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DESCRIPCIÓN

Procedimiento epigenético de identificación de linfocitos T citotóxicos CD3+ CD8+ heterodímeros para CD8

La presente invención se refiere a un procedimiento in vitro para identificar una subpoblación de linfocitos T 
citotóxicos, que comprende analizar la convertibilidad por bisulfito de las posiciones 40, 63, 95, 135, 142, 169, 194, 
213, 216, 232, 245, 273, 339, 345, y 393 en el amplicón N.º 2007 de acuerdo con la SEQ ID NO: 5, en el que una5
convertibilidad por bisulfito de dichas posiciones es indicativo de un linfocito T citotóxico CD3+CD8+ heterodímero 
para CD8. Los análisis de acuerdo con la invención pueden identificar linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ 
heterodímeros para CD8 a un nivel epigenético y distinguirlos de las demás células en nuestras complejas, tal como, 
por ejemplo, otras células sanguíneas. Además la presente invención proporciona un procedimiento mejorado para 
cuantificar linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8 en nuestras complejas, en particular 10
basándose en la comparación de la convertibilidad por bisulfito de genes alfa y beta de CD8 con una convertibilidad 
por bisulfito de al menos un marcador seleccionado entre el grupo de linfocitos auxiliares CD3, CD4, FOXP3, NKT, 
NK, T y/o GAPDH. El procedimiento se puede llevar a cabo sin una etapa de purificación y/o enriquecimiento de 
células, de preferencia en sangre completa y/o tejido no tratado con tripsina.

Además, la presente invención se refiere al uso de un kit para llevar a cabo los procedimientos mencionados15
anteriormente. Un objeto de la presente invención es proporcionar un medio novedoso y más robusto para detectar y 
medir cuantitativamente subconjuntos particulares de linfocitos CD8+ de la sangre dentro de cualquier órgano o 
tejido sólido o cualquier fluido corporal de un mamífero. Empleando este procedimiento, los inventores proporcionan 
medios nuevos, no conocidos previamente, para determinar, cuantificar y medir de forma rutinaria los linfocitos T 
citotóxicos CD3+CD8+ para CD8 alfa/beta.20

Antecedentes de la invención

CD8 (grupo de diferenciación 8) es una glicoproteína transmembrana expresada en la superficie de los linfocitos T 
citotóxicos, pero también de linfocitos citolíticos naturales, timocitos corticales y células dendríticas. CD8 forma un 
homo- o heterodímero formado por cualquiera de cadenas CD8 alfa y/o CD8 beta. CD8 interactúa con los receptores 
de MHC de clase I durante la activación específica de antígeno, funciona como un correceptor que se asocia con la 25
proteína tirosina quinasa p561ck y participa en la activación mediada por el receptor de linfocitos T. De acuerdo con 
la investigación actual, los homodímeros solo existen como cadenas alfa/beta y son expresados por los linfocitos 
CD3+/-CD8+ (linfocitos T citotóxicos, linfocitos NKT), mientras que el heterodímero alfa/beta solamente es expresado 
por linfocitos CD3+CD8+. En seres humanos, las moléculas alfa y beta de CD8 están codificadas por el gen alfa CD8 
y el gen beta CD8.30

Los linfocitos T son un componente principal del sistema inmunológico de los mamíferos. Los linfocitos T CD3+ 
CD8+ citotóxicos son una parte importante de la inmunidad celular y, por lo tanto, median la defensa inmunitaria 
citotóxica. Los linfocitos T CD8+ citotóxicos someten las células a lisis que presentan epítopos de antígenos 
extraños en su superficie para matar las células infectadas, cancerosas o dañadas para prevenir el cáncer, la 
autoinmuniudad o la infección. Los linfocitos citolíticos naturales,timocitos corticales, y células dendríticas no 35
pertenecen a los linfocitos T citotóxicos, sino que también expresan la proteína CD8.

Aunque casi todas las células de un individuo contienen exactamente el mismo complemento de código de ADN, los 
organismos superiores deben imponer y mantener diferentes patrones de expresión génica en los diversos tipos de 
tejido. La mayor parte de la regulación genética es transitoria, dependiendo del estado actual de la célula y los 
cambios en los estímulos externos. La regulación persistente, por otro lado, es un papel principal de la epigenética -40
patrones reguladores heredables que no alteran la codificación genética básica del ADN. La metilación del ADN es la 
forma arquetípica de regulación epigenética; sirve como memoria estable para las células y desempeña un papel 
fundamental en el mantenimiento de la identidad a largo plazo de varios tipos de células. Recientemente, se 
descubrieron otras formas de regulación epigenética. Además de la "quinta base" de 5-metilcitosina (mC), se puede 
encontrar una sexta (5-hidroximetilcitosina, hmC), séptima (5-formilcitosina, fC) y octava (5-carboxitosina, cC) 45
(Michael J. Booth y col. Quantitative Sequencing of 5-Methylcytosine and 5-Hydroxymethylcytosine at Single-Base 
Resolution Science 18 de mayo de 2012, Vol. 336 n.º 6083 pp. 934-937).

El objeto principal de las modificaciones de ADN mencionadas es la secuencia de dos nucleótidos Citosina-Guanina 
(un "sitio CpG"); en este contexto, la citosina (C) puede sufrir una simple modificación química para llegar a estar 
formilada, metilada, hidroximetilada o carboxilada. En el genoma humano, la secuencia CG es mucho más rara de lo 50
esperado, excepto en ciertos grupos relativamente densos llamados "islotes de CpG". Los islotes de CpG se asocian 
frecuentemente con promotores génicos, y se ha calculado que más de la mitad de los genes humanos (Antequera 
and Bird, Proc Natl Acad Sci USA 90: 11995-9, 1993).

La metilación anómala del ADN se asocia frecuentemente con la transformación de células sanas a cancerosas. 
Entre los efectos observados se encuentran la hipometilación de todo el genoma, el aumento de la metilación de 55
genes supresores de tumores 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 del tumor (es decir, los cambios en 

E13795265
19-08-2019ES 2 742 648 T3

 



3

el patrón de metilación de genes particulares o incluso los CpG individuales son diagnósticos de tipos de tumores 
particulares), y ahora hay una amplia colección de marcadores de diagnóstico para cánceres de vejiga, mama, 
colon, esófago, estómago, hígado, pulmón y próstata (resumido, por ejemplo, por Laird, Nature Reviews/Cancer 3:
253-266, 2003).

Para una de las modificaciones de la citosina que se han descrito recientemente, la 5-hidroximetilación, se mostró la 5
utilidad de la secuenciación oxidativa con bisulfito para forma mapas y cuantificar 5hmC en los islotes de CpG 
(Michael J. Booth y col. Quantitative Sequencing of 5-Methylcytosine and 5-Hydroxymethylcytosine at Single-Base 
Resolution Science 18 de mayo de 2012, Vol. 336 n.º 6083 pp. 934-937). Se encontraron altos niveles de 5hmC en 
islotes de CpG asociados con reguladores de la transcripción y en elementos nucleares intercalados durante mucho 
tiempo. Se sugiere que estas regiones puedan sufrir una reprogramación epigenética en células madre 10
embrionarias.

Se cree comúnmente que la cuantificación de las células inmunes es relativamente fácil y completamente 
estandarizada, ya que las células no adherentes, no matriciales en la sangre periférica pueden ser notables con 
anticuerpos y cuantificarse por vía citométrica por flujo. Siempre y cuando las células no sean adherentes, y haya 
disponibilidad de suspensiones de células individuales, antígenos de superficie específicos del tipo de célula e 15
intactos, la citometría de flujo es una herramienta de cuantificación celular altamente precisa.

Sin embargo, para muchas aplicaciones en investigación y rutina médica, no se dan los requisitos previos 
mencionados para mediciones tan precisas:

1. A menudo, el material/muestras medidas no se obtienen a partir de sangre periférica y, por lo tanto, no se 
satisface la propiedad de solubilidad y suspensión de células individuales. Es decir, por ejemplo, es cierto para 20
todos los análisis de biopsia, tal como los realizados en la rutina patológica.
2. Incluso si el analito es sangre periférica, el requisito previo de tener células intactas es difícil de satisfacer -
con el fin de mantener su integridad estructural ("integridad") - estas células no se deben congelar ni almacenar 
como EDTA-sangre durante más de 6 horas, antes de que las subfracciones, tal como granulocitos, comiencen a 
disgregarse.25
3. A diferencia de la percepción común, no existen antígenos altamente específicos (de superficie) para todos los 
tipos de células inmunes y, por lo tanto, la identificación de los tipos de células no es tan inequívoca como se 
podría esperar. Dado que la expresión de antígeno no es un proceso digital, se deben definir umbrales para 
decidir si las células pertenecen a la fracción positiva o a la negativa. Para los linfocitos T, este problema es 
particularmente evidente:30
Por lo tanto, para muchas aplicaciones, los enfoques de procedimiento actuales para una determinación 
cuantitativa de las células inmunes siguen siendo problemáticos, tal como para ensayos de rutina en aplicaciones 
clínicas, que generalmente requieren algunos tiempos de retraso y, por lo tanto, la solidez y la estabilidad del 
analito. Como se Ha mencionado, los procedimientos citométricos de flujo usados para la medición de células en 
sangre periférica no son adecuados para las células inmunes que se infiltran en otros tejidos, incluyendo los 35
tejidos sólidos durante el desarrollo del tumor o en/después de inflamación. Por lo tanto, los procedimientos de 
citometría de flujo no se aplican en estas áreas y los procedimientos sustitutos (en su mayoría de histoquímica 
inmunológica) son como máximo procedimientos semicuantitativos.

Hamerman y col. (en: Hamerman JA, Page ST, Pullen AM. Distinct methylation states of the CD8 beta gene in 
peripheral T cells and intraepithelial lymphocytes. J Immunol., 1 de agosto de 1997; 159 (3): 1240-6) describen el 40
correceptor CD8 tal como se expresa en linfocitos T tanto inmaduros como maduros como cualquiera de un 
heterodímero alfa-beta o un homodímero alfa alfa. Los timocitos y los linfocitos T periféricos expresan CD8 alfa-beta, 
mientras que los linfocitos intraepiteliales (IEL) TCR alfa-beta+ expresan CD8 alfa alfa o CD8 alfa-beta, y la mayoría 
de de los IEL TCR gamma-delta+ portan CD8 alfa alfa. La presencia de CD8 beta mejora las propiedades de 
señalización y adhesión del correceptor CD8 alfa-beta y es necesario para el desarrollo eficaz de los linfocitos T en 45
el timo, pero no es necesario para la maduración extratímica de los IEL CD8 alfa alfa+. Para abordar si los IEL CD8 
alfa alfa+ expresan CD8 beta durante su desarrollo, Hamerman y col. examinaron el estado de metilación de las 
citosinas en la región reguladora en la posición 5’ del gen de CD8 beta para identificar aquellos para los cuales el 
estado de metilación se correlaciona inversamente con la expresión de la proteína CD8 beta. Identificaron cuatro de 
estas citosinas que estaban desmetiladas en timocitos y linfocitos T que expresan CD8 beta. De forma interesante, 50
estas citosinas también se desmetilaron en linfocitos T de ganglios linfáticos CD4+ que habían expresado de forma 
transitoria CD8 beta durante su desarrollo. El estado de metilación de estas citosinas se examinó en ADN purificado
a partir de IEL TCR alfa-beta+ CD8 alfa alfa+ y TCR alfa-beta+ CD8 alfa-beta+, así como partir de IEL TCR gamma-
delta+ CD8 alfa alfa+ y CD3- CD8 alfa alfa+. El patrón de metilación para el ADN de IEL TCR alfa-beta+ CD8 alfa 
alfa+ fue distinto del observado para el ADN de células de ganglios linfáticos CD4+, lo que sugiere que los IEL TCR 55
alfa-beta+ CD8 alfa alfa+ no han expresado previamente CD8 beta. El análisis de ADN de los IEL CD3- CD8 alfa 
alfa+ indicó que el patrón único de metilación del gen CD8 beta en el ADN de IEL TCR alfa-beta+ CD8 alfa alfa+ No 
se debía a la transcripción del gen CD8 alfa o a la influencia del microentorno intestinal.

S. Werwitzke y col. (en: "CD8alpha+beta(low) effector T cells in systemic lupus erythematosus, Scandinavian Journal 
of Immunology, vol. 67, n.º 5, 1 de mayo de 2008, páginas 501-508) desvela el análisis de expresión génica, pero no 60
la metilación.
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Dimitris Kioussis y col. (en: "Decision making in the immune system: Chromatin and CD4, CD8A and CD8B gene 
expression during thymic differentiation", Nature Reviews Immunology, vol. 2, n.º 12, 1 de diciembre de 2002,
páginas 909-919), no se refieren a la región específica y sitios tal como se identifica en la presente invención.

El documento EP 1 213 360 describe un procedimiento para identificar una célula, tejido o núcleo, que comprende 
recoger información sobre el patrón de metilación del ADN aislado de la célula, tejido o núcleo y analizar la 5
información resultante. 

El documento WO 2008/132755 describe un procedimiento de kit de ensayo para el cálculo de linfocitos T 
CD4+/CD8+ basándose en la detección de anticuerpos monoclonales anti-CD4+, anti-CD8+ llevará a cabo en un 
portaobjetos de vidrio de microscopio. La tinción adicional visualiza los linfocitos T para una enumeración adicional
bajo un microscopio.10

El documento WO 02/083162 describe un procedimiento para tratar, inhibir o prevenir el rechazo dirigido por el 
sistema inmunológico de tejido o células injertados en un hospedador receptor mediante la administración de una 
cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente inhibitorio de linfocitos T CD8+. 

El documento EP 2058399 describe procedimientos y reactivos para vacunación que generan una respuesta 
inmunológica de los linfocitos T CD8. 15

El documento EP 1753452 describe un procedimiento para alterar la proporción CD4/CD8 y el infiltrado celular
mononuclear en un tumor de modo que el nivel de linfocitos T CD8 disminuye en gran medida.

El documento EP 1616016 describe vectores de terapia génica que tienen una reducción de la inmunogenicidad
basándose en la cadena CD8 alfa que encuentra uso en la ampliación de la supervivencia de aloinjertos de 
trasplante y tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador en receptores de trasplante.20

Las invenciones que se han mencionado anteriormente requieren una cuantificación precisa con respecto a CD8 y 
sus subpoblaciones, lo cual es proporcionado por la presente invención mediante una nueva metodología para 
detectar y cuantificar linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8 de manera eficaz. Además, la 
presente invención permite preparar estrategias de tiempo preclínicos flexibles que no dependen de un 
procesamiento rápido de la muestra sino que en su lugar permite un almacén de mito de la muestra a largo plazo Y 25
una coordinación individual entre la recogida de la muestra y el procesamiento de la muestra.

Además, las explicaciones de Melvin y col. (Hypomethylation in IFN-Gamma Gen correlates with expression of IFN-
G, including CD8 cells., Eur J Immunol., febrero de 1995; 25 (2): 426-30), Landolfi MM y col. (CD2-CD4-CD8- lymph 
node T lymphocytes in MRL lpr/lpr mice are derived from a CD2+CD4+CD8+ thymic precursor J Immunol. 15 de julio 
de 1993; 151 (2): 1086-96), y Carbone AM y col. (Demethylation in CD8 suggests that CD4+ derives from CD8+ 30
cells. Role of methylation pattern during cell development. Science. 25 de noviembre de 1988; 242 (4882): 1174-6) 
desvelan la metilación en relación con la expresión y la diferenciación.

El documento WO 2008/132755 describe la identificación de CD8 usando procedimientos histológicos inmunes. 
Aunque la medición y la determinación de los linfocitos CD8+ generalmente es fácil y normal en que se consigue
mediante el análisis de la expresión de CD8 en la superficie celular, clínicamente, sigue siendo desafiante Para 35
detectar, identificar, discriminar, y cuantificar de manera específica los linfocitos CD3+CD8+ alfa/beta reales de las 
células CD8+ completas. En la actualidad, la aplicación de rutina clínica se limita a la detección de linfocitos CD8+ 
mediante la detección de CD8 alfa y por lo tanto carece de un procedimiento establecido para diferenciar entre
CD3+CD8+ y CD3+/-CD8+ así como para detectar CD8 beta.

En vista de lo mencionado anteriormente, un objeto de la presente invención es proporcionar un procedimiento 40
mejorado y en particular robusto basándose en el análisis de convertibilidad de citosina por bisulfito como una 
herramienta superior con el fin de detectar, identificar, discriminar, y cuantificar linfocitos T citotóxicos CD3+ CD8+ 
heterodímeros para CD8 de una manera más conveniente y confiable.

La presente invención resuelve el objeto mencionado anteriormente al proporcionar un procedimiento in vitro para 
identificar una subpoblación de linfocitos T citotóxicos, que comprende analizar la convertibilidad por bisulfito de las 45
posiciones 40, 63, 95, 135, 142, 169, 194, 213, 216, 232, 245, 273, 339, 345, y 393 en el amplicón N.º 2007 de 
acuerdo con la SEQ ID NO: 5, en el que una convertibilidad por bisulfito de dichas posiciones es indicativo de un 
linfocito T citotóxico CD3+CD8+ heterodímero para CD8.

En la actualidad, no existen datos que describan los linfocitos CD8+ beta/beta. Sin embargo, en una realización 
preferente de lo mismo, la presente divulgación permitirá por primera vez la detección de células de ese tipo.50

Además, se espera que el nuevo marcador para CD8 beta desvele una nueva visión científica sobre el origen celular 
y el estado celular de las células que expresan la cadena de CD8 beta.

En la actualidad, en la bibliografía se describe que los linfocitos NKT CD3+CD8+ expresan la cadena de CD8 beta. 
Sin embargo, los resultados de los presentes inventores indican que para una parte de estas células puede existir 
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una regulación epigenética diferente que no simplemente refleja o corresponde al patrón de expresión de proteínas 
conocido actualmente.

Como se ha mencionado anteriormente, tres nuevas modificaciones de citosina se descubrieron recientemente. Por 
lo tanto, se espera que los descubrimientos científicos futuros corrijan los patrones epigenéticos de modificación 
descritos en el pasado. Estos patrones pasados de modificación de citosina incluyen citosina convertible (no 5
metilada, no modificada) y no convertible (metilada, modificada) por bisulfito. Es necesario corregir ambos términos, 
como se describe. De acuerdo con los nuevos descubrimientos científicos (i) citosina no convertible por bisulfito 
incluye 5-metilcitosina (mC) y 5-hidroximetilcitosina (hmC), y (ii) citosina convertible por bisulfito (es decir, la 
"convertibilidad por bisulfito") incluye 5-formilcitosina (fC), 5-carboxicitosina (cC), así como citosina no modificada.

Además, las invenciones anteriores se basan en (i) la proporción de citosina convertible por bisulfito con respecto a 10
la cantidad total de cromatina (locus de ADN convertible por bisulfito al 100%, independiente del tipo celular) o (ii) en 
la proporción de citosina convertible por bisulfito (fC, cC, citosina no modificada) con respecto a citosina no 
convertible por bisulfito (hmC y mC). Estas proporciones caracterizan el tipo celular, la diferenciación celular, el 
estadio celular y los estadios celulares patológicos. Por lo tanto, las nuevas técnicas darán como resultado nuevas 
proporciones más específicas y podrían complementar los patrones actuales específicos de la célula, específicos del 15
estado de la célula y patológicos de modificaciones epigenéticas y, por lo tanto, definir nuevos biomarcadores
potenciales. Las nuevas proporciones que se van a descubrir como biomarcadores se pueden definir como:

a = ∑ (C y/o mC y/o hmC y/o fC y/o cC) 
b = ∑ (C y/o mC y/o hmC y/o fC y/o cC),20

de modo que a y b se diferencian entre sí en uno a cuatro tipos de modificaciones. Nuevas modificaciones de 
ADN aumentarán estos números.

Para la finalidad de la definición de la presente solicitud, se hace referencia a las "modificaciones epigenéticas" en la 
secuencia de ADN mediante la terminología de (i) citosina convertible por bisulfito (5-formilcitosina, (fC) y/o 5-
carboxicitosina (cC)) y (ii) citosina no convertibles por bisulfito ((incluyendo 5-metilcitosina (mC), 5-25
hidroximetilcitosina, (hmC)). Como ambos tipos de metilación, mC y hmC, no son convertibles por bisulfito, no es 
posible distinguir entre estos 2. Del mismo modo, fC, cC, así como la citosina no modificada, son convertibles por
bisulfito y tampoco se pueden distinguir entre sí. El término ADN "metilado" incluye mC así como hmC. El término 
ADN "no metilado" incluye fC, cC y ADN no modificado. Se espera que en el futuro se descubran nuevas variantes 
de modificaciones de ADN. Cada tipo de modificación será convertible o no por bisulfito. Sin embargo, dado que el 30
presente procedimiento distingue de manera confiable entre los dos grupos, estas nuevas modificaciones también se 
podrán usar como marcadores.

Además, aparte de las modificaciones de ADN, las histonas también sufren modificaciones posteriores a la 
traducción que alteran su interacción con el ADN y las proteínas nucleares. Las modificaciones incluyen metilación, 
acetilación, fosforilación, ubiquitinación, sumoilación, citrulinación y ribosilación de ADP. El núcleo de las histonas 35
H2A, H2B y H3 también se puede modificar. Las modificaciones de histonas actúan en diversos procesos biológicos, 
tales como regulación génica, reparación del ADN, condensación cromosómica (mitosis) y espermatogénesis 
(meiosis). Además, para estas modificaciones, un patrón específico de modificación es específico para diferentes 
tipos de células, etapas celulares, estado de diferenciación y dicho patrón se puede analizar para determinar la 
convertibilidad por bisulfito o procedimientos similares con el fin de identificar ciertas células y etapas celulares. La 40
presente divulgación también incluye un uso de estas modificaciones.

La presente divulgación se basa en la identificación sorprendente de una región del gen CD8 por los inventores, en 
particular la región del gen CD8 beta y alfa, como marcadores epigenéticos específicos, permitiendo por primera vez 
la identificación de subpoblaciones de CD8 de cadena de CD8 beta y alfa que portan células, así como la aplicación 
de rutina clínica de dicho análisis.45

En el contexto de la presente divulgación, en el presente documento la región genómica de acuerdo con la SEQ ID 
NO: 1 se denomina "región convertible por bisulfito específica de cadena de CD8 beta", que permite la identificación 
de linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ (linfocitos CD8+ alfa/beta), y en el presente documento la región genómica de 
acuerdo con la SEQ ID NO: 2 se denomina " región convertible por bisulfito específica de cadena de CD8 alfa", que 
permite la identificación de linfocitos CD3+/-CD8+ (linfocitos CD8+ alfa/alfa). De manera sorprendente, el patrón 50
discriminatorio de la citosina convertible y no convertible por bisulfito se limita de forma exclusiva a la región 
genómica de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 para los linfocitos CD8+ que portan CD8 beta como se muestra usando 
los amplicones de acuerdo con la SEQ ID NO: 5 y/o SEQ ID NO: 6, y para la región genómica de acuerdo con la 
SEQ ID NO: 2 para los linfocitos CD8+ que portan CD8 alfa como se muestra usando el amplicón de acuerdo con la 
SEQ ID NO: 7.55

Se desvela un procedimiento, en el que se analizan ambos genes para CD8+ alfa y CD8+ beta, de preferencia 
analizando amplicones obtenidos a partir de la SEQ ID NO: 1 y de la SEQ ID NO: 2, y/o la región no metilada 
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específica de CD8 alfa obtenida a partir de la SEQ ID NO: 3 y/o la región no metilada específica de CD8 beta 
obtenida a partir de la SEQ ID NO: 4. 

En el procedimiento de acuerdo con la presente invención para identificar una subpoblación de linfocitos T 
citotóxicos (identificación de linfocitos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8), dichas posiciones en CpG son 40, 63, 
95, 135, 142, 169, 194, 213, 216, 232, 245, 273, 339, 345, y 393 en el amplicón N.º 2007 de acuerdo con la SEQ ID 5
NO: 5.

El concepto de la invención se basa en la convertibilidad específica por bisulfito de la región específica de CD8 beta 
en células positivas para CD8. Usando un procedimiento de PCR cuantitativo simple y preciso, los inventores 
muestran que el patrón específico de modificación de citosina de dichas regiones genéticas representa un marcador 
específico para los recuentos de células CD3+CD8+ y CD3+/-CD8+ en sangre o tejidos. Se desvela una región 10
altamente discriminativa del gen de CD8 beta y CD8 alfa que se designa mediante la secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con la SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO: 4, que presenta una convertibilidad por bisulfito diferencial cuando las 
células CD8+ alfa/beta y alfa/alfa se comparan con todas las demás células.

Los inventores podrían demostrar que en las células que portan CD8 beta los motivos CpG son casi completamente 
convertibles por bisulfito (es decir, más de un 70 %, de preferencia un 80 %, de preferencia, más de un 90 % y lo 15
más preferente más de un 95 %), mientras que los mismos motivos están completamente metilados en todos los 
linfocitos CD8- y CD8+ alfa/alfa. En el mismo contexto, los inventores pudieron demostrar que en los linfocitos que 
portan CD8 alfa los motivos CpG también son casi completamente convertibles por bisulfito (es decir, hasta más de 
un 70 %, de preferencia un 80 %, de preferencia, más de un 90 % y lo más preferentemente más de un 95 %), que 
los mismos motivos están completamente metilados en todos los linfocitos CD8-.20

La metilación diferencial de los motivos CpG dentro de las regiones mencionadas anteriormente se correlaciona con 
la expresión de las cadenas de CD8 alfa y beta. Por lo tanto, la determinación de la convertibilidad por bisulfito del 
locus de CD8 alfa y beta es una herramienta valiosa para identificar subpoblaciones de linfocitos CD8+, como será 
necesario/o al menos de algún valor para identificar y cuantificar dichas células en enfermedades autoinmunes, 
rechazos a trasplantes, cáncer, alergia, inmunodeficiencias primarias y secundarias tal como, por ejemplo, 25
infecciones por VIH y SIDA, injerto contra hospedador (GvH), neoplasias hematológicas, artritis reumatoide, 
esclerosis múltiple o un estado inmunitario relacionado con linfocitos T citotóxicos en cualquier contexto de 
diagnóstico imaginable. El ensayo permite la medición de subpoblaciones de CD8+ sin purificación ni ningún 
procedimiento de tinción. Incluso informa en tumores sólidos u otros tejidos sólidos el número de células convertibles 
por bisulfito en dicha región, mostrando de ese modo la cantidad total de subpoblaciones de CD8+ infiltrantes de 30
tumor.

Los inventores encontraron que una convertibilidad por bisulfito en el locus de CD8 beta y alfa humano está limitada 
a los linfocitos CD3+CD8+ y CD3+/-CD8, respectivamente, cuando se someten a ensayo frente a todos los 
principales tipos de células de sangre periférica. Estos datos indicaron que las modificaciones epigenéticas en el 
locus de CD8 beta y alfa sirven como marcadores valiosos para la identificación de subpoblaciones de CD8+, 35
independientemente de la expresión de las cadenas de CD8 beta y alfa.

Otro aspecto preferente del procedimiento de acuerdo con la presente invención comprende además una 
cuantificación de la cantidad relativa de linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8 basada en la 
comparación de la cantidad o cantidades relativas de ADN convertible por bisulfito en regiones específicas para CD8 
beta como se describe y analiza en el presente documento con la cantidad o cantidades relativas de ADN no 40
convertible por bisulfito de regiones específicas de células. Por lo tanto dicha cuantificación se consigue basándose 
en la relación del ADN convertible con respecto al ADN no convertible por bisulfito en las regiones genéticas de CD8 
como se describe y analiza en el presente documento. Lo más preferente es una cuantificación de la cantidad 
relativa de linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8 que se basa en un análisis (preferentemente 
paralelo o simultáneo) de la cantidad relativa de ADN convertible por bisulfito de regiones específicas de células para45
CD8 alfa y/o beta, y de la cantidad relativa de ADN convertible por bisulfito de genes no específicos de células
(denominados preferentemente "genes de control" o "regiones de control", tal como, por ejemplo, el gen para
GAPDH). El análisis además comprende de preferencia un análisis de la convertibilidad por bisulfito de al menos una 
posición de CpG en un gen seleccionado entre genes específicos de células de linfocitos T CD3, linfocitos T CD4, 
linfocitos T reguladores, monocitos, granulocitos, linfocitos B, GAPDH, Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Tfh, NKT, y NK.50

Además en otra realización preferente del procedimiento de acuerdo con la presente divulgación, dicho análisis de 
convertibilidad por bisulfito comprende la amplificación con al menos un cebador de pares de cebadores adecuados 
que se pueden diseñar de forma adecuada basándose en la SEQ ID NO: 1.

A diferencia de las mediciones de FACS y ARNm, usando los procedimientos de acuerdo con la presente invención, 
la medición o mediciones y los análisis se pueden realizar independientemente de la purificación, el almacenamiento 55
- y en cierta medida - también de la calidad del tejido.

De preferencia, la amplificación implica una enzima polimerasa, una reacción de PCR o de amplificación química, u 
otros procedimientos de amplificación tal como sabe la persona con experiencia como se describe a continuación, 
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por ejemplo, en el contexto de MSP, HeavyMethyl, Scorpion, MS-SNUPE, MethylLight, secuenciación con bisulfito, 
ensayos de restricción específicos de metilo y/o PCR digital (véase, por ejemplo Kristensen y Hansen PCR-Based 
Methods for Detecting Single-Locus DNA Methylation Biomarkers in Cancer Diagnostics, Prognostics, and Response 
to Treatment Clinical Chemistry 55: 8 1471-1483 (2009)). 

Con el fin de analizar la convertibilidad por bisulfito de las posiciones de CpG, se puede usar cualquier procedimiento5
para analizar la modificación del ADN. En una realización preferente del procedimiento de acuerdo con la presente 
invención, el análisis de la modificación del ADN comprende un procedimiento seleccionado entre tecnología de una 
sola molécula en tiempo real (SMRT), cinética de la polimerasa dependiente de la modificación del ADN, 
secuenciación de ADN por medio de nanoporos, secuenciación de hebras, secuenciación de exonucleasa, 
hibridación de ADN dependiente de modificación de ADN, digestiones enzimáticas específicas de metilación, 10
secuenciación con bisulfito, análisis seleccionado entre metilación de promotor, metilación de islote de CpG, MSP, 
HeavyMethyl, MethyLight, Ms-SNuPE u otros procedimientos que dependen de una detección de ADN amplificado. 
Estos procedimientos son bien conocidos por la persona con experiencia, y se pueden encontrar en la bibliografía 
respectiva.

En una realización preferente del procedimiento de acuerdo con la presente divulgación, dicho procedimiento Es 15
adecuado para aplicaciones de rutina, por ejemplo, en un chip de ADN. Basándose en la información mencionada 
anteriormente y en la bibliografía respectiva, la persona con experiencia será capaz de ajustar el procedimiento
como anteriormente a los entornos de ese tipo.

Además en otra realización preferente de los procedimientos de acuerdo con la presente invención, dicho
procedimiento se lleva a cabo sin una etapa de purificación y/o enriquecimiento de dichas células que se van a 20
identificar, de preferencia usando sangre completa y/o tejido no sometido a tripsina.

En otra realización preferente del procedimiento de acuerdo con la presente invención, la identificación comprende la 
distinción de dichos linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8 a partir de todos los tipos de células 
de sangre periférica principales y/o células no sanguíneas, de preferencia, pero no limitado, de linfocitos B CD19+, 
linfocitos T CD3+CD8+, granulocitos CD15+, monocitos CD14+, linfocitos citolíticos naturales CD56+ y linfocitos T 25
citolíticos naturales CD3+CD56+, y linfocitos T auxiliares CD3+CD4+, y otros tipos de células obtenidas a partir de 
otros órganos distintos a la sangre.

Además en otra realización preferente del procedimiento de acuerdo con la presente invención, la muestra se 
selecciona entre un fluido corporal de mamífero, incluyendo muestras de sangre humana, o una muestra de tejido, 
órgano o una muestra de leucocitos o una fracción purificada o separada de un tejido, órgano o leucocitos de ese 30
tipo o una muestra de tipo celular. De preferencia, dicho mamífero es un ratón, rata, mono o ser humano. Si fuera 
necesario las muestras se pueden combinar de manera adecuada.

Otro aspecto preferente del procedimiento de acuerdo con la presente invención entonces comprende además la 
etapa de conclusión sobre el estado inmunológico de dicho mamífero basándose en dichas subpoblaciones de 
CD8+. Las subpoblaciones de CD8+ se deben cuantificar y se pueden usar como un banco de pruebas para 35
cuantificar relativamente además las subpoblaciones detalladas (pero que no se limitan a, CD4, Th1, Th2, Th9, 
Th17, Th22, Treg, Tfh), o se puede usar como un factor de detección predictivo y/o de identificación sistemática y/o
de diagnóstico y/o de pronóstico y/o de sucesos adversos, o se puede usar para detectar por último esta población 
para determinar el estado de actividad inmunológica general.

Otro aspecto preferente del procedimiento de acuerdo con la presente divulgación se refiere al uso del análisis de 40
modificación de citosina de genes específicos de células para linfocitos CD3+, CD4+, linfocitos T reguladores, Th1, 
Th2, Th9, Th17, Th22, Tfh, NKT, NK, monocitos, granulocitos y/o linfocitos B para la detección y para asegurar la 
calidad y control de linfocitos CD8+ alfa/beta. 

Además en otra realización preferente del procedimientos de acuerdo con la presente invención, el mamífero padece 
o es probable que padezca enfermedades autoinmunes, rechazos a trasplantes, enfermedades por infección, 45
cancer, y/o alergia, tal como, pero no limitándose a, infección por Trypanosoma cruzi, malaria e infección por VIH; 
Neoplasias hematológicas tales como, pero no limitadas, leucemia mielógena crónica, mieloma múltiple, linfoma no 
Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, leucemia linfocítica crónica, enfermedad injerto contra hospedador y hospedador 
contra injerto, micosis fungoide, linfoma extranodal de linfocitos T, linfomas de linfocitos T cutáneos, linfoma 
macrocítico anaplásico, linfoma de linfocitos T angioinmunoblástico y otras neoplasias de linfocitos T, linfocitos B y 50
linfocitos NK, deficiencias de linfocitos T tales como, pero no limitadas a, linfocitopenia, inmunodeficiencia 
combinada severa (SCID), síndrome de Omenn, hipoplasia de cartílago-cabello, síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA) y afecciones hereditarias tales como síndrome de DiGeorge (DGS), síndromes de rotura 
cromosómica (CBS), esclerosis múltiple, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, síndrome de Sjögren, 
esclerosis sistémica, dermatomiositis, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, colitis ulcerosa, 55
enfermedad de Crohn, psoriasis, vitíligo, penfigoide ampolloso, alopecia areata, cardiomiopatía idiopática dilatada, 
diabetes mellitus de tipo 1, enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, miastenia grave, nefropatía por IgA, 
nefropatía membranosa y anemia perniciosa; y trastornos combinados de linfocitos B y linfocitos T, tales como, pero 
no limitados a, ataxia telangiectasia (AT) y síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS); y carcinomas tales como, pero no 
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limitados a, cáncer de mama, cáncer colorrectal, cáncer gástrico, cáncer de páncreas, carcinoma hepatocelular, 
colangiocarcinoma, melanoma y cáncer de cabeza y cuello.

Se desvela un procedimiento como se ha mencionado anteriormente, que además comprende medir y/o monitorizar 
la cantidad de linfocitos CD3+ CD8+ y/o CD3+/-CD8+ como respuesta a sustancias químicas y/o biológicas que se 
proporcionan a dicho mamífero, es decir, como respuesta a un tratamiento de dicho paciente. Dicho procedimiento5
comprende las etapas como se ha mencionado anteriormente, y comparar dicha cantidad relativa de dichas células 
tal como se identifica con una muestra tomada anteriormente o en paralelo del mismo mamífero, y/o con una 
muestra de control. En función de los resultados proporcionados por el procedimiento o procedimientos de la 
divulgación, el médico que prescribe será capaz de llegar a una conclusión sobre el estado inmunológico del 
paciente y ajustar el tratamiento de la enfermedad subyacente en consecuencia.10

De preferencia, dicho procedimiento se lleva a cabo sin una etapa de purificación y/o enriquecimiento de células, de 
preferencia en sangre completa y/o tejido no sometido a tripsina, o cualquier otra muestra biológica que 
potencialmente contenga dichas subpoblaciones de linfocitos CD8+ como por ejemplo una muestra para 
transferencia celular en un paciente.

Otro aspecto preferente del procedimiento de acuerdo con la presente divulgación a continuación se refiere a un15
procedimiento como se mencionó anteriormente, que además comprende la formulación de dicha subpoblación de 
células tal como se identifica para su trasplante en un paciente. Las preparaciones farmacéuticas para estos fines y 
los procedimientos para su producción se llevan a cabo de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica de la 
medicina de trasplantes.

Se desvela un oligómero de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO: 8 a 13, un oligómero diseñado basándose 20
en la SEQ ID NO: 1 o 2, la región no metilada específica del gen CD8 alfa y/o beta de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 
o 4 o un amplicón seleccionado entre cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 7.

Además otro aspecto preferente de la presente invención a continuación se refiere al uso de un kit que comprende a) 
un reactivo de bisulfito, y b) materiales para el análisis de la convertibilidad por bisulfito de las posiciones 40, 63, 95, 
135, 142, 169, 194, 213, 216, 232, 245, 273, 339, 345, y 393 en el amplicón N.º 2007 de acuerdo con la SEQ ID 25
NO: 5 a la identificación, cuantificación, y/o monitorización in vitro de linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ 
heterodímeros para CD8 en un mamífero de acuerdo con el procedimiento de acuerdo con la presente invención.

Se desvela el uso de oligómeros o amplicón o un kit de acuerdo con la presente invención para identificar y/o para 
monitorizar linfocitos CD3+CD8+ y/o CD3+/-CD8+ en un mamífero como se describe en el presente documento.

En resumen, usando el marcador de CD8 beta y alfa, los inventores identificaron de forma muy específica, 30
Cuantificaron en particular diferenciaron ambas células positivas para CD8 como tal y sus poblaciones y en su 
relación con otros tipos de células en una muestra, por ejemplo con respecto a linfocitos T usando los marcadores 
epigenéticos para CD3, o su asociación con los linfocitos auxiliares T CD4 usando el marcador CD4. Con tales 
medios por ejemplo los linfocitos T positivos para CD4 entonces se podrían distinguir además de los linfocitos CD8. 
Esto no era posible antes de la invención, ya que la expresión de proteínas del marcador CD8 beta y alfa no se 35
puede usar para identificar y cuantificar de manera confiable los linfocitos alfa/beta y alfa/alfa positivos para CD8, ni 
era posible, a partir de una muestra de sangre completa o tejido (recién preparada, embebida o congelada) sin 
medios específicos de conservación, proporcionar una tecnología de rutina para la cuantificación de estos tipos de 
células. Además, hasta ahora no se había descubierto marcador para linfocitos CD8+ alfa/beta que identificara y 
cuantificar a dichas cédulas.40

A continuación la invención se describía además basándose en los siguientes ejemplos y con referencia a las figuras 
adjuntas y el listado de secuencias, sin quedar limitado a esto. En las Figuras y Secuencias,

La Figura 1 muestra el análisis de sitios de CpG en los amplicones N.º 1482, N.º 1483, N.º 1484, N.º 2006, 
N.º 2007 (SEQ ID NO: 3), N.º 2008, N.º 2009, N.º 2010, N.º 2011, y N.º 2012, respectivamente, dentro del gen de
CD8 beta. Los números en la parte izquierda indican la posición de CpG respectiva en el amplicón respectivo. 45
Las abreviaturas en la parte inferior indican linfocitos B (CD3-CD8-)(BLC), linfocitos T citotóxicos 
(CD3+CD8+)(CTL), granulocitos CD3-CD8- (GRC) y monocitos CD3-CD8- (MOC), linfocitos NK (CD3-
CD8+)(NKC), linfocitos NKT (CD3+CD8+)(NKT11), linfocitos NKT CD3+CD8- (NKT14), y linfocitos auxiliares T 
(CD3+CD8-)(THC), respectivamente.

La Figura 2 muestra el análisis de sitios de CpG en los amplicones N.º 1474, N.º 1475, N.º 1476, N.º 1477, 50
N.º 1478 (SEQ ID NO: 3), N.º 1479, N.º 1480, N.º 1481, N.º 2002, N.º 2003, N.º 2004, y N.º 2005, 
respectivamente, dentro del gen de CD8 alfa. Los números en la parte izquierda indican la posición de CpG 
respectiva en el amplicón respectivo. Las abreviaturas en la parte inferior indican linfocitos B (CD3-CD8-)(BLC), 
linfocitos T citotóxicos (CD3+CD8+)(CTL), granulocitos CD3-CD8- (GRC) y monocitos CD3-CD8- (MOC), 
linfocitos NK (CD3-CD8+)(NKC), linfocitos NKT (CD3+CD8+)(NKT11), linfocitos NKT CD3+CD8- (NKT14), a y 55
linfocitos auxiliares T (CD3+CD8-)(THC), respectivamente.

La Figura 3 muestra la posición de las regiones convertibles por bisulfito específicas dentro del gen de CD8 beta, 
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y los alineamientos de los amplicones tal como se analizan (cuadrados de color gris) frente a esta región.

La Figura 4 muestra la posición de las regiones convertibles por bisulfito específicas dentro del gen de CD8 alfa, 
y los alineamientos de los amplicones tal como se analizan (cuadrados de color gris) frente a esta región.

La Figura 5 muestra la comparación de las mediciones de qPCR y FCM. (A) Proporción de linfocitos T CD8+ con 
respecto a CD3+ en (%) como se determina mediante FCM (eje x) y medición de qPCR epigenética (eje y) en 5
sangre periférica de controles sanos (círculos de color negro) y pacientes con VIH+ (cuadrados de color gris; 
triángulos de color blanco). (B) Diagramas de Bland-Altman para concordancia de procedimiento de linfocitos T 
CD8+ con respecto a CD3+. Se representa la media de las proporciones determinadas con ambos procedimientos 
(eje x) y las correspondientes diferencias con su porcentaje (FCM-qPCR). La línea sólida representa la diferencia 
media calculada, las líneas discontinuas representan los límites de concordancia superior e inferior calculados.10

La SEQ ID NO: 1 muestra la región convertible por bisulfito específica de cadena CD8 beta como se desvela. 

La SEQ ID NO: 2 muestra la región convertible por bisulfito específica de cadena CD8 alfa como se desvela. 

La SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de la región no metilada específica de CD8A (alfa); la secuencia contiene el 
amplicón 2004 discriminatorio (AMP2004), y está confinada en el extremo en las posiciones 5’ y 3’ por AMP 2003 y
AMP2005 no discriminatorios, respectivamente.15

La SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de la región no metilada específica de CD8B; la secuencia contiene los 
solapan que es discriminatorios AMP2007 y AMP2008. La secuencia está confinada en el extremo en la posición 3’
por los amplicones no discriminatorios AMP2011 y AMP1479 (cerca del gen CD8 alfa).

La SEQ ID NO: 5 y la SEQ ID NO: 6 muestran las secuencias de los amplicones Amp 2007 y Amp 2008 para CD8 
beta (solapante), respectivamente.20

La SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia del amplicón Amp 2004 para CD8 alfa. 

La SEQ ID NO: 8 a la SEQ ID NO: 13 muestran las secuencias de oligómeros específicos como se desvela.

La SEQ ID NO: 14 a la SEQ ID NO: 25 muestran las secuencias de oligómeros específicos como se desvela; la SEQ 
ID NO: 14 muestra el cebador directo (nmF1.3) para AMP 2007; la SEQ ID NO: 15 muestra el cebador inverso
(nmR1.5) para AMP 2007; la SEQ ID NO: 16 muestra el cebador directo (mF1.3) para AMP 2007; la SEQ ID NO: 17 25
muestra el cebador inverso (mR1.9) para AMP 2007; la SEQ ID NO: 18 muestra la sonda (nmP1.2), y la SEQ ID 
NO: 19 muestra la sonda (mP1.2); la SEQ ID NO: 20 muestra la secuencia genómica/posición del cebador directo 
(nmF1.3) para AMP 2007; la SEQ ID NO: 21 muestra la secuencia genómica/posición del cebador inverso (nmR1.5) 
Para AMP 2007; la SEQ ID NO: 22 muestra la secuencia genómica/posición del cebador directo (mF1.3) para AMP 
2007; la SEQ ID NO: 23 muestra la secuencia genómica/posición del cebador inverso (mR1.9) para AMP 2007; la 30
SEQ ID NO: 24 nuestra secuencia genómica/posición de la sonda (nmP1.2) para AMP 2007, and SEQ ID NO: 25 
muestra la secuencia genómica/posición de la sonda (mP1.2) para AMP 2007.

Ejemplos

Ejemplo 1

Los inventores han purificado diversos subconjuntos de sangre mediante clasificación por FACS incluyendo linfocitos 35
B (CD3-CD8-)(BLC), linfocitos T citotóxicos (CD3+CD8+)(CTL), granulocitos CD3-CD8- (GRC) y monocitos CD3-
CD8- (MOC), linfocitos NK (CD3-CD8+)(NKC), linfocitos NKT (CD3+CD8+)(NKT11), linfocitos NKT CD3+CD8-
(NKT14), y linfocitos auxiliares T (CD3+CD8-)(THC). El ADN de las células purificadas se trató con bisulfito y se 
analizó en diversos motivos de dinucleótidos CpG dentro del gen CD8 alfa y del gen CD8 beta. Los inventores a 
continuación compararon la convertibilidad por bisulfito (T para citosina que no estaba metilada en la secuencia 40
original con respecto al hallazgo de C como para Citosina que estaba metilada en la secuencia original (genómica)). 

Los datos de CD8 beta (Figura 1) mostraron diversas posiciones de CpG en el Amp 2007 del gen CD8 beta (véase 
la SEQ ID NO: 1) que no estaban metiladas en linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ y que estaban parcialmente no
metiladas en linfocitos NKT CD3+CD8+ mientras que estaban metiladas en todas los otros tipos de células 
sanguíneas analizadas. La región génica de Amp 2007 modificada por citosina diferencialmente para CD8 beta se 45
muestra en la SEQ ID NO: 5.

En la actualidad, se describe en la bibliografía que los linfocitos NKT CD3+CD8+ expresan la cadena CD8 beta. Sin 
embargo, los resultados de los presentes inventores indican que para una parte de estas células puede existir una 
regulación epigenética diferente que no simplemente refleja o se corresponde con el patrón de expresión de 
proteínas conocido en la actualidad. Esto también se mostró anteriormente para células Treg y para células Th17 50
(Véanse los documentos EP1826279 y WO2013/057202). Además, se espera que el nuevo marcador para CD8 beta 
desvelará un nuevo conocimiento del origen celular y el estado celular en las células que expresan la cadena CD8 
beta. 
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Los datos de CD8 alfa (Figura 2) mostraron diversas posiciones de CpG en el Amp 2004 del gen de CD8 alfa (véase 
la SEQ ID NO: 2) que no estaban metiladas en linfocitos T citotóxicos CD3+CD8+ y en linfocitos NKT CD3+CD8+ 
mientras que estaban metiladas en todos las otros tipos de células sanguíneas analizadas. La región génica de Amp 
2004 modificada por citosina diferencialmente para CD8 alfa se muestra en la SEQ ID NO: 7. Al igual que para el 
patrón de conversión por bisulfito de CD8 beta, también para el gen de CD8 alfa se produjo una metilación parcial5
encontrada para células que en la bibliografía se describen como células que expresan proteínas de CD8 alfa
(linfocitos NK). La clasificación por FACS mediante expresión de proteínas no refleja el estado de regulación
epigenética real. Los futuros estudios científicos sobre el patrón epigenético en el gen de CD8 alfa usando el 
presente marcador de CD8 alfa epigenético profundizará adicionalmente en la comprensión de, por ejemplo, el 
origen y el estado de dichas células.10

Ejemplo 2: Evaluación de linfocitos T CD8+ CD3+ en sangre periférica humana

Los nuevos ensayos epigenéticos se compararon con ensayos de citometría de flujo para la detección de células 
CD8 y CD3 y proporciones de las mismas. Como ambas técnicas determinan la misma variable biológica, Deberían 
ser básicamente concordantes. 

La sangre periférica humana se obtuvo a partir de voluntarios sanos. El ADN de la sangre venosa se purificó cuando 15
el Kit DNeasy Blood&Tissue (Qiagen) de acuerdo con asistentes del fabricante. Además, se hicieron aplicaciones 
puntuales de sangre capilar en tarjetas FTA® (Whatman) y se secaron a temperatura ambiente durante la noche. El 
ADN se extrajo a partir de aplicaciones puntuales de 6 x 6 mm usando el Kit de ADN QIAamp (Qiagen). A 
continuación, el ADN se convirtió con bisulfito: hasta 1,5 µg de ADN genómico se convirtieron aplicando los Kits de 
bisulfito Epitect (Rápido) (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN de la sangre completa se 20
purificó usando un Filtro de centrifugadora Microcon®-30 (Millipore). qPCR: las qPCR dependientes de metilación 
Altamente específica del tipo celular para cuantificación de los linfocitos T CD3+ y CD8+ se desarrollaron y se 
llevaron a cabo como sigue a continuación: se usó un conjunto de oligonucleótidos (es decir, cebador directo/inverso 
y sonda de hidrólisis) específico para la variante TpG o CpG. Las reacciones se llevaron a cabo por triplicado en un 
volumen total de 10 µl usando 2xProbe Mastermix (Roche), 15 pmol de cada cebador, 1,25-2,5 pmol de sonda, 2525
ng de λ-ADN (NEB) y hasta 82 ng de ADN o plásmido molde a 1 x 95 ºC durante 10 min, y 50 ciclos a 95 ºC durante 
15 s. y 61 ºC durante 60 s. Para TpG de CD8B, se añadió MgCl2 hasta una concentración final de 4,7 mM. Los 
puntos de cruce de la amplificación se terminaron usando el software LightCycler480 (Roche) haciendo uso del 
procedimiento del máximo de la segunda derivada. Los percentiles de las células diana se calcularon como se ha 
descrito anteriormente (Sehouli, J. y col. 2011. Epigenetic quantification of tumor-infiltrating T-lymphocytes. 30
Epigenetics 6: 236-246). Para las muestras de sangre, la normalización de los valores de qPCR (xN) se llevó a cabo 
como sigue a continuación: xN = qPCRx/qPCRCal*FCMCal usando un calibrador (Cal) con un valor de FCM 
determinado (FCMCal). Plásmidos: las regiones diana sintetizadas para ensayos de qPCR en tiempo real se 
insertaron en el plásmido pUC57 o pJet1.2 (Genscript Inc.). Los plásmidos linealizados se diluyeron en 10 ng/µl de
ADN λ-fago (NEB) para obtener patrones de qPCR de 31250, 6250, 1250, 250, 50, y 30 copias por reacción. 35

Oligonucleótidos: qPCR: las secuencias de los cebadores de amplificación son las que siguen a continuación:

Cebador directo (nmF1.3) AMP 2007: GGT TAA GAA ATT AAT AGG AAA AAG AAT (SEQ ID NO: 14)
Cebador inverso (nmR1.5) AMP 2007: CTT CCC CAC CAC AAT ACA ACA (SEQ ID NO: 15) 
Cebador directo (mF1.3) AMP 2007: GGT TAA GAA ATT AAT AGG AAA AAG AAC (SEQ ID NO: 16) 
Cebador inverso (mR1.9) AMP 2007: CCC CAT ATT ACT TCC CCG (SEQ ID NO: 17)40

Las secuencias de las sondas son las que siguen a continuación:

Sonda (nmP1.2): TGT TTG TGA GGT ATT TAG TTG ATG GGA GTT TTG (SEQ ID NO: 18) 
Sonda (mP1.2): CGT TTG TGA GGT ATT TAG TCG ACG GGA G (SEQ ID NO: 19)

Las posiciones genómicas de los cebadores y sondas de amplificación son las que siguen a continuación:

Cebador directo genómico (nmF1.3) AMP 2007 GGTTAAGAAACCAACAGGAAAAAGAAC (SEQ ID NO: 20)45
Cebador inverso (nmR1.5) AMP 2007: CGTTGTATTGTGGCGGGGAAG (SEQ ID NO: 21)
Cebador directo (mF1.3) AMP 2007: GGTTAAGAAACCAACAGGAAAAAGAAC (SEQ ID NO: 22)
Cebador inverso (mR1.9) AMP 2007: CGGGGAAGCAACATGGGG (SEQ ID NO: 23)
Sonda (nmP1.2) AMP 2007: CGCCTGTGAGGCACTCAGCCGACGGGAGCTTTG (SEQ ID NO: 24)
Sonda (mP1.2) AMP 2007: CGCCTGTGAGGCACTCAGCCGACGGGAG (SEQ ID NO: 25)50

Las posiciones de qPCR para CD3 y GAPDH de los cebadores y sondas de amplificación se han descrito 
anteriormente (Sehouli, J. y col. 2011. Epigenetic quantification of tumor-infiltrating T-lymphocytes. Epigenetics 6:
236-246).

Citometría de flujo: clasificación celular: las muestras de sangre periférica se fraccionaron en un protocolo de 
clasificación de MACS/FACS (Baron, U., Floess, S., Wieczorek, G., Baumann, K., Grützkau, A., Dong, J., Thiel, A., 55
Boeld, T.J., Hoffmann, P., Edinger, M., y col. 2007. DNA demethylation in the human FOXP3 locus discriminates 
regulatory T cells from activated FOXP3(+) conventional T cells. Eur J Immunol 37: 2378-2389) para granulocitos
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(CD15+), monocitos (CD3-/CD14+), linfocitos NK (CD56+/CD16+), linfocitos B (CD19+), linfocitos T CD8+

(CD3+/CD8+/CD4-). Recuento celular: 50 µl de sangre periférica se tiñeron en tubos TruCount™ (Becton-Dickinson) 
con APC anti-CD3 FITC, anti-CD4 PerCP y anti-CD8. Después de la tinción y la lisis de eritrocitos, las células 
analizaron en FACS-LSRII (Becton Dickinson). Los recuentos absolutos de linfocitos T CD3+ y CD3+CD8+ por 
microlitro de sangre periférica se calcularon mediante la proporción entre células analizadas y perlas TruCount™5
fluorescentes de acuerdo con las sensaciones del fabricante. La tinción con PE anti-CD45 se llevó a cabo para la
evaluación de los recuentos celulares relativos. 

Análisis estadístico: para las representaciones de Bland-Altman, los errores se proporcionaron en porcentaje (FCM-
qPCR). Se llevaron a cabo ensayos t bilaterales para evaluar si las diferencias medias (sesgo) eran 
significativamente diferentes de cero. La regresión lineal se llevó a cabo para obtener la pendiente y la intersección. 10
Los ensayos de Shapiro-Wilk Y las representaciones de Q-Q se usaron para evaluar las suposiciones de normalidad 
de los residuales de regresión. Los residuales inspeccionaron por vía visual con respecto a la dispersión 
homogénea. Los valores de p < 0,05 se consideraron significativos. En el análisis de ROC se determinaron el valor 
del punto de corte óptimos y la precisión como valor minimizando la distancia Euclidea con respecto al punto de 
coordenadas con una sensibilidad y especificidad óptimas. Todos los valores de p corresponden a ensayos 15
bilaterales. Los software estadísticos SPSS 21.0 (IBM) y R 2.14 se usaron.

Recuentos de linfocitos T en sangre periférica. Las muestras de sangre periférica seleccionadas de forma aleatoria y 
con ocultación de 39 donantes sanos y de 86 donantes con VIH+ se sometieron a ensayo con ensayos epigenéticos
assays para CD3 y CD8B y se compararon con los procedimientos concordantes de recuento de linfocitos T basado 
en Citometría de Flujo (FCM). Los sujetos sanos y con VIH+ tenían una edad media de 55 (intervalo: 19-67) y 46 20
(intervalo: 23-75) años, respectivamente. Un 87,2 % de sujetos con VIH+ se trataron con terapia anti-retroviral y un
17,4 % tenían infecciones oportunistas.

Acuerdo de procedimiento para la proporción CD8/CD3. La proporción CD8/CD3 media en sujetos sanos fue de un
21,0 % en ensayos de qPCR (FCM: 27,6 %) con una variación de un 9,1 %-34,7 % (FCM: 15,1 %-52,6 %) mientras 
que los pacientes con VIH+ presentaban una media de un 41,5 % (FCM: 64,6 %) con una variación de un 25,1 %-25
60,9 % (FCM: 34,1 %-94,0 %, Figura 5A). La correlación de Pearson entre los datos de qPCR y FCM se encontraba 
en 0,94 (p < 0,001). La diferencia media calculada en el diagrama de porcentaje-diferencia de Bland-Altman indicaba 
una medición de qPCR más pequeña de un 34,1% en comparación con FCM (LoA: 66,6 % y 1,6 % (Figuras 5B)). 
Los inventores también sometieron a ensayo del acuerdo de las qPCR epigenéticas para la proporción CD8/CD3 
entre sangre venosa y sangre capilar seca de seis donantes sanos (véase la Tabla A).30

Cuando se usan estos ensayos en sangre completa, se observa un buen acuerdo de procedimiento Entre las 
proporciones celulares obtenidas mediante qPCR y FCM. Además, se observó una concordancia para puntos de 
corte de FCM usados clínicamente y de qPCR determinados experimentalmente. Las qPCR también se llevaron a 
cabo a partir de aplicaciones puntuales de sangre seca y mostraron datos equivalentes a dos de la sangre venosa.

Tabla A: Evaluación del rendimiento de qPCR a partir de aplicaciones puntuales de sangre seca en comparación 35
con sangre recién extraída de acuerdo con el procedimiento de Bland-Altman.

CD8/CD3 [%]

Sangre venosa DBS

Donante 1 15,4 13,9

Donante 2 25,1 23,7

Donante 3 28,4 28,1

Donante 4 22,5 20,5

Donante 5 19,8 24,3

Donante 6 21,6 22,3

Media 22,1 22,1

DM 0,00

LoA superior 4,8

LoA inferior -4,8

DM - diferencia media, LoA – límites de acuerdo.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Epiontis GmbH

<120> Procedimiento epigenético para la identificación de subpoblaciones de linfocitos T CD8+, en 
particular linfocitos T CD8 alfa y beta 

<130> E31647PCT5

<150> GB 1221133.0
<151> 23-11-2012

<160> 25

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 110

<211> 46586
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1
15
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<210> 2
<211> 23791
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<210> 3
<211> 692
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 3
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<210> 4
<211> 16040
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 4
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<210> 5
<211> 464
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 5
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<210> 6
<211> 475
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 6

<210> 7
<211> 31810

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

15

<210> 8
<211> 23
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 8
cctactactc cttcaattct caa 23

<210> 9
<211> 225

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 9
aatgttttat ttgggggttt at 22

<210> 1010

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

<400> 10
ccacccaaaa ttaactaaaa ac 2215

<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1120

gttttgtgat tggggtaagt 20

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Homo sapiens25

<400> 12
gggatagatt gaagaggatt tt 22

<210> 13
<211> 23
<212> ADN30

<213> Homo sapiens

<400> 13
tttcactccc atattttaca aac 23

<210> 14
<211> 2735

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14
GGTTAAGAAA TTAATAGGAA AAAGAAT 27

<210> 1540

<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 15
45
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<210> 16
<211> 27
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 16

<210> 1710

<211> 18
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 17
15

<210> 18
<211> 33
<212> ADN20

<213> Homo sapiens

<400> 18

25

<210> 19
<211> 28
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1930

<210> 20
<211> 2735

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 20

40
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<210> 21
<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 215

<210> 22
<211> 2710

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22

15

<210> 23
<211> 18
<212> ADN
<213> Homo sapiens20

<400> 23

<210> 2425

<211> 33
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 24
30

<210> 25
<211> 28
<212> ADN35

<213> Homo sapiens

<400> 25
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro de identificación de una subpoblación de linfocitos T citotóxicos, que comprende analizar 
la convertibilidad por bisulfito de las posiciones 40, 63, 95, 135, 142, 169, 194, 213, 216, 232, 245, 273, 339, 345, y 
393 en el amplicón N.º 2007 de acuerdo con la SEQ ID NO: 5, en el que una convertibilidad por bisulfito de dichas 
posiciones es indicativa de un linfocito T citotóxico CD3+CD8+ heterodímero para CD8.5

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho análisis de la convertibilidad por bisulfito
comprende un procedimiento seleccionado entre una digestión enzimática específica de metilación, tecnología de 
una sola molécula en tiempo real (SMRT), cinética de polimerasa dependiente de modificación de ADN, 
secuenciación de ADN por medio de nanoporos, secuenciación de hebras, secuenciación de exonucleasa, 
hibridación de ADN dependiente de modificación de ADN, secuenciación con bisulfito, un análisis seleccionado entre10
metilación de promotor, metilación de islote de CpG, MSP, HeavyMethyl, MethyLight, Ms-SNuPE, y otros
procedimientos que se basan en una detección de ADN amplificado.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que además comprende un análisis de 
la convertibilidad por bisulfito de al menos una posición de CpG en un gen seleccionado entre genes específicos de 
células de linfocitos T CD3, linfocitos T CD4, linfocitos T reguladores, monocitos, granulocitos, linfocitos B, GAPDH, 15
Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Tfh, NKT, y NK.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho análisis se lleva a cabo 
en una muestra que se selecciona entre un fluido corporal de mamífero, incluyendo muestras de sangre humana, o 
una muestra de sangre de tipo tisular, orgánica o celular, una muestra de linfocitos sanguíneos o una fracción de los 
mismos.20

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 4, en el que dicho mamífero es un ser humano y/o en el que 
dicho ser humano padece o es probable que padezca enfermedades autoinmunes, rechazos a trasplantes, 
enfermedades infecciosas, cáncer, y/o alergia.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 4 o 5, en el que dicho procedimiento se lleva a cabo sin una 
etapa de purificación y/o enriquecimiento de dichas células a identificar, de preferencia usando sangre completa y/o 25
tejido no tripsinizado.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que además comprende la formulación 
de dicha subpoblación de células tal como se identifican para trasplante en un paciente,

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que además comprende la etapa de 
conclusión sobre el estado inmune de dicho mamífero basándose en dicho CD3+CD8+ tal como se identifica.30

9. Un procedimiento in vitro para monitorizar el nivel de una subpoblación de linfocitos T citotóxicos CD3+ CD8+ 
heterodímeros para CD8 en un mamífero, que comprende el procedimiento de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 4 a 8, y comparar dicha cantidad relativa de dichas células tal como se identifican con una muestra 
tomada antes o en paralelo del mismo mamífero, y/o con una muestra de control.

10. Uso de un kit que comprende a) un reactivo de bisulfito, y b) materiales para el análisis de la convertibilidad por 35
bisulfito de las posiciones 40, 63, 95, 135, 142, 169, 194, 213, 216, 232, 245, 273, 339, 345, y 393 en el amplicón 
N.º 2007 de acuerdo con la SEQ ID NO: 5 para identificación, cuantificación, y/o monitorización in vitro de linfocitos T 
citotóxicos CD3+CD8+ heterodímeros para CD8 en un mamífero de acuerdo con el procedimiento de acuerdo con 
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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