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DESCRIPCION
Procedimiento de enriquecimiento y/o aislamiento de células en fase sélida

La presente invencidon se refiere a un procedimiento en fase sodlida para asilar y/o enriquecer células
predeterminadas de una muestra. Dichos procedimientos se utilizan por ejemplo para predeterminar, asilar y
enriquecer células como células fetales de una muestra de sangre periférica materna; células tumorales de una
muestra de fluido corporal o células madre de una muestra fluida o fluidizada de tejido corporal o fluido corporal.

La deteccién y andlisis de células raras en sangre, médula 6sea y otras muestras se vuelve una necesidad
importante en los diagndsticos: La deteccion de células tumorales circulantes, incluyendo células madre tumorales y
células madre en ftransicion epitelio-mesénquima (EMT), y cancer residual minimo es particularmente util en
oncologia para el pronéstico mejorado, deteccion temprana del avance de la enfermedad y monitoreo de terapia.
Otras solicitud de dichas técnicas es la deteccion y analisis de células fetales en la sangre materna que permite el
diagnostico prenatal efectivo y no invasivo de anomalias genéticas y cromosémicas en los estadios tempranos de
desarrollo fetal.

El analisis de ADN en base a PCR o el perfil de expresion en base a RT-PCR son tecnologias sensible y faciles de
manipular para la deteccién y analisis de dichas células raras. Sin embargo, estas tecnologias son afectadas por el
hecho, que los leucocitos contaminantes como fuente de sefales de fondo especificas debido a la expresion
ilegitima o expresion enddgena de antigenos asociados al tumor, estan reduciendo la especificidad de la deteccion
de las células raras: por ejemplo células tumorales circulante. En forma similar, la genotipificacién de ADN no es
posible si las células tumorales asiladas o fetales no son suficientemente puras.

El enriquecimiento de células de muestras corporales es una tarea importante en muchas aplicaciones terapéuticas,
también, ademas de las aplicaciones diagndsticas, ya que los anticuerpos monoclonales (u otros ligandos y
especificadores) estan disponibles ahora, que permiten la separacion de muchos tipos de células particulares de
fuentes con poblaciones celulares mixtas tales como sangre, médula 6sea y otros tejidos. Las terapias en base a
células son un campo en crecimiento que coloca las demandas graves en la selectividad de cualquier técnica de
aislamiento celular que sea util para ese proposito. La ingenieria de injerto de células madre y la inmunoterapia de
cancer son una de las aplicaciones mas importantes en la terapia celular. Pueden utilizarse células madre autélogas
enriquecidas de sangre o médula 6sea para soportar los regimenes de quimioterapia de altas dosis para una
variedad de tumores malignos.

Existe una gran demanda de una alta pureza de células aisladas con tecnologias de enriquecimiento celular.

La utilidad de los productos de células madre enriquecidas es deteriorada por células malignas contaminantes que
podrian ser una fuente de metastasis y recaidas tardias. Una contaminacion con células T es la principal causa de
una enfermedad de injerto contra huésped y es la razon primaria de falla de trasplante. De ese modo, una mejora de
la eficacia de las tecnologias de enriquecimiento celular terapéutico existentes es un tema principal que debe ser
tratado en forma urgente.

Existen diversas técnicas disponibles para el enriquecimiento de células de sangre y otras muestras. La seleccion
celular mediante tecnologia FACS es un procedimiento muy especifico que puede aplicarse para enumerar y
recolectar células raras para el uso adicional y andlisis. Sin embargo, este procedimiento no es aplicable aun en
forma rutinaria a las muestras o grandes volimenes de sangre completa y para preparaciones celulares a gran
escala. Se han desarrollado diversos procedimientos inmunoquimicos para el enriquecimiento de células de
muestras de fluido mediante la utilizacion de adsorcién en fase sélida como por ejemplo mediante inmunocaptura.
Los anticuerpos monoclonales (u otros ligandos adecuados como, por ejemplo, aptameros u otros especificadores)
pueden inmobilizarse en superficies sélidas como sefarosa, vidrio, latex o cuentas de plastico u otras superficies
para aplicaciones por lote o columnas de flujo pasante. Aunque el manipuleo de estos dispositivos es relativamente
conveniente, la recuperacion y pureza obtenidas con dichos dispositivos es insuficiente en muchos casos. El uso de
cuentas magnéticas etiquetadas con anticuerpos se volvié bastante eficiente, demostrando buenos indices de
recuperacion y un indice de enriquecimiento de 4-5 logio. No obstante, esta pureza aun es demasiado baja para el
perfil de expresion, especialmente si el marcador molecular de interés no esta sobreexpresado en las células diana
en comparacion con las células nucleadas potencialmente contaminantes como leucocitos o células madre
eritropoyéticas. Ademas, los experimentos de tipificacién genética a base de ADN para diferenciar células maternas
de células fetales o células normales de células tumorales, en general, no son posibles en dichas muestras. Por ello,
incrementar la eficacia o purificacion celular con dispositivos inmunoquimicos en fase sélida o dispositivos similares
es una necesidad urgente, no soélo para aplicaciones diagndsticas, sino también para aplicaciones terapéuticas.

Existen varias razones para la unién no especifica o captura de células no deseadas durante el enriquecimiento
celular:

1. Aunque los anticuerpos monoclonales (u otros ligandos y especificadores seleccionados) deben
exhibir una lata especificidad hacia el antigeno (o receptor) elegido para la separacién celular, aun debe
haber unién no especifica considerable a estructuras de receptores o antigenos similares.
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2. Otra razon para capturar células no deseadas pueden ser las interacciones fisica (interacciones
electrostaticas, hidrofébicas o simplemente captura mecanica) con o sin la estructura de fase solida
/anticuerpo (ligando o especificador).

3. Los antigenos o receptores diana elegidos para el enriquecimiento celular también podrian estar
expresados en algunas células no diana presentes en la misa muestra (por ejemplo, a través de la
expresion ilegitima o endégena)

Con el fin de mejorar el desempefio de los procedimientos de enriquecimiento actuales, estos procedimientos
podrian adaptarse para obtener mejor especificidad mediante la seleccidén de un anticuerpo, ligando o especificador
mas especifico hacia la diana de superficie celular elegida (véase los puntos 1 y 2 mas arriba) mientras que el
remanente no especifico de células no diana no puede impedirse facilmente (véase el punto 3 mas arriba). Elegir
cuentas magnéticas como vehiculos para anticuerpos, ligandos o receptores en vez de columnas de flujo pasante
rellenas con cuentas o elegir cuentas de polistirol en vez de sefarosa son ejemplos de mejoras posibles. Sin
embargo, la mayoria de los intentos de mejoras técnicas no llevaron a las purezas requeridas en muchos casos, y
aun existe una necesidad urgente de otra reduccién de la cantidad de células no diana capturadas o unidas en forma
no especifica, preferentemente mediante el ajuste de las condiciones de unién que evitan las interacciones fisicas.

Demel et al. (J. Exp. Clin. Cancer Res., 23(3): 465-468, 2004) emplea una mezcla lista para usar de anticuerpos
unidos a cuentas inmunomagnéticas ("AdnaTestBreastCancerSelect" por AdnaGen) para la purificacion de células
tumorales de una muestra sanguinea. Las cuentas se lavaron dos veces con PBS y finalmente con tampdn de
lavado/lisado de (Dynal, Noruega). Se concluye que los ensayos relevantes para células tumorales en sangre se
necesitan en forma urgente para superar los problemas de especificidad ya que las consecuencias diagndsticas y
aun terapéuticas dependen de ensayos confiables.

Zieglschmid et al. (Anticancer Res., 25: 1803-1810, 2005) emplea cuentas inmunomagnéticas acopladas a cinco
diferentes anticuerpos monoclonales para el enriquecimiento de células tumorales de una muestra sanguinea. Las
cuentas se lavaron con PBS y después se lavaron con tampdn de lavado en conformidad con el protocolo de Dynal
(Noruega).

Es objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento mejorado de aislamiento y/o enriquecimiento en
base a tecnologia en fase sélida, que elimine exitosamente o reduzca células no diana capturadas o unidas en forma
no especifica durante la captura en fase sélida.

Este objeto se soluciona mediante el procedimiento aislamiento en fase sélida y/o enriquecimiento utilizando
ligandos, receptores, antigenos o anticuerpos inmobilizados en una superficie sélida en conformidad con la
reivindicacion 1. Las mejoras del procedimiento inventivo se proporcionan en las reivindicaciones 2 a 7. Ademas, las
reivindicaciones 8 a 13 proporcionan los usos del procedimiento de aislamiento en fase sélida y/o enriquecimiento en
conformidad con la invencion.

La presente invencion permite, por primera vez, en uso de procedimientos de captura de ligandos o inmunocaptura
en fase sélida para aplicaciones importantes, por ejemplo perfil de expresién de genotipos, que requieren
poblaciones celulares purificadas obtenidas de poblaciones celulares mixtas como sangre, médula ésea o muestras
similares. El procedimiento inventivo elimina exitosamente o reduce las células no diana capturadas o unidas en
forma no especifica durante la inmunocaptura en fase soélida o captura de ligandos en fase sélida.

El uso de polioles para la estabilizacion de proteinas en general es conocido y estd descrito. Por ejemplo,
frecuentemente se utiliza glicerol para la crioconservacion de células, y efectivamente se utilizan otros polioles como
manitol para a conservacion de preparaciones de globulos rojos. Los polioles (por ejemplo sorbitol, sacarosa,
trehalosa) son conocidos por ser Utiles para la proteccion de células bacterianas y eucarioticas durante el secado o
procedimientos de choque con calor.

A diferencia de estos usos conocidos de polioles en la técnica anterior, los inventores observaron, para su gran
sorpresa, que los polioles no sélo pueden utilizarse para la conservacion de muestras sin que también son capaces
de reducir drasticamente las sefiales de fondo caudadas por células no diana capturadas o unidas en forma no
especifica al ser utilizados en procedimientos de enriquecimiento celular de captura de ligandos o inmunocaptura en
fase sdlida; mientras que, al mismo tiempo, la recuperacion de células diana no fue afectada. Puede especularse
que las interacciones de polioles con estructuras proteicas hidrofébicas aumenta la especificidad de las
interacciones antigeno/ligando ligando o especificador/receptor) en fase soélida posiblemente mediante la reduccion
de la unién hidrofébica no especifica y mediante la estabilizacion de las estructuras secundarias y terciarias de los
anticuerpos, ligandos o especificadores y antigenos o receptores, potenciando de ese modo la afinidad de unién y
reduciendo las interacciones no especificas.

Al afadir polioles a la muestra durante los procedimientos inventivos de enriquecimiento celular en fase sdlida,
durante el contacto de la muestra con la fase sélida o en una etapa de lavado posterior de la fase sélida, pudo
observarse que la cantidad de células no diana capturadas o unidas en forma no especifica se redujo en un 99%,
por ejemplo, al utilizar un tampén de lavado inventivo de 50 % (V/V) glicerol/PBS en una manera segun se describe,
por ejemplo, en el Manual of the AdnaTestBreastCancerSelect (AdnaGen AG. Langenhagen, Alemania) utilizando
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anticuerpos contra antigenos asociados a tumores y epiteliales (EPCAM, MUC1, HER2) conjugados con cuentas
magnéticas. Ademas, resultd que la recuperacion de células diana no fue afectada y la concentracién de las células
diana fue muy baja. La adicién de polioles, preferentemente glicerol, a las muestras antes del procedimiento de
enriquecimiento celular redujo sustancialmente la carga celular no diana o unida en forma no especifica. Esto
también pudo observarse en concentraciones inferiores de glicerol, por ejemplo, 1 a 10 % (V/V). A continuacion, se
proporcionan algunos ejemplos del procedimiento inventivo.

En estos ejemplos,
la fig. 1 muestra una perspectiva general esquematica de la preparacion y analisis de la muestra;

la fig. 2 muestra el efecto de diferentes concentraciones de glicerol en el tampéon de lavado
AdnaTestBreastCancerSelect en los niveles de ARNm de CDA45;

la fig. 3 muestra en la figura 3a el efecto de un tampdn de lavado que contiene 20 % de glicerol y 5 % de
manitol en la recuperacion de células tumorales 2 MCF7 inoculadas en 5 ml de sangre de dadores
saludables y la figure 3b la reduccion de los niveles de ARNm de CD45 debido al tampon de lavado
modificado;

la fig. 4 muestra el efecto de glicerol afiadido a las muestras sanguineas en la unién no especifica de
leucocitos:

la fig. 5 muestra 5 muestras sanguineas de dadores saludables, analizadas por duplicado en cuanto a la
expresion del receptor de estrogeno (ER) con el ensayo AdnaTestBreastCancerDetect seguido por la
amplificacion por PCR del ARNc de ER desarrollado para este fin. ER se amplificé en todas las muestras si
solo se utilizé PBS durante la etapa de lavado de cuentas. Las concentraciones de amplicones promedio
fueron 0,15 ng/pl. Esta actividad no especifica de fondo desaparecié cuando se utilizé PBS/glicerol para el
lavado;

la fig. 6 muestra la influencia de diferentes polioles en el tampdén de lavado en el trasfondo leucocitario;

la fig. 7 muestra la dependencia de la pureza de células madre CD34 (+)- purificadas a través de cuentas
magnéticas recubiertas con anticuerpo anti-CD34 en la concentracion de glicerol en el tampon de lavado: y

la fig. 8 muestra el efecto de polioles en el trasfondo leucocitario para el aislamiento de células madre
tumorales y células EMT y la posterior deteccion de la expresion del marcador relevante.

Los Ejemplos 1-4 se han llevado a cabo en conformidad con las instrucciones de los fabricantes para la deteccién de
CTC.

Ejemplo 1

Se procesaron 5 ml de muestras sanguineas obtenidas de dadores saludables con AdnaTest BreastCancerSelect
seguido por una determinacion posterior de la expresion de ARNm de CDA45. Después de la inoculacion de las
muestras sanguineas con las cuentas magnéticas de AdnaTest BreastCancerSelect, se llevaron a cabo las etapas
posteriores de lavado con tampén PBS sin o con la adicion de diferentes cantidades de glicerol (0-50 % (V/V))
(véase la fig. 2). Los niveles de ARNm de CD45 se reducen con las concentraciones crecientes de glicerol segun lo
que se muestra en la fig. 1. Esto indica la desaparicién de los leucocitos contaminantes como fuente de la expresion
del ARNm de CD45.

Ejemplo 2

Se inocularon células de cadncer de mama 2 MCF7 en 5 ml de sangre extraida de dadores saludables. Las células
tumorales recubiertas con AdnaTest BreastCancerSelect se analizaron posteriormente en cuanto a marcadores de
ARNm asociado a tumores utilizando AdnaTestBreastCancerDetect Esto fue seguido por un PCR de CD45 para
estimar la reduccién de la contaminacion leucocitaria. Después de la inoculacion de las muestras sanguineas con
cuentas magnéticas AdnaTest BreastCancerSelect, se llevaron a cabo las etapas de lavado con PBS que contenia
20 % (V/V) de glicerol y 5 % ( P/V) de manitol. Segun lo que se muestra en la fig. 3a, la recuperacion de las células
inoculadas no fue deteriorada por el tampén de lavado modificado. Sorprendentemente, las concentraciones de
ARN, de actina y CD45 se redujeron al mismo tiempo que las concentraciones de amplicones de los marcadores
asociados a tumores aumentaban, indicando una reduccién de los leucocitos contaminantes y un producciéon mayor
de ARNm de células tumorales (fig. 3b).

Ejemplo 3

Se afiadié glicerol en diferentes concentraciones (0-1% (V/V)) a 5 ml de muestras sanguineas de dadores
saludables. Las muestras se analizaron utilizando AdnaTestBreastCancerSelect/Detect seguido por una
determinacion posterior de la expresion de ARNm de CD45. La cantidad de CD45 se reduce con concentraciones
crecientes de glicerol, lo que indica una cantidad inferior de leucocitos capturados o unidos segun lo que se muestra
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en la fig. 4.

El ensayo RT-PCR que trata la expresion del receptor de estrégeno (ER) y el receptor de progesterona (PR) en
células tumorales circulantes se desarrollé para la inclusion en AdnaTest BreastCancerSelect/Detect. Debido a que
el ensayo de la expresion de ER muestra un trasfondo relativamente alto debido a los leucocitos capturados o
unidos que expresan ER, el mismo es incapaz de exceder una especificidad de 80 % en el nivel de sensibilidad
analitica requerido (es decir, 1 o 2 células tumorales en 5 ml de sangre). Esta actividad de fondo (aproximadamente
0,15 ng/ul en promedio), responsable de la reduccion de la especificidad, puede eliminarse si se utiliza PBS que
contiene 30 % (V/V) de glicerol en la etapa de lavados segun lo que se muestra en la fig. 5.

Ejemplo 4

Se determiné el efecto de los diferentes polioles en el tampdn de lavado sobre la expresion de CD45 en la sangre de
dadores saludables para mostrar la capacidad de los diferentes polioles de minimizar el trasfondo no especifico.

Se procesaron 5 ml de muestras sanguineas obtenidas de dadores saludables con AdnaTestBreastCancerSelect
seguido por una RT-PCR de CD45. Se llevaron a cabo las etapas de lavado con tampén PBS que contenia uno de
dichos tres polioles (sorbitol (10 % P/V), fructosa (10 % P/V), glicerol (10 % V/V)). Se utilizé tampdn PBS sin aditivo
como control y para un lavado final adicional en todas las muestras antes de la lisis celular y RT-PCR. La deteccién
de la expresion de CD45 es un indicador para la selectividad en la etapa de separacion seguida por la deteccién de
CD45 como marcador para las células leucocitarias residuales. Segun lo que se muestra en la fig. 6, todos los
polioles causaron una reduccion de CD45. El sorbitol y la fructosa causaron aproximadamente 15 % y el glicerol
aproximadamente 35 % de reduccién del trasfondo leucocitario. Obviamente, tal como se muestra con estos tres
polioles arbitrariamente seleccionados, todos los polioles son apropiados para la presente invencion.

Ejemplo 5

En este ejemplo, se determina la pureza de las células madre CD34 positivas de sangre de cordon después del
enriquecimiento inmunomagnético dependiendo de la concentracion de glicerol en el tampdn de lavado (véase la fig.
7).

Se resuspendieron las células mononucleares (MNC), 3,48 x 108 células; 91 x 108 células y 2,59 x 10® células,
obtenidas de sangre de cordon en 1 ml de tampdn PBS que contenia diversas concentraciones de glicerol (V/V), 5 %
( P/V) de manitol y 0,1 % de BSA. Después de afadir las cuentas magnética (Dynal) con anticuerpos anti-CD34
acoplados a las mismas, se incubd la suspension durante 30 minutos en agitador superior a temperatura ambiente.

Después de la incubacién, la suspension celular de las cuentas se lavd 3 veces con 1 ml de tampdén PBS que
contenia diversas concentraciones de glicerol (V/V)y 5 % (P/V) de manitol y 0,1 % ( P/V) de BSA seguido pro la lisis
de los complejos celulares de las cuentas en 200 pl de tampén de lisis (Dynal). Después del aislamiento y la
trascripcion inversa de ARNm, el ADNc resultante se analizé6 mediante PCR en cuanto la transcripciones de CD45
(para determinar los leucocitos capturados) y CD34 (para determinar las células madre enriquecidas). Se calculd una
relacion de la sefial de PCR cuantificada para determinar la pureza relativa de las células madre en relacion con la
concentracion de glicerol en el tampén de lavado.

Segun lo que se muestra en la fig. 7,los tampones de lavado PBS que contenian glicerol/manitol aumentan
significativamente la pureza de la fraccion de CD34 (fraccion de células madre) con la creciente concentracion de
glicerol en el tampon de lavado en comparacion con el tampén de lavado sin ningun poliol.

Ejemplo 6

La deteccion de EMT y marcadores de células tumorales es impedida por las altas sefales de fondo producidas por
los leucocitos contaminantes.

Para determinar el efecto del tampon AdnaWash, que contiene los polioles glicerol (23% (V/V)) y manitol (5% (P/V))
en PBS, se procesaron muestras de dadores saludables con reactivos de AdnaTestBreastCancerSelect en
conformidad con la instruccién, con y sin la adicion de este buffer. EI ADNc obtenido de estas muestras se analizé
mediante PCR en cuanto a los marcadores de EMT PI3KCA, SIP1 y Akt2 asi como en cuanto a los marcadores de
células madre tumorales ALDH1 y BMI1.

Segun lo que se muestra en la fig. 8, los polioles reducen las sefiales de leucocitos que interfieren con el analisis de
los marcadores de EMT (Akt2, PI3BKCA, SIP1) y los marcadores de células madre tumorales (BMI1, ALDH1) debido
a la eliminacion de los leucocitos capturados que es confirmada por la reduccion de la sefial de actina.

Mediante este ejemplo se demuestra que los leucocitos capturados expresan los marcadores de EMT vy células
madre y producen fuertes sefiales de fondo inaceptables. Estas sefiales podrian reducirse en forma eficaz con un
tampdon de lavado que contiene poliol, permitiendo un analisis especifico de estos marcadores en CTC. Sin
embargo, la recuperacion de CTC no se redujo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento en fase soélida para aislar y/o enriquecer células predeterminadas de una muestra que contiene
dichas células predeterminadas mediante la unién de las células predeterminadas a una superficie sdélida, en el que
los ligandos, receptores, antigenos o anticuerpos son inmobilizados en la superficie sélida, que son capaces de
unirse especificamente a las células predeterminadas y en el que la muestra entra en contacto con la superficie
sélida y después es retirada de la superficie solida en una etapa de lavado,

caracterizado porque la muestra contiene un poliol al menos durante una etapa de contacto la muestra con la
superficie solida y de lavado.

2. El procedimiento en conformidad con la reivindicacion precedente, caracterizado porque antes o durante el
contacto de la muestra con la superficie sélida, se afiade un poliol a la muestra.

3. El procedimiento en conformidad con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque se utiliza
un tampén de lavado, que contiene un poliol, para lavar la superficie sélida en la etapa de lavado después de
contactar la muestra con la superficie sélida.

4. El procedimiento en conformidad con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el poliol se
afnade a la muestra o esta contenido en el tampdn de lavado en una concentracion final (P/V o V/V) de al menos 1
%, preferentemente al menos 10%, preferentemente al menos 20 %, preferentemente al menos 30%,
preferentemente al menos 50%, preferentemente al menos 60% de poliol.

5. El procedimiento en conformidad con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque como
poliol, al menos se afiade uno de los polioles en el grupo de polioles que comprende sorbitol, sacarosa, trehalosa,
manitol, fructosa, maltit, lactitol, xilitol y glicerol a la muestra.

6. El procedimiento en conformidad con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
superficie sdlida es al menos una del grupo que comprende una superficie de gel, superficie de sefarosa, superficie
de vidrio, superficie de latex, superficie de ceramica, superficie de metal y superficie de plastico.

7. EIl procedimiento en conformidad con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
superficie solida es la superficie de cuentas magnéticas.

8. El uso de un procedimiento en conformidad con una de las reivindicaciones precedentes para el aislamiento o
enriquecimiento de células predeterminadas contenidas en una muestra.

9. El uso en conformidad con la reivindicaciéon precedente para el aislamiento o enriquecimiento de células raras de
una muestra.

10. EL uso en conformidad con la reivindicacion 8 para el aislamiento o enriquecimiento de células fetales de una
muestra de sangre periférica materna.

11. El uso en conformidad con la reivindicacion 8 para el aislamiento o enriquecimiento de células tumorales de
suspensiones celulares incluyendo al menos una del grupo que comprende sangre periférica, médula dsea, orina,
ascitis, esputo y similares de un paciente.

12. El uso en conformidad con la reivindicacion 8 para el aislamiento o enriquecimiento de células madre de una
muestra de fluido corporal y/o de una muestra tisular y/o similar de un ser humano.

13. El uso en conformidad con la reivindicaciéon 8 para el aislamiento o enriquecimiento de células madre tumorales
y/o células EMT de una muestra de fluido corporal y/o de una muestra tisular y/o similar.
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Recuperacion de 2 células MCF7 de 5 ml de sangre
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CD45 (ng/ul)

Efecto del glicerol en sangre en la captura de leucocitos
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Relacion CD34/CD45 (%)

Pureza de CD34 + células en relacién con la concentracion
de glicerol en el tampdn de lavado
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