de metilación (hallando C como para 
citosina que estaba metilada en la secuencia original frente a T para citosina que no estaba metilada en la secuencia 30
original). 

Los datos mostraron diversos motivos de CpG y las zonas CpG en el CD3 γ, δ y ε que estaban desmetiladas en 
todos los tipos celulares CD3CD4 y CD3CD8 mientras que estaban metiladas en todos los demás tipos de células 
sanguíneas. Las regiones génicas metiladas diferencialmente como se encuentra para CD3 γ, δ y ε se muestran a 
continuación en la Figura 1 y se indican en negrita como "coincidencias blast”. 35

Los datos, como se observa con la tecnología de Illumina Golden Gate, muestran que todas las células T CD4 y 
CD8 positivas de memoria (0,06 y 0,06, respectivamente) e intactas (0,03 y 0,06, respectivamente) están sujetas a 
tasas de metilación mucho más bajas en lugar que otros tipos celulares analizados, incluyendo las células 
sanguíneas CD15 (0,92), CD14 (0,90), CD19 de memoria e intactas (0,81 y 0,67, respectivamente), CD56 (0,86) 
positivas, así como las células derivadas (0,78)de tejidos no sanguíneos. Los resultados experimentales se 40
representan adicionalmente en la siguiente tabla.
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Los datos que muestran la alta especificidad se obtuvieron utilizando una tecnología Illumina Golden Gate, con las 
siguientes regiones de CpG genómicas analizadas

CD3γ

cg15880738 (SEQ ID No. 2) 

5

(+1)CGGAAAAACAAAAGGCATCTGCACCTGCAGCCCTGCTGAGGCCCCTGCTG

CD3δ

cg24841244 (SEQ ID No. 4) 

(-1) TGGAACATAGCACGTTTCTCTCTGGCCTGGTACTGGCTACCCTTCTCTCG10

CD3ε

cg24612198 (Seq ID No. 9)
AGTCATCTGTTTTGCTTTTTTTCCAGAAGTAGTAAGTCTGCTGGCCTCCG

Dado que la tecnología Illumina solo permiten el análisis de un solo CpG (o más bien 2 CpG por locus génico), los 
inventores verificaron las propiedades de metilación utilizando secuenciación con bisulfito. Para ello, los inventores 15
trataron las muestras con bisulfito usando el kit Qiagen EpiTect y secuenciaron las muestras usando un 
secuenciador ABI 3100 prism. Para la interpretación de los datos se utilizó el software de KB base suministrado por 
ABI. 

Si bien no proporcionaron resultados completamente cuantitativos calculando el percentil de metilados (es decir, la 
señal de CG en la secuencia de la cadena positiva) frente a no metilados (es decir, TG en la secuencia de la hebra 20
positiva), los datos fueron inequívocos para los tipos de células purificadas. Todos los linfocitos T estaban 
desmetilados mayoritariamente en todas las posiciones de CG analizadas, mientras que todos los otros tipos de 
células analizadas estaban metiladas en posiciones idénticas. 

Ejemplo 2 -Análisis de marcadores adicionales en analogía con CD3

Con el fin de identificar otros marcadores adecuados distinguiendo y controlando los linfocitos T, se han identificado 25
y analizado otros marcadores a través de análisis de la metilación. Se encontró que la metilación en las posiciones 
de CpG en los genes para SLA2, CHRNA3, C16orf24, LCK, FASLG, CD7, SIT1, IL32, CXCR6, UBASH3A, GRAP2, 
ITGB7 y TXK también se pueden utilizar en el contexto de la presente invención, ya que estos marcadores también 
son capaces de identificar los linfocitos T CD3 positivos. 

Además, se han identificado otros marcadores que identifican la subpoblación de las células CD8 y CD4 positivas en 30
el grupo de linfocitos T CD3 positivos. Se ha descubierto que los genes para GNGT2, CRTAM, IL2RB y ZBTB32 se 
segregan entre células CD8 y CD4 positivas. De manera equivalente, FLJ00060, FLJ38379, PPP6C, CD226, 
ZBTB7B y TNFAIP8 son capaces de identificar positivamente las células que expresan CD4 en sangre entera y 
separar entre células CD4 y CD8 positivas CD3 positivas. 

En la siguiente tabla 2 se resumen los datos de Illumina tal como se obtiene para los marcadores anteriores en las 35
posiciones de CpG seleccionadas. Se puede observar que se pueden utilizar otros diversos marcadores con el fin de 
identificar selectivamente CD4+ (para la identificación de la subpoblación de linfocitos CD3+), es decir, FLJ00060; 
FLJ38379; PPP6C; CD226; ZBTB7B y/o TNFAIP8, con el fin de identificar de forma selectiva CD8+ (para la 
identificación de la subpoblación de linfocitos CD3+), a saber GNGT2; CRTAM; IL2RB y/o ZBTB32, y con el fin de 
identificar de forma selectiva los linfocitos CD3+, es decir, CD3D; CD3G, y/o CD3E, y/o SLA2, CHRNA3, C16orf24; 40
LCK; FASLG; FASLG; CD7; SIT1; IL32; CXCR6; UBASH3A; GRAP2; ITGB7 y/o TXK, como se muestra con sitios de 
CpG seleccionados como ejemplos preferentes. Sobre la base de la tabla, el experto en la técnica será capaz de 
extender la enseñanza con respecto a CD3 como en el presente documento a estos marcadores y sus sitios de 
CpG. 

45
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<210> 1
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<210> 2
<211> 50
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 2
agctgctgca caggctggct ggctggctgg ctgctaaggg ctgctccacg 50

10
<210> 3
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

15
<400> 3
cggaaaaaca aaaggcatct gcacctgcag ccctgctgag gcccctgctg 50

<210> 4
<211> 5020
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4
acccaggctg atagttcggt gacctggctt tatctactgg atgagttccg 5025

<210> 5
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens30

<400> 5
tggaacatag cacgtttctc tctggcctgg tactggctac ccttctctcg 50

<210> 635
<211> 435
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 640

<210> 745
<211> 438
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 7

5

<210> 8
<211> 472
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 8

15
<210> 9
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 9
agtcatctgt tttgcttttt ttccagaagt agtaagtctg ctggcctccg 50

<210> 10
<211> 5025
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10
cgcccagcct cgctgttctt atcttggcag cagattccga atgtcggctg 5030

<210> 11
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens35
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<400> 11
cgctcatcag gacttcagca ctgcccgtcc atggggacgt ctgcactcac 50

<210> 125
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1210
cgccttgagc tgtacctggc acatctttgt tgctcagcaa agagtggttg 50

<210> 13
<211> 50
<212> ADN15
<213> Homo sapiens

<400> 13
tcttcccatc tgcgtcttgg ttaaggactt ttatcgtatc ctgtttatcg 50

20
<210> 14
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

25
<400> 14
aagatctgct ggaggccagg cacagacagg tgctttaact caagttatcg 50

<210> 15
<211> 5030
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 15
agtaactgca gcaatgagtg cccgggctgt gcttggagta ccagtgctcg 5035

<210> 16
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens40

<400> 16
cgccccaagt actaagtggc acagcttggt gagcaaggac atttttattg 50

<210> 1745
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1750
cggcaagatg aaacaagctt attaggctct gtcttttaag ggcataccag 50

<210> 18
<211> 50
<212> ADN55
<213> Homo sapiens

<400> 18
cgcaacacag ggctgcctcc cccggtatat gggccccact ccacagaggt 50

60
<210> 19
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

65
<400> 19
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cggcagagca cacagctgca gaagtaaaaa ggattgaaac atttggatcc 50

<210> 20
<211> 50
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 20
acccaggctg atagttcggt gacctggctt tatctactgg atgagttccg 50

10
<210> 21
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

15
<400> 21
tggaacatag cacgtttctc tctggcctgg tactggctac ccttctctcg 50

<210> 22
<211> 5020
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22
agctgctgca caggctggct ggctggctgg ctgctaaggg ctgctccacg 5025

<210> 23
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens30

<400> 23
cggaaaaaca aaaggcatct gcacctgcag ccctgctgag gcccctgctg 50

<210> 2435
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2440
agtcatctgt tttgcttttt ttccagaagt agtaagtctg ctggcctccg 50

<210> 25
<211> 50
<212> ADN45
<213> Homo sapiens

<400> 25
cgctgcagtc agactccaaa gtcaggaacg tgagggctac catctctcaa 50

50
<210> 26
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

55
<400> 26
cgaaggcccc cagctgtggg agcccacgct atttattggt gatcaaagaa 50

<210> 27
<211> 5060
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 27
cgcaggcact tacgatcctg ccgtcgccag agcccagatc caccgttttt 5065
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<210> 28
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

5
<400> 28
gggctcccgg gctgggcagg taaggagcgc tggtattggg ggcgcaggcg 50

<210> 29
<211> 5010
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 29
ttccgcccac aattttctga taacagcctt caaggcctca gttgctgtcg 5015

<210> 30
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens20

<400> 30
cgggaccctg ttgctgactg ctcaagagga ggcaagctgg atctctctta 50

<210> 3125
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3130
taaatgatgt cttggggctg tggcccgagc tgcctcaggt agatcccacg 50

<210> 32
<211> 50
<212> ADN35
<213> Homo sapiens

<400> 32
ggggactgtg ggtcctctta ggggctgtga cgctgctatt tctcatctcg 50

40
<210> 33
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

45
<400> 33
cgcactcagc aaggcctcct gccctgagag aggctccgcc cactaccccc 50

<210> 34
<211> 5050
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 34
ctcatgaagc aaggtctgcc tctacttctg tgatgtggtt catgtttccg 5055

<210> 35
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens60

<400> 35
gacctttagc ctcaaactcc cgtggtggaa acagttagga ttggtggacg 50

<210> 3665
<211> 50
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 36
gagagacaat acccttccaa aatacacttc aacataaagt tttcttttcg 505

<210> 37
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 37
cggtatacct gccctacttc ggtatagtcc ttggcacatg gcaggcactc 50

<210> 3815
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<900> 3820
atggtagccc cttctgcggg gagcacacaa cagtcttcag ttcttctgcg 50

<210> 39
<211> 402
<212> ADN25
<213> Homo sapiens

<400> 39

30

<210> 40
<211> 394
<212> ADN
<213> Homo sapiens35

<400> 40

40
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<210> 41
<211> 435
<212> ADN
<213> Homo sapiens

5
<400> 41

<210> 4210
<211> 399
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4215

<210> 43
<211> 39420
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 43
25
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<210> 44
<211> 396
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 44

10

<210> 45
<211> 387
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 45

20
<210> 46
<211> 391
<212> ADN
<213> Homo sapiens

25
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<400> 46

<210> 475
<211> 328
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4710

<210> 48
<211> 38815
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 48
20

<210> 49
<211> 401
<212> ADN25
<213> Homo sapiens
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<400> 49

<210> 505
<211> 387
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5010

<210> 51
<211> 42015
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 51
20

<210> 52
<211> 416
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 52
5

<210> 53
<211> 416
<212> ADN10
<213> Homo sapiens

<400> 53

15

<210> 54
<211> 418
<212> ADN20
<213> Homo sapiens

<400> 54

25
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<210> 55
<211> 419
<212> ADN
<213> Homo sapiens

5
<400> 55

<210> 5610
<211> 418
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5615

<210> 57
<211> 41920
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 57
25
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<210> 58
<211> 416
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 58

10

<210> 59
<211> 438
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 59

20
<210> 60
<211> 442
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 60

5

<210> 61
<211> 445
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 61

15
<210> 62
<211> 437
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 62
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<210> 63
<211> 450
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 63

10

<210> 64
<211> 446
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 64

E09771304
07-12-2016ES 2 606 350 T3

 



36

<210> 65
<211> 448
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 65

10
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificación de linfocitos T intactos y/o de memoria CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ en una 
muestra derivada de un mamífero que comprende células T, que comprende

a) analizar el estado de metilación de al menos una posición de CpG en un amplicón que comprende la 
amplificación con al menos un par de cebadores diseñados adecuadamente en base a los oligómeros de 5
acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO: 2 a 5, y
b) identificar los linfocitos T CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ intactos y/o de memoria en base a dicho estado de 
metilación, en el que una desmetilación de al menos una posición de CpG en dicho amplicón a, al menos, el 90% 
en dicha muestra es indicativa de una célula linfocito T CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ intacto o de memoria. 

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicha al menos una posición CpG en dicha muestra 10
está desmetilada en más del 91 % y, preferentemente, en más del 92 % y, lo más preferente, en más del 95 %. 

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que el análisis del estado de metilación comprende 
un procedimiento seleccionado de digestiones enzimáticas específicas de metilación, secuenciación con bisulfito, 
análisis seleccionado de la metilación del promotor, la metilación de la isla de CpG, MSP, HeavyMethyl, MethyLight, 
Ms-SNuPE u otros procedimientos apoyándose en una detección de ADN amplificado. 15

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende además un análisis de 
la metilación de al menos una posición de CpG en los genes para CD4+ y/o CD8, en particular CD8 beta, o en los 
genes para GNGT2, CRTAM, IL2RB, y ZBTB32, o FLJ00060, FLJ38379, PPP6C, CD226, ZBTB7B, y TNFAIP8, o en 
los genes SLA2, CHRNA3, C16orf24, LCK, FASLG, CD7, SIT1, IL32, CXCR6, UBASH3A, GRAP2, ITGB7 y TXK. 

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho procedimiento es 20
adecuado para aplicación rutinaria, por ejemplo en un chip de ADN. 

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha identificación 
comprende una distinción de dicho linfocitos T de todos los tipos principales de células sanguíneas periféricas o 
células no sanguíneas. 

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra se selecciona de 25
un fluido corporal de mamífero, incluyendo muestras humanas de sangre, o una muestra de sangre de tejido, órgano 
o tipo de célula, una muestra de linfocitos sanguíneos o una fracción de los mismos. 

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende además la etapa de 
concluir sobre el estado inmunológico de dicho mamífero en base a dichos linfocitos T como se ha identificado. 

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el mamífero padece, o es 30
probable que padezca, enfermedades autoinmunes, rechazos de trasplantes, cáncer, y/o alergia. 

10. El uso de un kit que comprende materiales para realizar el procedimiento de identificación de linfocitos T intactos 
y/o de memoria CD3+ CD4+, y/o CD3+ CD8+ en una muestra de acuerdo con la reivindicación 1, comprendiendo 
dicho kit

a) un reactivo de bisulfito, y35
b) materiales para la realización de un análisis de metilación de las posiciones de CpG en un amplicón que 
comprende amplificación con al menos un par de cebadores adecuadamente diseñados en base a los 
oligómeros de acuerdo con cualquiera de las SEQ NO: 2 a 5

para la identificación de linfocitos T intactos y/o de memoria CD3
+

CD4
+
, y/o CD3

+
CD8

+
en un mamífero. 
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