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DESCRIPCION
Reactivos, métodos y kits para el diagndstico de inmunodeficiencias primarias.

Esta invencion se refiere al campo de las inmunodeficiencias primarias (PID), mas especificamente a medios y
métodos para el diagnoéstico de PID del sistema linfoide. PID son trastornos hereditarios del sistema inmunoldgico.
Los pacientes con PID suelen presentar infecciones recurrentes, graves y, a veces, potencialmente mortales. Hasta
la fecha, se han identificado mas de 200 genes que se pueden mutar en pacientes con PID (Al Herz, Front Immunol
2014;5:162). Dependiendo del defecto genético, una parte del sistema inmunolégico o un tipo de célula puede estar
ausente o ser disfuncional. La mayoria de los pacientes con una PID tienen un defecto del sistema inmunolégico
adaptativo, esto es, que implica un defecto en las células B y/o T. La inmunofenotipificacion por citometria de flujo
desempefia un papel crucial en el procedimiento de diagnoéstico en etapas de los pacientes con PID. El diagnéstico
correcto es de suma importancia, porque determina la estrategia terapéutica, que incluye antibiéticos, sustitucion de
inmunoglobulinas o, en algunos casos, trasplante de células madre hematopoyéticas o terapia génica.

Muchos centros de diagnostico e investigacion han desarrollado protocolos de citometria de flujo de multiples
colores para el diagnostico y clasificacion de PID, pero las diferencias en los paneles de anticuerpos, el manejo de
muestras, la configuracion de instrumentos y el analisis de datos dificultan la reproducibilidad o el intercambio de
datos entre centros. Especialmente para PID, existe la necesidad de intercambiar datos entre centros, debido a la
gran cantidad de PID diferentes, la baja incidencia de PID y la heterogeneidad clinica e inmunoldgica de PID.

Se han propuesto varios paneles de anticuerpos monoclonales (MoAb) para el analisis de citometria de flujo del PID
del sistema linfoide. La mayoria de estos paneles de MoAb estan dedicados a la identificacion de defectos
importantes en los linfocitos B y T, asi como a las células NK, y/o al cribado de diagnostico de un trastorno
hereditario especifico. Ejemplos de tales paneles de MoAb de citometria de flujo orientados a enfermedades
especificas son: paneles para el cribado de diagndstico y clasificacion de inmunodeficiencia combinada grave
(SCID) basada en la cuantificacion de las células B, T y NK con CD3, CD19 y CD56 solos o en combinacion con
CD16; el cribado de diagnoéstico de la agammaglobulinemia congénita basada en la enumeracion de linfocitos B
circulantes (por ejemplo, CD19+); la clasificacion de la inmunodeficiencia variable comun (CVID) segun la proporcion
de linfocitos B inmaduro/transicional, similar a la zona marginal/no cambiada (smigMD*) y de clase cambiada
(smlgMDr), y CD21dim; cribado de diagnéstico de pacientes con sindrome de DiGeorge en funcién de los recuentos
relativos de células T CD4+ timicos recientes emigrantes (RTE) en sangre periférica, y; la cuantificacion de células T
TCRaf* negativas doble CD4 y CD8 (DNT) para el cribado del sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS)
(Oliveira et al, Curr Opin Allergy Clin Immunol 2008; 8: 499). Tales paneles de MoAb se enfocan por lo general en la
deteccion y enumeracion de subpoblaciones de linfocitos no asociados con la enfermedad unicamente. En
consecuencia, ninguno de estos enfoques permite una descripcion completa y una descripcion detallada de la
distribucion de distintos subconjuntos de leucocitos circulantes.

En paralelo, se han propuesto paneles inmunofenotipicos integrales y se han usado para el estudio de multiples
subpoblaciones diferentes de leucocitos de sangre periférica, tales como los llamados paneles de anticuerpos
EuroFlow (véase el documento W02010/140885 A1), el panel exhaustivo de inmunofenotipificacién de leucocitos
(CLIP; Biancotto et al, J Immunol Meth 2011;363:245), un panel de anticuerpos para armonizar la citometria de flujo
en ensayos clinicos (Maecker et al, Nat Immunol 2012;12: 191) el panel MoAb del estudio ONE (Streitz et al,
Transplant Res 2013; 2: 17), y el panel Pasteur de inmunofenotipificacion (Duffy et al, Immunity 2014; 40:436). Estos
paneles conocidos permiten la identificacion de varias subpoblaciones de células B, T y NK (por ejemplo, células
ingenuas frente a activas de la memoria, TCRyS frente a TCRap) junto con la identificacion de monocitos, células
dendriticas y granulocitos. Sin embargo, las combinaciones propuestas en estos paneles de MoAb se centran
especificamente en la identificacion y enumeracion de poblaciones de células de leucemial/linfoma o en el
seguimiento de compartimientos especificos de células T, B y NK mediante el uso de multiples tubos de MoAb que
solo proporcionan informacién relevante para condiciones especificas, tales como el seguimiento inmunolégico
después del trasplante, pero no en otras afecciones como la PID.

Mas recientemente, se ha propuesto un panel de MoAb especifico para el analisis de subpoblaciones de linfocitos en
sangre periférica que tiene como objetivo el diagndstico de pacientes con PID. Se afirma que este panel se
reivindica para comprender una combinacion de MoAb de "descripcion general de linfocitos" para la identificacion de
células T, B y NK totales, junto con siete combinaciones de MoAb adicionales para la caracterizacion
inmunofenotipica de estas células con marcadores que han demostrado ser clinicamente relevante para el
diagndstico y la clasificacion de los pacientes con PID (Bolt et al. Cytometry B Clin Cytometry 2014; 86: 191;
O’'Gorman et al. Methods Mol Biol 2011; 699: 317). La mayoria de estas combinaciones de MoAb (seis de siete) se
dirigen a las células T y NK, lo que permite una descripcion extensa de estos subconjuntos, incluida la discriminacion
de los subconjuntos funcionales (por ejemplo, colaboradora frente a citotdxica), etapa de maduracién (por ejemplo,
ingenuas, memoria, efectora y memoria efectora) y otras subpoblaciones asociadas a enfermedades (por ejemplo,
células RTE y DNT). Por el contrario, se logra una diseccion mas limitada del compartimento de células B ya que sus
restos se limitan a la delineaciéon de los compartimentos de células asociados a la etapa de maduracion de células B
de memoria inmaduras/transitorias, ingenuas, sin conmutacion y con conmutacion de clase, y plasmablastos/células
plasmaticas; con este enfoque no se puede obtener una mayor diseccion de estos subconjuntos células B en otros
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compartimentos que estan especificamente implicados en PID, tales como los subconjuntos de isotipos Ig. De
hecho, aunque la cuantificacion de los niveles de inmunoglobulina en suero de los diferentes isotipos es obligatoria
en la mayoria de los pacientes con PID, ninguno de los métodos publicados es capaz de identificar la contraparte
celular de estas inmunoglobulinas (IgM, IgD, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) en el compartimento de células B
en al maximo dos tubos. Ademas, el panel propuesto no proporciona informacion sobre otros subconjuntos de
leucocitos circulantes, tales como: células dendriticas, baséfilos o eosindfilos, entre otras células.

Otra limitacion para este método es que solo se han proporcionado dos ejemplos de la aplicaciéon en pacientes con
PID, ambos del mismo centro, y no hay informacion disponible sobre el rendimiento del método en una serie
representativa de pacientes con PID en una configuracion multicéntrica. Finalmente, el numero relativamente alto de
tubos que deben ser tefiidos en pacientes (por ejemplo, con frecuencia nifios) con recuentos de células T
extremadamente bajos, lleva a la necesidad de altos volumenes de muestra o decisiones arbitrarias sobre qué
subconjunto de tubos se pueden tefir en un paciente especifico, debido a la limitada disponibilidad de la muestra.

En resumen, los protocolos y técnicas actuales de MoAb para el diagnéstico de citometria de flujo de PID tienen
varias limitaciones principales. Estos protocolos no se han disefiado para el cribado y clasificacion en etapas de
pacientes con PID. En su lugar, por lo general se enfocan en un subgrupo de enfermedad unico y relativamente
uniforme, no brindan informacién sobre como combinar los marcadores MoAb recomendados con fluorocromos
especificos, solo permiten la evaluacion simultanea de una fraccion de todos los subconjuntos celulares relevantes
(sin una descripcion completa de los distintos compartimentos de las células inmunes), y no clasifican las células B
segun el (los) isotipo (s) de inmunoglobulina producido (s). Finalmente, estos protocolos se han evaluado en un
numero muy limitado de muestras de PID y/o no se ha demostrado que estén lo suficientemente estandarizados
para funcionar en una configuraciéon multicéntrica.

Los presentes inventores, por lo tanto, apuntaron a la provision de medios y métodos para la identificacion
inequivoca y la diseccién completa tanto de la maduracién como de los subconjuntos funcionales de linfocitos, junto
con otras subpoblaciones de leucocitos que muestran distintos patrones de alteracion en distintos pacientes con
PID. Con ese fin, se disefiaron, evaluaron y optimizaron combinaciones apropiadas de anticuerpos bien definidos en
tubos multicolores en varias rondas de pruebas multicéntricas. Ademas, se seleccionaron combinaciones especificas
de fluorocromos unidos a los reactivos de anticuerpos en funcién de la necesidad de brillo, compensacion,
estabilidad, etc., para desarrollar un conjunto de reactivos de anticuerpos que podrian aplicarse en etapas para el
diagndstico y la clasificacion de PID (véase algoritmo de diagndstico en etapas en la figura 1).

Los paneles MoAb propuestos de la invencion se evaluaron exhaustivamente en estudios multicéntricos mediante el
analisis de muestras de control sanas y muestras de pacientes con PID de diferentes grupos de diagndstico, como
SCID, CVID, sindrome de DiGeorge, ALPS, sindrome de Wiskott Aldrich, deficiencia de IgA selectiva, pacientes con
deficiencia de BTK y deficiencia de CD40L. La informacién proporcionada por la evaluacion multicéntrica se uso para
remodelar el panel a fin de lograr tanto una eficiencia 6ptima como una alta reproducibilidad entre los diferentes
laboratorios.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicion de reactivos para inmunofenotipificacion de citometria de
flujo de leucocitos que comprende anticuerpos conjugados con fluorocromo marcados claramente dirigidos contra la
siguiente combinacion de marcadores:

CD27, IgM, IgA, IgG, IgD, CD19, CD21, CD38 e IgE; preferiblemente CD27, IgM, IgA, IgE, 1gG, IgD, CD19, CD21 y
CD38 en la que la composicion que comprende dos anticuerpos marcados claramente contra IgA y en la que el
anticuerpo dentro de los pares IgE/IgA e IgG/IgA se conjuga con el mismo fluorocromo y en el que entre los
diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles (denominado "tubo de células B post-GC"). Se pueden anadir
anticuerpos contra marcadores adicionales. Preferiblemente, la composicion de reactivos comprende ademas
anticuerpos conjugados con fluorocromo contra los marcadores CD24 y CD5 (denominados "tubos Pre + Post-GC de
10 colores").;

Una composicion de reactivos de la reivindicacion 1 y las que dependen de ella no se ensefia ni se sugiere en la
técnica. La combinacion de marcadores CD27, IgM, IgA, 1gG, IgD, CD19, CD21 y CD38 se describi6é anteriormente,
véase, por ejemplo, Kamphuis et al. (Am. J. of Resp. and Critical Care Medicine, Vol. 187, no. 4, 2013, pp. 406-416),
Warnatz et al. ("Immune phenotyping in primary immunodeficiency, 2010, retrieved from the internet at
http://www.ipidnet.org/protocol-data-1), Rakhmanov et al., PNAS USA, Vol. 106, no. 32, 2009, pp. 13451-13456) o
Fridberg et al. (Immunobiology, vol. 210, No. 6-8, 2005, pg. 462). Sin embargo, la técnica anterior no ensefia o
sugiere la inclusion de IgE como marcador adicional.

También se describe una composicion de reactivos para inmunofenotipificacion por citometria de flujo de leucocitos
que comprende doce anticuerpos conjugados con fluorocromo distintos conjugados con 8 fluorocromos diferentes, el
tubo de cribado EuroFlow PID. Este tubo de cribado EuroFlow PID incluye una composicion de reactivos que
comprende un panel de anticuerpos dirigidos contra las siguientes combinaciones de marcadores: CD27, CD45RA,
CD8, IgDh, CD16, CD56, CD4, IgM, CD19, CD3, CD45 y ya sea TCRaf o TCRy3, en el que el anticuerpo dentro de
los pares CD8/IgD, CD16/CD56, CD4/IgM y CD19/TCRaf o CD19/TCRyd esta conjugado con el mismo
fluorocromo, y en el que entre los diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles (denominado "tubo de cribado
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PID"). La composicion de reactivos puede comprender un panel de anticuerpos dirigidos contra una de las siguientes
combinaciones de marcadores: CD27, CD45RA, CD8, IgD, CD16, CD56, CD4, IgM, CD19, CD3, CD45 y TRCaf, en
la que el anticuerpo dentro de los pares CD8/IgD, CD16/CD56, CD4/IgM y CD19/TCRaf3 estan conjugados con el
mismo fluorocromo. Por ejemplo, comprende un panel de anticuerpos dirigidos contra las siguientes combinaciones
de marcadores: CD27, CD45RA, CD8, IgD, CD16, CD56, CD4, IgM, CD19, CD3, CD45 y TCRy3, en la que el
anticuerpo dentro de los pares CD8/IgD, CD16/CD56, CD4/IgM y CD19/TCRy3 estan conjugados con el mismo
fluorocromo. De este modo, el tubo de cribado EuroFlow PID puede consistir en un tubo de cribado de 14
parametros de 8 colores (incluida la dispersion) que permite la deteccion de los principales subconjuntos de
linfocitos, que proporciona informacion suficiente para guiar pruebas genéticas adicionales o justifica un analisis
adicional de subconjuntos de células B y/o T.

Los inventores también han disefiado realizaciones alternativas que comprenden ya sea diez o doce anticuerpos
distintos conjugados con fluorocromo, incluidos aquellos contra todos los marcadores descritos anteriormente. Por
ejemplo, también se describe una composicion de reactivos como la descrita anteriormente que comprende ademas
un anticuerpo conjugado con fluorocromo contra los marcadores CCR7 y/o CD38. Preferiblemente, comprende
anticuerpos contra los marcadores CCR7 y CD38 (denominado "tubo de cribado PID de 10 colores").

En un aspecto adicional, la invenciéon describe una composicién de reactivos que comprende un panel de
anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las siguientes combinaciones de marcadores: CD27, IgM,
CD38, CD5, IgDh, CD19, CD21 y CD24 (tubo de células B Pre-GC).

En un aspecto adicional, la invencion describe una composicién de reactivos (tubo-1 de células B de Isotipo 1g), que
comprende un panel de anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las siguientes combinaciones de
marcadores: CD27, IgM, 1gG3, 1gG2., IgG1, IgD, CD19, CD21 y CD38; y en el que la composicién comprende dos
anticuerpos marcados claramente contra IgG2 y en el que el anticuerpo dentro de los pares IgG3/IgG2 e 1IgG1/IgG2
esta conjugado con el mismo fluorocromo y en el que, entre los diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles.

En un aspecto adicional, la invencién describe una composicion de reactivos (tubo de células B de isotipo Ig-2), que
comprende un panel de anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las siguientes combinaciones de
marcadores: CD27, IgM, IgA2, IgA1, 1gG4, IgD, CD19, CD21 y CD38; en el que la composicion comprende dos
anticuerpos marcados contra IgA1 y en el que el anticuerpo dentro de los pares IgA1/IgG4 e IgA1/IgA2 se conjuga
con el mismo fluorocromo y en el que entre los diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles.

También se describe una composicion de reactivos de un solo tubo para la deteccion de todos los isotipos de Ig.
Esta composicion de reactivos comprende un panel de anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las
siguientes combinaciones de marcadores: CD27, IgM, 1gG3, 1gG2, IgG1, IgD, CD19, CD21, CD38, IgA1, IgA2 e
IgG4; en el que la composicion comprende dos anticuerpos marcados claramente contra IgG2 y dos anticuerpos
marcados claramente contra IgA1, y en el que el anticuerpo dentro de los pares 1IgG3/IgG2, IgG1/1IgG2, IgA1/IgG4 e
IgA1/IgA2 se conjuga con el mismo fluorocromo y en el que entre los diferentes pares, los fluorocromos son
distinguibles (denominado "tubo de isotipo Ig de 10 colores"). Esta composicion de reactivos se puede adaptar en
una composicion de reactivos de 12 colores mediante la adicion adicional de anticuerpos conjugados con
fluorocromo contra los marcadores CD5 y CD21 (denominado "tubo de células B de 12 colores").

En un aspecto adicional, la invencion describe una composicion de reactivos (tubo SCID/RTE), que comprende un
panel de anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las siguientes combinaciones de marcadores:
CD62L, CD4, CD45R0O, CD31, HLA-DR, TCRyd o TCPPaf CD3 y CD8. Este tubo encuentra su uso, entre otros, en
el analisis de una muestra obtenida de un sujeto que se evalud positivamente en una prueba de cribado de SCID. La
sospecha de (S)CID se puede basar, por ejemplo, en el cribado neonatal de rutina mediante el uso de los
denominados circulos de escision del receptor de células T (TREC), que son fragmentos de ADN circular generados
durante la reordenacion del receptor de células T. En los recién nacidos sanos, los TREC se producen en grandes
cantidades, mientras que en los bebés con SCID, son apenas detectables.

En un aspecto adicional, la invencion describe una composicion de reactivos (tubo de subconjunto de células T), que
comprende un panel de anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las siguientes combinaciones de
marcadores: CD27, CD4, CD45R0O, CCR7, CD28, TCRys o TCRaf CD3 y CD8, o los marcadores CD27, CD4,
CD45R0O, CCR7, HLA-DR, TCRy3 o TCRaf, CD3 y CDS8.

En otro aspecto adicional, la invencion describe una composicién de reactivos (tubo de cribado PID de 12 colores),
que comprende un panel de anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra las siguientes combinaciones
de marcadores: CD27, CD45RA, CD45, CD16, CD3, CD8, IgD, CD4, IgM, CD56, CD19, CCRY7, CD38, ya sea HLA-
DR o CD31, y ya sea TCRaf o TCRy3 en la que el anticuerpo se encuentra dentro de los pares CD8/IgD, CD4/IgM y
CD19/TCRafp o CD19/TCRyé esta conjugado con el mismo fluorocromo, y en el que, entre los diferentes pares, los
fluorocromos son distinguibles. La composicién de reactivos puede comprender anticuerpos dirigidos contra CD27,
CD45RA, CD45, CD16, CD3, CD8, IgD, CD4, IgM, CD56, HLA-DR, CD19, CCR7, CD38 y TCRaB, en la que el
anticuerpo dentro de los pares CD8/IgD, CD4/IgM y CD19/TCRap estan conjugados con el mismo fluorocromo.
Alternativamente, la composicion de reactivos puede comprender anticuerpos dirigidos contra CD27, CD45RA,
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CD45, CD16, CD3, CD8, IgD, CD4, IgM, CD56, HLA-DR, CD19, CCR7, CD38 y TCRy3, en la que el anticuerpo
dentro de los pares CD8/IgD, CD4/IgM y CD19/TCRyd esta conjugado con el mismo fluorocromo.

En una realizacién preferida, una composicién de reactivos de la invencién comprende anticuerpos monoclonales.
CD significa designacion de conglomerados y es una nomenclatura para la identificacion de antigenos especificos
de la superficie celular definidos por anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos (monoclonales) contra los
marcadores indicados se pueden obtener comercialmente de diversas compaiiias, incluyendo Becton Dickinson
(BD) Biosciences, Dako, Beckman Coulter, CYTOGNOS, Caltag, Pharmingen, Exbio, Sanquin, Invitrogen y similares.

La expresion "en el que entre los diferentes pares los fluorocromos se pueden distinguir en la que el anticuerpo
dentro de ya sea de los pares esta conjugado al mismo fluorocromo" significa que indican que ambos anticuerpos
del primer par estan conjugados al fluorocromo A y que ambos anticuerpos del segundo par se conjugan con el
fluorocromo B. De este modo, dentro de cada par los fluorocromos son iguales, pero entre los diferentes pares los
fluorocromos son distinguibles. Cada una de las composiciones de reactivos se puede usar como tal, por ejemplo,
para el cribado de una enfermedad de inmunodeficiencia.

La invencion, de este modo, también se refiere a kits de diagndstico que comprenden una o mas composiciones de
reactivos. Sin embargo, las composiciones también se usan ventajosamente en combinacion con una o mas
composiciones de reactivos adicionales, en particular composiciones de reactivos disefiadas para el cribado y
clasificacion adicionales de la enfermedad. La expresién "en combinacién con" no se refiere a la combinacion fisica o
mezcla de las composiciones de reactivos, sino a su aplicacion en etapas de analisis separados (consecutivos o
paralelos) y combinacion de los datos obtenidos de este modo.

Por lo tanto, la invencion también se refiere a un conjunto de al menos dos composiciones de reactivos que
comprenden distintos anticuerpos conjugados con fluorocromos, comprendiendo dicho conjunto una primera
composicion de reactivos segun la reivindicaciéon 1, y al menos una composicion de reactivos adicional como se
describe anteriormente en este documento. De este modo, ambas composiciones de reactivos comprenden un panel
distinto de anticuerpos, aunque algunos anticuerpos podrian estar presentes en ambas composiciones.

En una realizacion, la invencidon proporciona un conjunto de al menos dos composiciones de reactivos segun la
reivindicacion 4. Por ejemplo, la invencion proporciona un conjunto de al menos dos composiciones de reactivos
segun la reivindicacién 5 o 6.

Por ejemplo, el tubo de cribado EuroFlow PID usado en combinacién con un tubo de caracterizacion puede implicar
dos etapas analiticas separadas en alicuotas separadas de la misma muestra bioldgica, cada una de las cuales usa
una de las composiciones de reactivos, seguida de un registro y evaluacion de los datos (véase la figura 1). El
algoritmo de diagndstico PID puede comprender un tubo de cribado y un conjunto posterior de tubos de clasificacion
(Figura 1). El tubo de seleccion PID tiene como objetivo la identificacion, caracterizacion y enumeracion de linfocitos
y otros leucocitos en tejidos linfoides y hematopoyéticos primarios y secundarios, tales como las células B, T y NK,
células presentadoras de antigenos, fagocitos y células plasmaticas; esto incluye células B del centro pre y post
germinal (GC). Dependiendo del resultado del tubo de cribado PID, se pueden usar tubos adicionales disefiados
para un analisis mas detallado de los subconjuntos de células B y células T para la clasificacion adicional de PID.
Los tubos de células B Pre-GC, Post-GC y de isotipo Ig tienen como objetivo la identificacion, caracterizacion y
enumeracion de subconjuntos de células B para la evaluacion de defectos de diferenciacion de células B asociados
con tanto los bloques de maduracién como los defectos especificos en la produccién de una o varias subclases de
inmunoglobulina (por ejemplo, CVID). Finalmente, el tubo de subconjunto de memoria/efector de células T y el tubo
de anticuerpo SCID/RTE apuntan a la identificacion, caracterizacion y enumeracion de subconjuntos de células T
para la evaluacion de alteraciones en la produccion, diferenciacion y/o activacion de células T (por ejemplo, SCID).

Es muy conveniente si el panel de distintos fluorocromos es esencialmente el mismo para cada una de las
composiciones de reactivos, y que se usan en total hasta ocho, diez o doce fluorocromos diferentes.

En una realizacién, cada composicion de reactivos comprende anticuerpos conjugados con (1) azul pacifico (PacB),
violeta brillante 421 (BV421) o Horizon V450; (2) naranja pacifica (PacO), Horizon V500 (HV500), BV510, naranja
Khrome (KO) u OC515, (3) Horizon BB515, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o Alexa488, (4) ficoeritrina (PE), (5)
peridinina clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5), PerCP o PE-TexasRed, (6) ficoeritrina/cianina7 (PE-Cy7), (7)
aloficocianina (APC) o Alexa647, y (8) aloficocianina/hilita 7 (APC-H7), APC-Cy7, Alexa680, APC-A750, APCC750 o
Alexa700.

En otra realizacion, cada composicion de reactivos comprende anticuerpos conjugados con (1) violeta brillante 421,
(2) violeta brillante 510 (BV510), (3) violeta brillante 650 (BV650), (4) violeta brillante 786 (BV786), (5) isotiocianato
de fluoresceina (FITC), (6) peridinina clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5), (7) a ficoeritrina (PE), (8)
ficoeritrina/cianina7 (PE-Cy7), (9) aloficocianina (APC), y (10) aloficocianina/H7 (APC-H7), APC-C750 o APC-
Alexa750.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un kit de diagnéstico para inmunofenotipificacion de citometria de
flujo de leucocitos que comprende una composicion de reactivos o al menos un conjunto de composiciones de
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reactivos segun la invencion, junto con instrucciones para el uso, solucién reguladora y/o muestras de control. Por
ejemplo, se proporciona un kit de diagndstico para uso en el diagndstico in vitro de inmunodeficiencias primarias
(PID), preferiblemente PID del sistema linfoide. En otra realizacion, el kit se usa para la identificacion de alteraciones
en subconjuntos de leucocitos en una enfermedad inmunoldgica, preferiblemente para el seguimiento inmune de
pacientes con infecciones, enfermedades autoinmunes, alergias, después del trasplante, vacunacion u otro tipo de
terapia inmune, incluida la terapia con anticuerpos.

Las combinaciones preferidas de reactivos para uso en un kit de la invencion incluyen lo siguiente (véanse las tablas
1, 2 y 3 para la combinacion de anticuerpos en cada tubo):

e Tubos #2 y #3

e Tubos #2, #3, #4 y #5

e Tubos #1, #2 y #3

e Tubos #1, #2, #3, #4 y #5

e Tubos #9 y #10

e Tubos #8, #9 y #10

e Tubos # 1, #2, #3, #4, #5, #6, #7

* Y cualquier combinacion de los mismos.

También se proporciona un método de citometria de flujo multicolor para inmunofenotipificacion de leucocitos, que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una primera parte alicuota de una muestra biolégica que comprende leucocitos con una
primera composicion de reactivos de un conjunto segun la invencion, y poner en contacto al menos una segunda
parte alicuota de dicha muestra con una composicion de reactivos adicional de dicho conjunto;

(b) analizar los leucocitos en dichas partes alicuotas en un citémetro de flujo; y
(c) almacenar y evaluar los datos obtenidos.

La muestra puede ser cualquier muestra conocida como sospechosa de contener leucocitos. Las muestras
biolégicas de ejemplo incluyen sangre periférica, médula 6sea, muestra de tejido tales como ganglios linfaticos,
adenoides, bazo o higado, u otro tipo de liquido corporal como liquido cefalorraquideo, liquido vitreo, liquido sinovial,
aspirado con aguja final, derrame pleural y ascitis. En una realizacion preferida, la muestra es una muestra de
sangre periférica. En un aspecto especifico, la muestra biolégica se obtiene de un individuo con SCID,
preferiblemente de un individuo que dio positivo en un cribado neonatal de rutina mediante el uso del llamado
ensayo TREC basado en la deteccion de fragmentos de ADN circular generados durante el reordenamiento del
receptor de células T. De acuerdo con lo anterior, la invencion también proporciona un método de citometria de flujo
de multiples colores para la inmunofenotipificacion de leucocitos, que comprende las etapas de:

(a) identificar una prueba individual positiva para SCID mediante el uso de un ensayo TREC;

(b) poner en contacto una parte alicuota de una muestra biolégica que comprende leucocitos obtenidos de dicho
individuo SCID positivo con una composicion de reactivos de la invencion, y poner en contacto al menos una
segunda parte alicuota de dicha muestra con una composicion de reactivos adicional de dicho conjunto;

(c) analizar los leucocitos en dichas partes alicuotas en un citémetro de flujo; y
(d) almacenar y evaluar los datos obtenidos.

El método comprende ventajosamente la combinacion de la informaciéon inmunofenotipica de las poblaciones de
células seleccionadas de muiltiples tubos segun los llamados calculos de vecinos mas cercanos en los cuales células
individuales de una parte alicuota de una muestra se combinan con células individuales correspondientes de otra
parte alicuota de la misma muestra, segun sus marcadores y perfil de dispersion.

Preferiblemente, el método comprende el uso de software para la integracion de datos y el analisis multidimensional
de los archivos de citometria de flujo. Por ejemplo, los paneles de anticuerpos segun la invencién se pueden usar en
combinacion con las herramientas de software INFINICYT o cualquier otro programa de software, que estén
disponibles comercialmente. El software INFINICYT se basa en procedimientos descritos recientemente para
generar archivos con un numero ilimitado de parametros mediante la fusién de archivos de datos y el calculo de la
informacion derivada de la medicién de marcadores en una muestra alicuota a las celdas individuales medidas en
otras partes alicuotas de la misma muestra, usando diferentes combinaciones de reactivos de anticuerpos que solo
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tienen solapamiento parcial (Orfao et al, Patente de los Estados Unidos 7,321,843), asi como para comparaciones
entre diferentes muestras o diferentes grupos de muestras (Orfao et al, Patente de los Estados Unidos 7,507,548).

Estas inmunotinciones de varios colores se pueden realizar segun los denominados protocolos EuroFlow descritos
por Van Dongen et al. (Leukemia 2012; 26: 1908) y por Kalina et al. (Leukemia 2012; 26: 1986), o que estan
disponibles a través de la pagina web EuroFlow (www.EuroFlow.org).

Descripcion detallada

1. Analisis de citometria de flujo y composicion de ejemplo de los paneles de anticuerpos en ocho, diez o doce
fluorocromos distintos

Los paneles propuestos en el presente documento que comprenden ocho anticuerpos conjugados con fluorocromo
distintos se pueden reducir a un numero inferior de tubos que proporcionan informacién comparable con
combinaciones de ya sea diez o doce anticuerpos distintos conjugados con fluorocromeno, como se describe a
continuacion.

1.1. Analisis de citometria de flujo y composicion de ejemplo de los paneles que comprenden anticuerpos
conjugados con ocho fluorocromos distintos

La composicién de reactivos de cribado EuroFlow PID se disefio y aprobd para la evaluacion de varias afecciones
clinicas sospechosas, tales como infecciones recurrentes o persistentes, retraso en el desarrollo, presencia de
niveles bajos de inmunoglobulina en suero y fracaso del desarrollo de anticuerpos en la exposiciéon a antigenos.
Estos reactivos tienen como objetivo la diseccion detallada de los subconjuntos de leucocitos circulantes, incluidas
las células B, las células T, las células NK, los monocitos, las células dendriticas, los baséfilos, los neutréfilos y los
eosinofilos. Ademas, las células B y las células T se pueden clasificar en diferentes subconjuntos funcionales/de
maduracién. De acuerdo con lo anterior, las células B se dividen en células B pre-GC (que incluyen células B
inmaduras/de transicion e ingenuas), células B de memoria no conmutadas y conmutadas y células
plasmaticas/plasmablastos. El compartimento de células T se puede dividir en diferentes subconjuntos funcionales
segun la expresion de TCRys o TCRaf3, CD4 y CD8. Estos subconjuntos de células T se pueden subdividir ain mas
segun su etapa de maduracién en células ingenuas, de memoria, efectora y RA* efectora.

La composiciéon de un tubo de cribado PID de ejemplo se proporciona en la tabla 1. Esta composicion de reactivos
detecta defectos en la produccidon de células B, células T y células NK, junto con alteraciones (produccion
defectuosa pero también mayor) en la produccion de monocitos, células dendriticas, neutréfilos, eosindfilos y
baséfilos. Sin embargo, en la mayoria de los casos, este tubo no permite la clasificacion precisa de los defectos
detectados de células T y células B. Esto por lo general requiere una mayor caracterizacion con tubos adicionales
(Figura 1).

Los paneles de anticuerpos de células B Pre-GC, Post-GC y de Isotipo Ig consisten en combinaciones dedicadas a
la caracterizacion en profundidad de defectos relacionados con niveles de inmunoglobulina disminuidos o ausentes
en el suero y/u otros tejidos (por ejemplo, mucosa). Para ciertas PID, especialmente las deficiencias de anticuerpos
con defectos en el sistema de células B, se requiere un analisis mas detallado para estudiar en detalle las
subpoblaciones de células B. Las células B se originan a partir de células madre de la médula 6sea y se diferencian
a través de multiples etapas de diferenciacion en células B inmaduras que abandonan la médula ésea y entran en la
periferia, incluida la sangre que se analiza con andlisis de citometria de flujo en el diagndstico de PID. En la periferia,
la célula B se encuentra con el antigeno, por lo que puede sufrir una reaccion en el centro germinal (GC). En
consecuencia, en la sangre, estan presentes células B que aun no experimentaron una reaccion del centro germinal
(células B pre-GC) o que ya sufrieron una reaccion del centro germinal (células B post-GC).

Estos subconjuntos post-GC se pueden subdividir adicionalmente segun sus isotipos de Ig: IgM, IgD, IgE, 1gG
(incluyendo 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) e IgA (incluyendo IgA1, 1gA2), o IgM, IgD, 1gG (incluyendo IgG1, IgG2, IgG3,
IgG4) e IgA (incluyendo IgA1, IgA2). Estos paneles incluyen marcadores para la identificacion de defectos asociados
con la produccion de diferentes subconjuntos de células B pre-GC, incluyendo células B inmaduras/transitorias,
CD5* ingenuas y CD5" ingenuas, la produccion de subconjuntos post-GC, incluyendo las células B de memoria y
plasmablastos/células plasmaticas, y la clasificacion de tanto las células B de memoria como los plasmablastos/las
células plasmaticas segun el isotipo total en un solo tubo (IgM, IgD, IgG, IgA, IgE) o en otra realizacién IgM, IgD, IgG
e IgA y/o la subclase de inmunoglobulina especifica expresada con la combinacion de dos tubos (IgM, IgD, 1gG1,
IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2).

Para la PID del sistema linfoide, también se prefiere el analisis detallado de los subconjuntos de células T para hacer
un diagnéstico correcto. Para la inmunodeficiencia combinada grave (SCID), las células T presentes en la sangre
periférica pueden no ser autdlogas, pero pueden ser células T maternas derivadas de forma transplacentaria. Es
importante hacer una distincion entre las células T maternas y las células T autélogas que recientemente emigraron
del timo, llamadas emigrantes timicos recientes (RTE). Esto requiere un analisis de citometria de flujo adicional que
solo es necesario si se sospecha de SCID, por ejemplo, sobre la base de un examen de cribado (neonatal) basado
en la deteccion de los llamados circulos de escision del receptor de células T (TREC). De acuerdo con lo anterior, la
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invencion describe dos tubos destinados a la identificacion de estos y otros subconjuntos adicionales de células T:
uno para el analisis de subconjuntos de células T y un tubo SCID/RTE especifico.

Los fluorocromos apropiados para conjugar anticuerpos para uso en la presente invencion contra los marcadores
citados son conocidos en la técnica. Como se entendera, los fluorocromos usados dentro de una composicion de
reactivos se deben distinguirse entre si mediante citometria de flujo. Los fluorocromos se seleccionan
preferiblemente por brillo, solapamiento espectral limitado y necesidad limitada de compensacion, estabilidad, etc.
(véase: Kalina et al. Leukemia 2012; 26: 1986).

En la tabla 1 de la presente solicitud, el siguiente panel de fluorocromos es de uso particular: (1) azul pacifico
(PacB), violeta brillante 421 (BV421) o Horizon V450, (2) naranja pacifico (PacO), Horizon V500 (HV500), BV510,
naranja Khrome (KO) u OC515, (3) Horizon BB515, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o Alexa488, (4) ficoeritrina
(PE), (5) peridinina clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5), PerCP o PE-TexasRed, (6) ficoeritrina/cianina7 (PE-
Cy7), (7) aloficocianina (APC) o Alexa647, y (8) aloficocianina/hilita 7 (APC-H7), APC-Cy7, Alexa680, APC-A750,
APC-C750 o Alexa700.

Tabla 1. Composiciones de reactivos de 8 colores de ejemplo.

F1 F2 F3 Fa F5 F6 F7 F8
CD19
. CD8  CD16  CD4
# 1 tubo de cribado CD27 CD45RA gD CD56 IgM TCRy5 0 CD3 CD45
TCRap
#2 tubo Pre-GC Cb27  igM  CD38  CD5 igD CD19  CD21  CD24
(IgE)*
#3 tubo Post-GC CD27  IgM I9G (I9A) 14p CD19  CD21  CD38
IgA
IgG3 IgG1
#4 tubo 1 isotipo Ig CD27 IgM IgD CD19 CD21 CD38
IgG2 IgG2
IgA1 IgA1
#5 tubo 2 isotipo Ig CD27 IgM IgD CD19 CD21 CD38
IgG4 IgA2
#6 ubo de subconjuntode  opo7  oppg cpg ccR7 cba  'CR®O  op3 cpasro
células T TCRap
#7 SCIDIRTE CD62L HLA-DR CD8  CD31  CD4 TT%RQEBO CD3  CD45RO

asterisco * indica que la composicion puede contener un anticuerpo contra IgE y un segundo anticuerpo contra IgA

La invencion también describe un método para el diagndstico por citometria de flujo de PID, que comprende las
etapas de proporcionar una muestra bioldégica de un sujeto humano y poner en contacto al menos una parte
(alicuota) de la muestra con una composicion de reactivos proporcionada en este documento. Cualquier tipo de
muestra que se sepa o se sospeche que contiene leucocitos se puede usar directamente, o después de lisar los
glébulos rojos no nucleados, o después de la centrifugacion de densidad, o después de los procedimientos de
clasificacion de células.

1.2. Analisis de citometria de flujo y composicion de los paneles que comprenden anticuerpos conjugados con diez
fluorocromos distintos

Se han disefiado paneles alternativos que comprenden anticuerpos conjugados con diez fluorocromos distintos que
proporcionan informacién comparable a la de los tubos de la seccion 1.1. Toda la informacién contenida tanto en los
tubos de células B pre-GC y post-GC de los paneles de la seccién 1.1 esta contenida aqui en un solo tubo (tubo de
células B Pre-GC + Post-GC). Ademas, la clasificacion de las células B de memoria y los plasmablastos/las células
plasmaticas segun la subclase de inmunoglobulina expresada (IgM, IgD, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2 en los
dos tubos de células B de isotipo Ig de los paneles 1.1) se pueden realizar en un solo tubo (tubo de células B de
isotipo Ig). Ademas, el tubo SCID/RTE vy los tubos de subconjunto de células T ahora se combinan en un tubo de
subconjunto de células T, que contiene los marcadores CD31 y CD61L. Finalmente, el tubo de cribado EuroFlow
ofrece una mejor discriminacion de los subconjuntos de maduracion de células T en funcidén de la expresion de
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CCRY7 (por ejemplo, memoria central frente a periférica), mientras que la inclusion de CD38 permite la discriminacion
de células B inmaduras/transitorias frente a ingenuas y ayuda para alcanzar una identificacion mas precisa de
plasmablastos/células plasmaticas.

En la tabla 2 de la presente solicitud, el fluorocromo ndmero 1 corresponde a violeta brillante 421 (BV421), nimero 2
a violeta brillante 510 (BV510), numero 3 a violeta brillante 650 (BV650), nimero 4 a violeta brillante 786 ( BV786),
numero 5 a isotiocianato de fluoresceina (FITC), nimero 6 a peridinina clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5),
numero 7 a ficoeritrina (PE), numero 8 a ficoeritrina/cianina7 (PE-Cy7), ndmero 9 a la aloficocianina (APC), y el
numero 10 a la aloficocianina/H7 (APC-H7), APC-C750 o APC-Alexa750. Dicha combinacion de fluorocromo se usa
solo como ejemplo y no debe limitar el uso de otras combinaciones de fluorocromos compatibles, también
contenidos en la presente invencion.

Tabla 2. Composiciones de reactivos de 10 colores de ejemplo.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

# 8 tubo de CD27 CD45RA CD45 CD3 CD8 CDh4 CD16 CD19 CCR7 CD38
cribado IgD IgM CD56

TCRyd o

TCRap
#9 tubo Pre- CD27 IgM CD24 CD19 |IgE CD5 IgG IgD CD21 CD38
GC+post- GC IgA IgA
#10 tubo de CD27 IgM CD24 CD19 1gG3 IgA1  IgG1 IgD IgA1 CD38
isotipo Ig IgG2 IgA2 1gG2 IgG4
#11 tubo de CD27 HLA-DR CD45RO CD3 CD8 CD4 CCR7 TCRys o CD31 CD62L
subconjunto  de TCRof
células T

1.3. Anadlisis de citometria de flujo y composicion de los paneles que comprenden anticuerpos conjugados con doce
fluorocromos distintos

Se han disefiado composiciones de reactivos alternativos que comprenden anticuerpos conjugados a doce
fluorocromos distintos que proporcionan informacién comparable a la de los tubos de los paneles 1.1 descritos
anteriormente. Toda la informacion contenida en los tubos tanto de Pre-GC, Post-GC como de isotipo Ig de los
paneles 1.1 y 1.2 esta aqui contenida en un solo tubo (tubo de células B). Ademas, junto con la informaciéon adicional
proporcionada por el tubo de cribado PID EuroFlow de los paneles 1.3, el tubo PID EuroFlow de doce colores se
puede usar para la identificacion de células T RTE, mejorando el analisis de los pacientes con SCID y permite la
discriminacion de subconjuntos de células NK basados en CD16 frente a la expresién de CD56.

En la tabla 3 de la presente solicitud, el fluorocromo nimero 1 corresponde a violeta brillante 421 (BV421), nimero 2
a violeta brillante 510 (BV510), nimero 3 a violeta brillante 650 (BV650), numero 4 a violeta brillante 711 (BV711),
numero 5 a violeta brillante 786 (BV786), nimero 6 a isotiocianato de fluoresceina (FITC), nimero 7 a peridinina
clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5), numero 8 a ficoeritrina (PE), nimero 9 a PE-CF594, nimero 10 a
ficoeritrina/cianina7 (PE-Cy7), nimero 11 a aloficocianina (APC), y numero 12 a aloficocianina/H7 (APC-H7), APC-
C750 o APC-Alexa750. Tal combinacién de fluorocromo se usa solo como ejemplo y no debe limitar el uso de otras
combinaciones de fluorocromos compatibles, también contenidos en la presente invencion.
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Leyenda para las figuras

Figura 1. Algoritmo de la estrategia para la inmunofenotipificacion de citometria de flujo para el cribado y
clasificacion de inmunodeficiencias primarias (PID). Panel A. Sobre la base de varias entradas de parametros
clinicos y de laboratorio, las muestras de sangre de pacientes con sospecha de PID se criban con el tubo de cribado
de PID de 8 o0 10 colores. En funcién de los resultados obtenidos, se aplican tubos de clasificacion de células T y/o B
de 8 0 10 colores adicionales de una manera en etapas. En caso de sospecha de (S) CID, tanto el tubo de cribado
de PID como los dos tubos de células T (SCID/RTE vy el tubo de subconjunto de células T) se pueden aplicar juntos
("rama de células T" en el lado izquierdo). En caso de sospecha de PAD, tanto el tubo de cribado PID como el (los)
tubo (s) Pre-GC + Post-GC pueden aplicarse juntos, opcionalmente seguido de un analisis mediante el uso de tubos
de isotipo Ig ("rama de células B a la derecha del lado de la mano). Si los sintomas clinicos son lo suficientemente
claros, se puede omitir el tubo de cribado de PID. Panel B. Variante de 12 colores del algoritmo de diagndstico
EuroFlow, que consta de dos tubos de 12 colores: el tubo de cribado de PID, que también incluye el analisis del
subconjunto de células T y el tubo de clasificacion de células B, que combina los analisis Pre-GC, Post-GC y de
isotipo Ig. Tener en cuenta que los tubos de células B precursoras no estan incluidos en esta solicitud de patente, ya
que varios tubos de = 8 colores informativos ya se han propuesto (Van Dongen et al. Leukemia 2012; 26: 1986).
Abreviaturas: GC, centro germinal; PAD, deficiencia de anticuerpos primarios; RTE, emigrante timico reciente; SCID,
inmunodeficiencia combinada grave.

Figura 2. Generacion de un analisis del componente principal de referencia 1 (PC1) frente a la representacion de
PCA2 en un espacio n-dimensional para la discriminacion de los subconjuntos de linfocitos identificados con la
combinacién de cribado PID de marcadores.

Los archivos de datos de 5 donantes sanos se fusionaron y se identificaron subconjuntos de linfocitos de interés
mediante el uso de graficos bivariados. Este andlisis se usd para definir en un espacio n-dimensional el mejor
analisis de componente principal 1 (PC1) frente a la representacion de PCA2 para discriminar estos subconjuntos.
La representacion PCA de los datos se reanuda en las curvas de desviacion estandar (SD) 2x que se usaran como
referencia para el analisis automatico supervisado de las muestras.

Figura 3. Aplicacion de la representacion del analisis de componentes principales (PCA) de los distintos
subconjuntos de leucocitos presentes en la sangre periférica (PB) de los archivos de datos de referencia (panel
superior) para el andlisis supervisado de muestras de PB de donantes sanos y pacientes de inmunodeficiencia
primaria analizados con la combinacién de cribado de PID de marcadores.

El analisis del componente principal de referencia 1 (PC1) frente a la representacion de PCA2 se genero a partir de
5 archivos de datos de donantes sanos (paneles superiores) analizados con la combinacién de cribado de
marcadores EuroFlow PID. Se analizaron diferentes muestras contra las representaciones de prototipo PC1 frente a
PC2 de referencia definidas en base a la distribucion de subconjuntos de sangre periférica en los cinco donantes
sanos tefiidos, que incluyen: un donante sano, un paciente con STAT3 mutado y dos pacientes con SCID con
diferentes defectos genéticos: La cadena gamma del receptor IL2 (IL2RG) y el gen activador de la recombinacion 2
(RAG2), todas las muestras se tifieron y adquirieron en condiciones idénticas/comparables.

Figura 4: Identificacion con la combinacion de marcadores Pre-GC de marcadores de los principales subconjuntos
de células B de sangre periférica (PB) circulante mediante el uso de graficos bidimensionales frente al analisis de
componentes principales (PCA) n-dimensional.

Analisis de los subconjuntos de maduracién de células B (FS/SS'°CD19*) en circulacién identificados dentro de
2x10° leucocitos PB mediante el uso de los marcadores del tubo Pre-GC: Inmaduros (CD5* CD27- CD38** smigM**
smlgD*), células B CD5* y CD5 ingenuas (CD27- CD38)* smigM* smlgD**), células B de memoria Ig no conmutadas
e Ig conmutadas (CD5CD27* CD38 smigM* smigD** y CD5 CD27*- CD38" smIgM- smlgD-, respectivamente), y
células plasmaticas (CD5 CD27** CD38***). El panel A muestra la identificacion de subconjuntos biolégicamente
relevantes de células B mediante el uso del nimero minimo de graficos bivariados requeridas para una combinacion
de 5 marcadores (tres graficos bivariados/poblacion celular) frente a B) un componente principal 1 (PC1) frente a la
representacion de PC2 de un espacio de 5 dimensiones.

Figura 5: Representacion del analisis de componentes principales (PCA) de los distintos subconjuntos de células B
presentes en la sangre periférica (PB) de una muestra normal/de referencia (panel A) y muestras de PB de
pacientes inmunodeficientes primarios con distribucién alterada analizada con el tubo de Pre-GC. El analisis de la
distribucion de células B de sangre periférica en pacientes diagnosticados de: inmunodeficiencia variable comun
(CVID) y agammaglobulinemia, se muestra en comparacion con la PC1 de referencia frente a la representacion
prototipo de PC2 definida sobre la base de la distribucion de los subconjuntos de células B PB de seis donantes
sanos se tifieron con el tubo Pre-GC y se adquirieron en condiciones idénticas/comparables.

Figura 6: Aplicacion del tubo de isotipo para la diseccion de células B de memoria conmutada y
plasmoblastos/células plasmaticas en la sangre periférica de los donantes sanos y los pacientes inmunodeficientes
primarios.
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Distribucion de células B de memoria conmutada (smigMDCD19*CD38") y plasmoblastos/células plasmaticas
(CD19* CD27** CD38"**) segun la expresion de la membrana superficial (sm) de las diferentes subclases de la
cadena pesada de inmunoglobulina (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) en 5x108 leucocitos de sangre periférica
analizada con el tubo de isotipos en muestras de un adulto sano (paneles superiores), de un individuo con
deficiencia selectiva de IgA (paneles centrales) y de pacientes con CVID (paneles inferiores). No se detectaron
plasmablastos/células plasmaticas en la sangre periférica del paciente con CVID en una frecuencia superior a 0.001
células/puL.

Figura 7. Diseccion del compartimiento de las células B de la sangre con el tipo de célula B de 12 colores (incluida la
deteccion del isotipo IGH), lo que resulta en la deteccion y cuantificacion de ~25 subconjuntos de células B
diferentes (subconjuntos de células B ingenuas, subconjuntos de células B de memoria, y subconjuntos de células
plasmaticas).

Seccion experimental

El poder del enfoque de la citometria del flujo multicolor descrito en este documento se basa en la combinacion de
los conjuntos de marcadores y el uso de los analisis multivariados para la identificacion de células normales (por
ejemplo, Células B precursoras normales, linfocitos B normales y células plasmaticas normales) y la comparacién de
las poblaciones celulares en las muestras de pacientes sospechosos de tener PID con las poblaciones celulares en
las muestras de controles sanos. Para este propdsito, se usa un poderoso analisis multivariado para evaluar la
contribucién de cada marcador individual en el panel a todos los otros marcadores en la combinacion para separar
las poblaciones de leucocitos. Esta estrategia se us6 para seleccionar combinaciones de los marcadores mas
discriminatorios en varias rondas secuenciales de pruebas experimentales. Debido a estas multiples rondas de
pruebas en muestras de controles sanos y muestras de pacientes con PID bien definidos, las combinaciones de
anticuerpos finales propuestas se volvieron extremadamente fuertes cuando se usaron en combinacién con el
analisis de componentes principales o el analisis canonico, especificamente con la herramienta de separacion
automatica de la poblacion (APS) del software Infinicyt, para que el valor afiadido (independiente) de cada marcador
se use en una sola etapa de analisis

La seccion experimental a continuacién proporciona ejemplos representativos de los resultados de los extensos
estudios experimentales para la aplicacion del tubo de cribado EuroFlow PID (Ejemplo 1), el tubo de células B
EuroFlow PID pre-GC (Ejemplo 2), el tubo de células B de isotipo |g EuroFlow PID (Ejemplo 3) y tubo de
subconjunto de células T EuroFlow (Ejemplo 4).

Los siguientes ejemplos (individualmente no son parte de la invencion como se reivindica) demuestran la potencia
de los tubos EuroFlow segun la invencion cuando se analizan, por ejemplo con analisis de componentes principales,
especificamente con la herramienta APS. Segun las multiples rondas de pruebas, las combinaciones de anticuerpos
finales parecian poder separar los diferentes subconjuntos de leucocitos, linfocitos, células B y subconjuntos de
células T (Figura 3, Figura 4 y Figura 6). Basado en el enfoque completamente estandarizado, los patrones de
subconjuntos de leucocitos y linfocitos de diferentes controles sanos son completamente comparables entre
diferentes centros (Figura 2, Figura 4 y Figura 6). Los resultados de los controles sanos han proporcionado plantillas
Unicas para el cribado y clasificacion de los pacientes con PID al trazar los resultados de los pacientes con PID en
comparacion con las plantillas obtenidas de los controles sanos (véanse la figura 3, la figura 5 y la figura 6).

De manera importante, los tubos PID analizados con las herramientas de software APS estan disefiados para
proporcionar plantillas de poblaciones de leucocitos relacionadas. Esto es particularmente visible para los diversos
subconjuntos de células B y células T, que muestran relaciones cercanas como en las vias de maduracion (Figura 2
y Figura 3). Al trazar los resultados de las muestras de pacientes contra las plantillas de APS de controles sanos, se
visualiza facilmente la distribucion alterada de los subconjuntos de leucocitos y linfocitos en pacientes con PID. De
hecho, la figura 3, la figura 5 y la figura 6 muestran con elegancia qué subconjuntos estan ausentes o (muy)
reducidos en los pacientes con PID y qué bloque de maduracion esta presente en los pacientes en particular,
dependiendo del tipo de defecto.

Los tubos propuestos de 8 colores, 10 colores y 12 colores (Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3) que se proporcionan en este
documento no solo son aplicables para el diagndstico y la clasificacion de pacientes con PID. También son
perfectamente apropiados para el seguimiento inmunologico de pacientes con infecciones, enfermedades
autoinmunes, alergias, posttrasplante, vacunacion u otro tipo de terapia inmune, incluida la terapia con anticuerpos.
En contraste con otros enfoques de inmunofenotipificacion, los reactivos y métodos descritos en este documento
ofrecen un enfoque mas profundo e integrado con una poderosa visualizacion de la distribucion alterada entre
pacientes y controles, asi como dentro de los pacientes a lo largo del tiempo durante el seguimiento del curso de la
enfermedad y los procedimientos de recuperacion.

Ejemplos

Ejemplo 1. Panel de anticuerpos de cribado EuroFlow PID
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Los tubos de cribado se pueden usar para detectar alteraciones en la producciéon de subconjuntos de leucocitos
asociados con defectos de los tejidos linfoides primarios (BM y timo), tales como defectos de STAT3, IL2RG y RAG2
(Figura 3), aunque otros defectos relacionados con la respuesta en tejidos linfoides secundarios, también se pueden
detectar (por ejemplo, defectos de CD40L). Otro ejemplo de aplicacion podria ser el seguimiento de resultados
después del trasplante de células madre hematopoyéticas. Estos tubos se pueden usar solos o0 en combinacion con
tubos de células B y/o tubos de células T para una descripcién mas detallada de estos subconjuntos cuando sea
necesario, por ejemplo, para el seguimiento inmune.

El tubo de cribado EuroFlow PID se probd en 20 muestras de sangre de 15 nifios sanos y 5 nifios con infecciones
recurrentes. Sobre la base de los valores de referencia preliminares, establecidos para los 15 nifios sanos, los 5
pacientes mostraron ndmeros de linfocitos alterados en la sangre, con diferentes perfiles: 1) Se encontrdé una
distribucion alterada de células B ingenuas/memoria y células T en un paciente con aumento IgE en suero que luego
se confirmoé que tenia un defecto STAT3; 2) se descubrié que disminuyeron los numeros de células T y NK con
recuentos normales de linfocitos B en dos pacientes confirmados que tienen una mutacion en el gen IL2RG; y 3) los
2 casos restantes mostraron numeros significativamente reducidos de linfocitos B y T en la sangre, que se demostré
ademas que estaban asociados con un defecto del gen RAG2. Los ejemplos de estos pacientes se ilustran en la
figura 3.

Ejemplo 2. Tubos de células B EuroFlow

Entre otras aplicaciones, estos tubos se pueden usar para la deteccion de bloqueos de maduraciéon en la médula
6sea (por ejemplo, agammaglobulinemia; Figura 5), defectos en la respuesta de las células B en los ganglios
linfaticos y/u otros tejidos linfoides (por ejemplo, CVID); Figura 5) y defectos especificos de isotipo (por ejemplo,
deficiencia selectiva de IgA; Figura 6). Estos tubos también se podrian usar para controlar las inmunodeficiencias
secundarias inducidas, tales como las inducidas por terapias de anticuerpos en hematooncologia.

Diez muestras de médula dsea (5 muestras de médula ésea normal de 5 donantes sanos diferentes y 5 muestras de
médula ésea de 5 pacientes diferentes que sufrieron una infeccion, que mostraron una disminucion significativa en el
numero de células B después de tefiir una muestra de sangre con el tubo de cribado EuroFlow) se tifieron con los
tubos de células B EuroFlow. Para este propdsito, se us6 una técnica de preparacion de la muestra de lisis, tincion y
luego lisis/fijacion, que consiste en aplicar secuencialmente el método de lisis a granel EuroFlow, seguido de tincion
con anticuerpos durante 30 minutos a temperatura ambiente, y la fijacién final con lisis con 10 mL de la solucién
FACSLyse (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EE. UU.) diluida 1/10 (vol/vol) en agua destilada durante
10 minutos a temperatura ambiente. Se encontré un bloqueo completo de la maduracion de las células B en las
primeras etapas de la maduracibn en 3 casos, dos de los cuales correspondian a pacientes con
agammaglobulinemia con un defecto del gen BTK, mientras que el tercer nifio estaba bajo tratamiento con el
anticuerpo monoclonal Rituximab anti-CD20). En los otros dos pacientes, la produccion de células B en la médula
6sea normal en ausencia de células plasmaticas y un ndmero significativamente menor de células B de memoria
IgA+ e IgG+ conmutadas, ambos pacientes finalmente fueron diagnosticados de CVID.

Ejemplo 3. Tubos de células B de isotipo Ig para el analisis de donantes sanos y pacientes con CVID.

Los tubos de isotipo de Ig EuroFlow se han analizado en muestras de sangre de 10 adultos sanos, 5 individuos con
deficiencia de IgA selectiva y 5 pacientes con CVID (Figura 6). Se han calculado valores de referencia preliminares
para la distribucion de las células B de memoria IgM*D”*, IgG1*, IgG2*, IgG3*, IgG4*, IgA1*, IgA2*, IgMD* (8-55, 21-
33, 4-20, 3-10, <0.01-2, 8-25, 2-11, y <0.01-2 células/uL) y células plasmaticas/plasmablastos (0.5-4.6, 0.3-1.0, 0.2-
1.2, <0.01-0.2, <0.01-0.3, 0.4-3.8, 0.4-0.9, y <0.01-0.1 células/pL). La evaluacion de las mismas combinaciones de
anticuerpos en los pacientes con CVID ha demostrado que, aunque la falta de células plasmaticas/plasmablastos en
circulacién (<0.01) parece ser una caracteristica comun en todos los pacientes investigados, los subconjuntos de
células B que expresan el isotipo Ig dentro del compartimiento de células B de memoria se ve afectado de manera
diferente entre los diferentes pacientes, lo que sugiere que el estado del compartimiento de células B de memoria
podria estar directamente asociado con el nivel de inmunocompetencia frente a diferentes antigenos en estos
pacientes. Se han observado alteraciones comparables en individuos con deficiencia selectiva de IgA, pero
restringidos a los compartimentos de IgA1 e IgA2 de las células B de memoria y las células
plasmaticas/plasmablastos.

Ejemplo 4. Paneles de anticuerpos de células T

Los paneles de anticuerpos de células T estan compuestos por conjuntos de anticuerpos que apuntan a una
descripcion mas detallada de los subconjuntos de células T que incluyen la identificacion de células B de memoria
central frente a efectora, la identificacion de células T diferenciadas terminalmente y la cuantificacion de células T
CD4* timicos recientes emigrantes (RTE). Estos paneles estan especialmente recomendados para la clasificacion
diagndstica de pacientes con SCID, pero también son de interés para la identificacion de otras alteraciones
relacionadas con la produccion de células T (por ejemplo, el sindrome de Di George).

Se estudiaron un total de 5 muestras de sangre de recién nacidos que presentaban alteraciones de la facila,
enfermedad cardiaca e hipocalcemia con el panel de anticuerpos de células T EuroFlow mediante el uso de métodos
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convencionales de inmunofluorescencia directa multicolor mediante el uso de tubos TrueCOUNT; inmediatamente
después de la tincion, las muestras de sangre tefidas se midieron en un citdmetro de flup FACSCANTO I
(Becton/Dickinson Biosciences, San José CA, EE. UU.). Dos casos mostraron recuentos de células T normales y
una distribucion normal de los distintos subconjuntos de células T, mientras que en los otros tres casos, los
recuentos de células T disminuyeron, en particular, los recuentos de células T CD4+ (por debajo de 400 células T
CD4+ por microlitro de sangre), se detectaron; ademas, los tres casos mostraron nimeros muy bajos de células T
CD31+ CD4 + (timicos recientes emigrantes), lo que sugiere una disminucion en la produccion de células T en el
timo. Los 3 casos mostraron una delecidon genética en el cromosoma 22q11.2, compatible con el diagndstico del
sindrome de Di George.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de reactivos para la inmunofenotipificacion por citometria de flujo de leucocitos que comprende
anticuerpos conjugados con fluorocromo marcados de manera especifica y dirigidos contra la siguiente combinacion
de marcadores:

(a) CD27, IgM, IgA, IgG, IgD, CD19, CD21, CD38, e IgE.

2. Composicion de reactivos segun la reivindicacion 1, que comprende anticuerpos conjugados con fluorocromos
contra CD27, IgM, IgA, IgE, IgG, IgD, CD19, CD21 y CD38, en la que la composiciéon comprende dos anticuerpos
marcados claramente contra IgA y en la que los anticuerpos estan dentro de los pares IgE/IgA e IgG/IgA se conjugan
con el mismo fluorocromo y en el que entre los diferentes pares los fluorocromos son distinguibles.

3. Composicion de reactivos segun la reivindicacion 2, que comprende ademas anticuerpos conjugados con
fluorocromo contra los marcadores CD24 y CD5.

4. Un conjunto de al menos dos composiciones de reactivos, comprendiendo dicho conjunto una combinacion de
una composicion de reactivos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y al menos una composicion de
reactivos que comprende anticuerpos conjugados con fluorocromo marcados claramente dirigidos contra una de las
siguientes combinaciones de marcadores:

(b) CD27, IgM, CD38, CD5, IgD, CD19, CD21y CD24;

(c) CD27, CD45RA, CDS8, IgD, CD16, CD56, CD4, IgM, CD19, CD3, CD45, y ya sea TCRap o TCRy3, en los que los
anticuerpos dentro de los pares CD8/IgD, CD16/CD56, CD4/IgM y CD19/TRCaB o CD19 /TCRy3 estan conjugados
al mismo fluorocromo, y en el que entre los diferentes pares los fluorocromos son distinguibles;

(d) CD27, IgM, IgG3, 1gG2, 1gG1, IgD, CD19, CD21 y CD38; la composicion que comprende dos anticuerpos
marcados claramente contra IgG2 y en la que los anticuerpos dentro de los pares IgG3/IgG2 e 1gG1/IgG2 estan
conjugados con el mismo fluorocromo y en el que entre los diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles;

(e) CD27, IgM, IgA2, IgA1, IgG4, IgD, CD19, CD21 y CD38; la composicion que comprende dos anticuerpos
marcados claramente contra IgA1 y en la que los anticuerpos dentro de los pares IgA1/IgG4 e IgA1/IgA2 estan
conjugados con el mismo fluorocromo y en el que entre los diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles;

(f) CD62L, CD4, CD45R0, CD31, HLA-DR, TCRy3 0 TCRaf, CD3 y CD8;
(g) CD27, CD4, CD45R0, CCR7, CD28, TCRyS 0 TCRaf, CD3 y CD8; o

(h) CD27, CD45RA, CD45, CD16, CD3, CD8, IgD, CD4, IgM, CD56, CD19, CCR7, CD38, ya sea CD31 o HLADR, y
ya sea TRCap o TCRyS, en la que los anticuerpos dentro de los pares CD8/IgD, CD4/IgM y CD19/TRCaf3 o CD19
/TCRy3 se conjugan al mismo fluorocromo, y en el que entre los diferentes pares, los fluorocromos son distinguibles.

5. Conjunto segun la reivindicacién 4, que comprende la combinacion de al menos la composicién de reactivos de la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 y la composicion de reactivos de la reivindicacion 4 sub (b).

6. Conjunto segun la reivindicacion 5, que comprende ademas la composicién de reactivos de la reivindicacion 4 sub
(d) y/o sub (e), que comprende ademas preferiblemente las composiciones de reactivos de la reivindicacion 4 sub (d)
y sub (e).

7. Composicion de reactivos o conjunto de composiciones de reactivos segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6, en la que cada composicion de reactivos comprende anticuerpos conjugados a (1) azul pacifico (PacB), violeta
brillante 421 (BV421) o Horizon V450; (2) naranja pacifica (PacO), Horizon V500 (HV500), BV510, naranja Khrome
(KO) u 0OC515; (3) Horizon BB515, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o Alexa488; (4) ficoeritrina (PE); (5)
peridinina clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5), PerCP o PE-TexasRed; (6) ficoeritrina/cianina7 (PE-Cy7); (7)
aloficocianina (APC) o Alexa647; y (8) aloficocianina/hilita 7 (APC-H7), APC-Cy7, Alexa680, APC-A750, APC-C750 o
Alexa700.

8. Composicion de reactivos o conjunto de composiciones de reactivos segun la reivindicacion 7, en la que cada
composicion de reactivos comprende anticuerpos conjugados con (1) violeta brillante 421; (2) violeta brillante 510
(BV510); (3) violeta brillante 650 (BV650); (4) violeta brillante 786 (BV786); (5) isotiocianato de fluoresceina (FITC);
(6) peridinina clorofila proteina/cianina 5.5 (PerCP-Cy5.5); (7) ficoeritrina (PE); (8) ficoeritrina/cianina7 (PE-Cy7); (9)
aloficocianina (APC); y (10) aloficocianina/H7 (APC-H7), APC-C750 o APC-Alexa750.

9. Un kit de diagndstico para inmunofenotipificacion por citometria de flujo de leucocitos que comprende una
composicion de reactivos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 7 u 8 o al menos un conjunto de
composiciones de reactivos segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 junto con instrucciones de uso,
solucién reguladora y/o muestras de control.
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10. Uso de un kit de diagnéstico segun la reivindicacién 9, para el diagndstico in vitro de inmunodeficiencias
primarias (PID), preferiblemente PID del sistema linfoide.

11. Uso de un kit de diagnostico segun la reivindicacion 9, para la identificacion in vitro de alteraciones en
subconjuntos de leucocitos en una enfermedad inmunoldgica, preferiblemente para el seguimiento inmune in vitro de
un paciente con una infeccion, enfermedad autoinmune, alergia, después del trasplante, vacunacion u otro tipo de
terapia inmune, incluida la terapia con anticuerpos.

12. Un método de citometria de flujo de multiples colores para la inmunofenotipificacion de los leucocitos, que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una primera parte alicuota de una muestra biolégica que comprende leucocitos con una
primera composicion de reactivos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 de un conjunto segin una
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 y poner en contacto al menos una segunda alicuota de dicha muestra con
una composicion de reactivos adicional de dicho conjunto;

(b) analizar los leucocitos en dichas partes alicuotas en un citometro de flujo; y
(c) almacenar y evaluar los datos obtenidos.

13. Método segun la reivindicacion 12, en el que la muestra bioldgica es sangre periférica, médula ésea, muestra de
tejido tal como ganglios linfaticos, adenoides, bazo o higado, u otro tipo de fluido corporal, preferiblemente fluido
cerebroespinal, fluido vitreo, fluido sinovial, aspirada de aguja final, derrames pleurales o ascitis.

14. Método segun la reivindicacion 12 o 13, en el que la etapa (b) comprende combinar la informacion
inmunofenotipica de las poblaciones de células seleccionadas de multiples tubos segun los llamados calculos de
vecino mas cercano en los que las células individuales de una parte alicuota de una muestra se combinan con
células individuales correspondientes de ofra alicuota de la misma muestra, segun sus marcadores y su perfil de
dispersion.

15. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, que comprende el uso de software para la
integracion de datos y el andlisis multidimensional de los archivos de citometria de flujo.
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Figura 6

Plasmablastos / Células plasmaticas

Memoria de células B conmutadas
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