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DESCRIPCION
Método para la deteccién mejorada de células inmunitarias especificas de antigeno que infiltran el tejido

[0001] Las infecciones, enfermedades tumorales, reacciones de rechazo o enfermedades autoinmunitarias estan
asociadas con infiltraciones de células T especificas de antigeno en el tejido asociado, cuya prueba tiene una
importancia pronoéstica para la valoraciéon de la respectiva enfermedad. La prueba de las células T se realiza
hasta ahora histolégicamente en la seccidon de tejido o después del aislamiento de células de tejido. Sin
embargo, estas técnicas no estan limitadas o solo lo estan en el caso de determinar la especificidad de antigeno
de las células T situadas en el tejido. Los métodos de estimulacion habituales para la prueba de células T
especificas de antigeno, como se llevan a cabo en la sangre no son posibles con pequefias cantidades, aisladas
de células T de tejido (1).

[0002] En base a un método desarrollado recientemente para la prueba mejorada de células T especificas de
antigeno de liquidos extrasanguineos por estimulacion combinada con sangre total (v. Solicitud de patente de
nuestro laboratorio con el titulo "Neues Verfahren zum verbesserten Nachweis Antigen-spezifischer Immunzellen
in extrasanguinen Flissigkeiten" en la Oficina Alemana de Patentes (Deutsches Patentamt), publicado el
30.7.2015 como patente DE 10 2014 018 047 B3) cabe suponer que se permite optimizar la prueba de células T
de tejido especificas de antigeno de forma similar por estimulaciéon combinada de las células aisladas de tejido
con sangre total de la misma persona. La cuantificacion de las células especificas de antigeno se produce en
este caso mediante citometria de flujo con ayuda de la induccion de citocinas especifica de linfocitos T tras la
estimulacion (2,3). El analisis multiparamétrico por citometria de flujo ofrece adicionalmente la posibilidad de
caracterizacion de la funcionalidad y diferenciacion de las células inmunitarias que infiltran el tejido a través de la
tincion de una multiplicidad de citocinas y moléculas superficiales.

[0003] Métodos hasta ahora usuales para la estimulacion especifica de antigeno de células T aisladas precisan
un aislamiento costoso adicional de células que presentan antigeno, que se admiten en células T para la
estimulacion. En la invencién aqui presente se mezclan de forma similar como con liquidos extrasanguineos (v.
Patente DE 10 2014 018 047 B3) las células aisladas de tejido y muestras de sangre total de la misma persona y
a continuaciéon se estimulan simultaneamente con el antigeno de interés. Esto lleva a que las células que
presentan antigeno situadas en la sangre activen tanto células T especificas de antigeno de la sangre como
también del tejido y causen una induccion de citocinas especifica, por medio de las cuales se pueden identificar
las células T especificas de antigeno. La caracteristica particular del nuevo método analitico es en este caso,
que las células aisladas de tejido se tifian con un anticuerpo CD45 acoplado con un fluorocromo, antes de que
sean mezcladas con las células sanguineas. Esto lleva a que se puedan discriminar con el analisis definitivo
células T de la sangre y células T del tejido a causa de la falta o de la existencia de esta sefial fluorescente,
aunque las células se mezclen entre si durante el tratamiento. A través de la estimulacién simultédnea resulta una
prueba mejorada de una sefial, que no se detecta o se detecta peor mediante la estimulaciéon exclusiva del tejido
de células T. La sangre total provee en consecuencia el entorno fisiolégico necesario para la estimulacion e
induccion de una respuesta celular T, que no es éptima en la estimulacion unica de las células tisulares aisladas.
En 4 y 5 se divulga igualmente el método para la detecciéon de células inmunitarias especificas de antigeno
aisladas de tejidos.

[0004] A través de la invencion se puede resolver el problema técnico de que aunque hasta ahora se pueden
identificar las células T que infiltan el tejido, sin embargo no es posible o es dificil detectar su especificidad de
antigeno particularmente con el numero de células bajo. El nuevo procedimiento de prueba permite por lo tanto
un analisis cualitativo y cuantitativo mas sensible de células T especificas de antigeno de tejidos, que como
procedimiento de deteccion diagndstico y para la monitorizacion del éxito del tratamiento podria encontrar
aplicacién en enfermedades de érganos especificas de patdgenos, pero también determinadas por células T
dirigidas contra antigenos tumorales, autoantigenos o aloantigenos. Ademas, esta invencion técnica permite la
posibilidad de cuantificacion simultanea y analisis de células T especificas de antigeno de tejido y sangre, y
ofrece asi la posibilidad de determinar en una unica reaccidon de estimulacion desplazamientos de células T
especificas de antigeno en el tejido en comparacion con la sangre. Por lo tanto, este procedimiento de prueba
puede contribuir decisivamente al diagndstico en pacientes con infecciones, enfermedades autoinmunitarias, tras
el trasplante de 6rganos o en tumores.

Palabras clave

[0005] Inmunidad celular, infeccién viral, células inmunitarias que infiltran el tejido, linfocitos que infiltran el tumor,
sangre total, inmunodiagndstico, enfermedades autoinmunitarias, enfermedad tumoral
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REIVINDICACIONES

1. Método para la deteccion mejorada de células inmunitarias especificas de antigeno aisladas de tejidos, que

consiste en los siguientes pasos de procedimiento:
- aislamiento de las células inmunitarias vitales de tejido por técnicas de preparacion adecuadas, por ejemplo
por extraccion enzimatica o mecanica,
- determinacién del numero total de células, por ejemplo se necesitan por cada preparaciéon de estimulacion
10* hasta 1,5x108 células,
- tincion previa de las células inmunitarias aisladas con un anticuerpo acoplado a un fluorocromo, que esta
orientado contra antigenos expresados en las células, p.ej. CD45 o mediante fluorocromos idéneos para la
coloracion de células vitales, p.ej. carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster, CFDA-SE,
- separacion de anticuerpos o fluorocromo no unido a través de los pasos de lavado,
- mezcla de las células inmunitarias tefiidas previamente con sangre total heparinizada de la misma persona,
- estimulacién de las muestras mezcladas con el antigeno interesante, con o sin la adicién de anticuerpos
coestimuladores anti-CD49d y anti-CD28; solamente anti-CD49d o solamente anti-CD28,
- incubacién durante 30min a 4h a 35 hasta 39°C y 3 hasta 10% de COo,
- adicion de un inhibidor de la secrecion, p.ej. Brefeldina A, monensina u otro,
- incubacién durante 2 hasta 12 horas a 35 hasta 39°C y 3 hasta 10% de CO»,
- lisis de eritrocitos vy fijacion de los leucocitos,
- pasos de lavado para el aislamiento de los leucocitos,
- aumento de la permeabilidad de la membrana celular por la adicién de una sustancia que aumenta la
permeabilidad de membrana celular, p.ej. saponina,
- incubacién con anticuerpos marcados con fluorocromo especifico contra marcadores de activacion, p.e;.
anti-CD69, de IFN de anti-IFN-y, durante al menos 10min sobre hielo o a temperatura ambiente o a 35 hasta
39°C,
- pasos de lavado repetidos para la retirada de anticuerpos no unidos,
- analisis de las células en un citometro de flujo y discriminacion de las células inmunitarias del tejido frente a
las de la sangre basadas en la sefal fluorescente, que se ha usado para la tinciéon previa, p.ej. fluorocromo
del anticuerpo-CD45, CFSE, donde las células reactivas al estimulo se distinguen de las células no reactivas
en base a la positividad respecto a los marcadores de activacion.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde se realiza una preparacion como control negativo, que es idéntico a
dicha preparacion de la reivindicacién 1 con la excepcion de la adicion de antigeno y donde en vez del antigeno
se lleva a cabo la adicién de una cantidad correspondiente de un tampoén o disolvente fisiolégico, p.ej. PBS o un
lisado celular no infectado o una mezcla de péptidos o de proteina no immunoestimulante a las células
inmunitarias de tejido y sangre.

3. Método segun la reivindicacion 2, donde se hace un control positivo por adicion de un estimulo policlonal, por
ejemplo Staphylococcus aureus enterotoxina B, SEB, a las células inmunitarias de tejido y sangre en una tercera
preparacion, que es idéntica por lo demas a dicha primera preparacion.

4. Método segun al menos unas de las reivindicaciones 1 a 3, donde la relacién de la proporcion relativa de las
células inmunitarias activadas por el antigeno en el tejido para la proporcion relativa de las células inmunitarias
activadas por el antigeno en la sangre representa una medida para la actividad immunoldgia en el tejido, del cual
fueron obtenidas las células inmunitarias.

5. Método segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 4, donde el tejido y la sangre son de origen humano.

6. Método segun al menos unas de las reivindicaciones 1 a 5, donde se mezclan las células inmunitarias tefidas
previamente con 100 pl a 1500 yl de sangre total heparinizada por cada preparacion de estimulacion.
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