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DESCRIPCION
Método de separacion celular por MultiSort
Campo de la invencion

La presente invencion se dirige a un proceso para la separacion de las células objetivo de una muestra mediante la
deplecion de las células no objetivo por agregacion y una primera separacion celular magnética, seguido por el
enriquecimiento de las células objetivo mediante una segunda etapa de separacion celular magnética.

Antecedentes de la invencion

Los métodos de separacion celular estdn ampliamente extendidos en los laboratorios cientificos y clinicos para la
investigacion, diagndstico o aplicaciones clinicas. La mayoria de estos métodos se limitan solamente a cantidades
pequefias de células. Para la separacion de células a partir de un ndmero amplio de células no objetivo, la separacion
celular magnética o la centrifugacion por gradiente de densidad son tecnologias establecidas.

Un procedimiento de separacion particularmente desafiante es la separacion de células a partir de sangre total, por
ejemplo, células T a partir de sangre total. Para este fin, los eritrocitos tienen que descargarse antes de aislar o purificar
las células objetivo. La eliminacién de los eritrocitos puede realizarse, por ejemplo, mediante centrifugacion por gradiente
de densidad, preparacion de muestras de células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés),
lisis de eritrocitos o la agregacion mediante, por ejemplo, anticuerpos multifuncionales, polisacaridos, polivinilpirrolidona
o polioxietileno y subsecuente centrifugacion.

Después de la eliminacion de los eritrocitos o de otras células no deseadas, deben emplearse las etapas subsiguientes
del proceso para el aislamiento de las células objetivo. Dichos métodos se conocen bien en la técnica y usan, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales con afinidad a antigenos de superficie celular, por ejemplo, como se describe en los
documentos nums. US5840502, US5648223, US5646004, US5474687, o US7316932.

El uso de anticuerpos o polimeros multifuncionales como agentes de agregacion se describe, por ejemplo, en los
documentos nums. WOO00/73794 o US7160723. La técnica descrita comprende poner en contacto una muestra que
contiene células nucleadas y gldbulos rojos con un agente de agregacion, la eliminacién de los glébulos rojos agregados
mediante centrifugacion y la purificacion posterior de las células nucleadas mediante el uso de anticuerpos que reconocen
las células deseadas, por ejemplo, mediante la separacién celular magnética. Estos métodos tienen la desventaja de
varias etapas del proceso, lo que incluye una etapa de centrifugacion laboriosa y que requiere mucho tiempo.

El documento WO 2013/076070 ensefa a depletar una pluralidad de células no objetivo mediante agregacion y separacion
celular magnética para obtener una suspension de células, las cuales no se afectan por el coctel de deplecion. Mientras
que las células obtenidas con el proceso estan "intactas", la pureza es bastante baja, porque solo se realiza un proceso
de seleccion negativa. No es posible obtener una subpoblacién pura y especifica de células objetivo con el proceso del
documento nim. WO 2013/076070.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion fue proporcionar un método rapido y simple para eliminar las células no
deseadas y separar las células objetivo especificas a partir de muestras bioldégicas como la sangre total.

Sorprendentemente, se encontré que es posible enriquecer las células objetivo mediante la incubacion de una muestra
en una etapay las etapas de separacién magnética subsecuentes sin tratamiento intermedio mediante el uso de particulas
magnéticas que tienen diametros diferentes.

Objeto de la invencion

El objeto de la invencion es un método para enriquecer las células objetivo a partir de una muestra de células,
caracterizado por al menos las etapas:

a) poner en contacto la muestra con un agente de agregacion celular y unas primeras particulas magnéticas que tienen
un contenido de hierro de 0,1 pg a 5 000 pg, acopladas a un primer resto de reconocimiento de antigeno; y unas segundas
particulas magnéticas que tienen un contenido de hierro de 0,05 fg a 100 fg y acopladas a un segundo resto de
reconocimiento de antigeno para obtener la mezcla a)

b) aplicar un primer gradiente de campo magnético a la mezcla a) lo que elimina de esta manera las células unidas al
primer resto de reconocimiento de antigeno acoplado a las primeras particulas magnéticas, para obtener una mezcla b) y
obtener un aglomerado que comprende las células de la mezcla a) unidas al agente de agregacion celular

c) aplicar un segundo gradiente de campo magnético a la mezcla b) lo que inmoviliza de esta manera las células unidas
al segundo resto de reconocimiento de antigeno acoplado a las segundas particulas magnéticas

d) recuperar las células inmovilizadas a partir del segundo gradiente de campo magnético como células objetivo.
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En una variante de la invencion, se separan de la mezcla b) el aglomerado que comprende las células de la mezcla a)
unidas al agente de agregacion celular y, debido al primer gradiente de campo magnético, las células unidas al primer
resto de reconocimiento de antigeno acoplado a las primeras particulas magnéticas.

En otras palabras, la mezcla b) consiste en una suspension de células no unidas al agente de agregacion celular y/o al
primer resto de reconocimiento de antigeno/primeras particulas magnéticas.

La mezcla b) puede separarse del aglomerado que comprende las células de la mezcla a) unidas al agente de agregacion
celular, por ejemplo, mediante filtraciéon, sedimentacion y/o centrifugacion.

La sedimentacion significa sedimentacion por gravedad a 1 x g, lo cual se produce si el contenedor que contiene la muestra
a procesar esta en un estado de reposo, es decir, sin balanceo o centrifugacion, lo que permite a las células agregadas
sedimentar en la parte inferior del contenedor. La centrifugacion se realiza, por ejemplo, de 1 a 20 x g. En otra modalidad,
la mezcla a) se pasa sobre un sistema de filtro que tiene un tamafo de malla apropiado. Preferentemente, el aglomerado
se deja reposar como sedimento en el primer gradiente de campo magnético simultdneamente con la eliminacion de las
células unidas al primer resto de reconocimiento de antigeno/las primeras particulas magnéticas y el sobrenadante se
obtiene como mezcla b).

El término "resto de reconocimiento de antigeno" se refiere a cualquier tipo de anticuerpo o fragmento de anticuerpo,
dirigido contra antigenos expresados intracelular o extracelularmente. El término se refiere a anticuerpos intactos
completamente o derivados de anticuerpos fragmentados, por ejemplo, Fab, Fab, F(a'b)2, sdAb, scFv, di-scFv que se han
sintetizado mediante procedimientos recombinantes, lo que incluye conjugados covalentes y no covalentes que contienen
este tipo de moléculas.

La Figura 1 muestra esquematicamente el método de la invencion.

Se muestra (a) la incubacion de la muestra heterogénea de células con i) un agente de agregacion de glébulos rojos; ii)
un primer tipo de particula magnética (particulas pequefias), acoplada a un primer tipo de resto de reconocimiento de
antigeno; vy iii) un segundo tipo de particula magnética (particulas grandes), acoplada a un segundo tipo de resto de
reconocimiento de antigeno.

(b) La exposicion de la mezcla a un primer gradiente de campo magnético que elimina las células unidas al primer resto
de reconocimiento de antigeno acoplado al primer tipo de particulas magnéticas. Simultaneamente, las células unidas al
agente de agregacion celular forman un sedimento de células no deseadas. El sobrenadante se colecta para obtener la
mezcla b).

(c) La exposicion de la mezcla b) mediante la colocacion de una columna MACS® en un Separador MACS a un segundo
gradiente de campo magnético inmoviliza las células objetivo unidas al segundo tipo de resto de reconocimiento de
antigeno acoplado al segundo tipo de particulas magnéticas.

(d) La recuperacion de las células objetivo inmovilizadas a partir del segundo gradiente de campo magnético

La presente invencion usa un gradiente de campo magnético generado por una fuente magnética, por ejemplo, por un
iman permanente o un electroiman. Puede usarse cualquier tipo y forma de iman dentro de la presente invencion, como
el Separador MACSxpress, el Separador MACSIMAG o el Separador QuadroMACS™ disponible comercialmente por
Miltenyi Biotec GmbH, Alemania.

El término "particulas magnéticas" se refiere a fases solidas ferromagnéticas, superparamagnéticas o paramagnéticas,
tales como particulas coloidales, microesferas, nanoparticulas o perlas. Las particulas pueden usarse en suspension o
en estado liofilizado.

La magnetizacion de una particula magnética esta en dependencia del contenido de éxidos de hierro magnéticos
(magnetita, maghemita) dentro de dichas particulas. Una diferencia en el contenido de hierro por un factor de 1 000 o
mayor permite la separacion de las primeras particulas magnéticas que tienen un contenido de hierro alto mediante
gradientes de campo magnético bajos a partir de las segundas particulas magnéticas que tienen un contenido de hierro
bajo, las cuales solo se afectan por gradientes de campo magnético altos.

Las primeras particulas magnéticas contienen preferentemente 0,5 pg a 500 pg, con mayor preferencia 1 pg a 50 pg de
hierro por particula. Como primeras particulas magnéticas, pueden usarse las particulas MACSiBead, las cuales pueden
retenerse, por ejemplo, mediante imanes estandar, como el Separador MACSIMAG (Miltenyi Biotec). Como ejemplo, las
particulas MACSiBeads, las cuales tienen un diametro de 3,5 ym, contienen entre 3 % y 10 % p/p de hierro en peso seco.

Las segundas particulas magnéticas contienen preferentemente 0,1 fg a 50 fg, con mayor preferencia 0,1 fg a 10 fg de
hierro por particula. Como segundas particulas magnéticas, pueden usarse particulas MicroBead, las cuales pueden
retenerse, por ejemplo, mediante imanes estandar en combinacion con columnas de separaciones magnéticas, como el
Separador QuadroMACS™ en combinacion con columnas LS que pueden obtenerse de Miltenyi Biotec. Las particulas
MicroBead para el uso pueden tener un diametro de particula de 50 a 100 nm que contiene entre 30 a 60 % p/p de hierro
€n peso Sseco.
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Las primeras y segundas particulas magnéticas usadas en la presente invencion pueden ademas, o como alternativa al
contenido de hierro, caracterizarse por su diametro. Las primeras particulas magnéticas muestran un diametro medio de
1 - 5 ym, preferentemente de 2,5 a 3,5 ym. En una modalidad preferida de la invencion, el tamafio de las primeras
particulas magnéticas deberia ser lo mas monodisperso posible, por ejemplo, con un coeficiente de variacion ("cv") del
diametro de menos del 15 %, preferentemente de menos del 10 %. Las segundas particulas magnéticas pueden tener un
diametro medio de 10 - 250 nm, preferentemente de 30 - 150 nm con un cv del diametro, por ejemplo, de menos del 60
%, preferentemente de menos del 30 %.

El término "muestra de células" se refiere a suspensiones o mezclas de células que tienen fenotipos o subpoblaciones
diferentes en cantidades diferentes, por ejemplo, células, las cuales son comunes en la sangre total, sangre periférica,
leucaféresis, capa leucoplaquetaria, sangre del cordon umbilical y la médula 6sea. Dichas muestras de células incluyen,
por ejemplo, eritrocitos, plaquetas y leucocitos, por ejemplo células T, células T reguladoras, células B, células NK, células
dendriticas, monocitos, granulocitos y/o células madre hematopoyéticas.

El término "agente de agregacion celular" se refiere a cualquier compuesto conocido en la técnica, el cual desencadena
la agregacion celular, por ejemplo, de eritrocitos dentro de la muestra de células. Por ejemplo, los eritrocitos pueden
agregarse a partir de la sangre total y mediante determinados reactivos para formar un sedimento para poder eliminar el
sobrenadante. Por ejemplo, el contacto de la sangre total con el agente de agregacion celular desencadena la formacion
de agregados de eritrocitos y de algunas plaquetas, es decir, trombocitos, lo cual resulta en la sedimentacion de estas
poblaciones de células no deseadas. El proceso de sedimentacion se potencia ademas mediante las primeras particulas
magnéticas.

Los agentes de agregacion celular usados en la presente invencion son preferentemente proteinas como fibrinégeno e
inmunoglobulinas o polimeros que contienen grupos hidroxilo como dextrano, hidroxietil almidon, polivinilpirrolidona (PVP),
metilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

En el método de acuerdo con la invencion, el segundo gradiente de campo magnético puede ser mas alto que el primer
gradiente de campo magnético o la fuerza magnética debe incrementarse. Esto puede lograrse ya sea mediante la
aplicacion de un segundo campo magnético mas alto o el uso de las segundas particulas magnéticas que tienen un
contenido mayor de material magnético que las primeras particulas magnéticas.

Mediante la aplicacion del primer gradiente magnético, esencialmente todas las células (es decir, 85 - 99 %) unidas a las
primeras particulas magnéticas se retienen en el iman, mientras que esencialmente todas las células (es decir, 85 - 99 %)
unidas a las segundas particulas magnéticas mucho mas pequefias permanecen en la mezcla b).

El primer y segundo gradiente de campo magnético se aplica preferentemente al someter la mezcla b) y la mezcla c) en
medios de separacion ferromagnéticos en el primer y segundo campo magnético. Dichos medios de separacion
ferromagnética se conocen en la técnica de la separacion celular magnética y son, por ejemplo, tubos rellenados con
materiales magnéticos, como particulas, malla y fibras no tejidas. Es posible ajustar el segundo gradiente de campo
magnético tan alto como el primer gradiente de campo magnético mediante el uso de medios de separacion
ferromagnética diferentes en el mismo campo magnético.

Las primeras y segundas particulas magnéticas se acoplan a al menos un resto de reconocimiento de antigeno, el cual
se une a al menos un antigeno en las células no objetivo y las células objetivo, respectivamente. Los restos de
reconocimiento de antigeno pueden ser mono- y/o multiespecificos. Preferentemente, las primeras y/o las segundas
particulas magnéticas se acoplan a una pluralidad de primeros restos de reconocimiento de antigeno diferentes. Es posible
acoplar las particulas magnéticas usadas en la presente invencién a una o mas, como 2, 3, 4, 6, 8, 10 o 12 restos de
reconocimiento de antigeno diferentes.

En una modalidad de la presente invencion, el agente de agregacion celular es HPMC-15 y la especificidad de las
particulas se define por los restos de reconocimiento de antigeno respectivos. El primer y/o el segundo resto de
reconocimiento de antigeno pueden seleccionarse a partir de anticuerpos dirigidos contra determinados marcadores de
la superficie celular, lo que incluye, por ejemplo, CD1c, CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19,
CD23, CD25, CD27, CD34, CD36, CD38, CD43, CD45, CD45R0O, CD45RA, CD56, CD61, CD123, CD127, CD133,
CD193, CD235a, CD335, CD304, anti Fc_epsilon, anti receptor de células T alfa/beta, anti receptor de células T
gamma/delta, anti biotina, anti IgE, anti HLA-DR, y sus combinaciones.

Como segunda particula magnética para el enriquecimiento de las células objetivo, se usan particulas conjugadas con
anticuerpos, por ejemplo, con anticuerpos anti-CD8, anti-CD25 o anti-CD34. En consecuencia, en la etapa d), las células
presentadoras de antigenos para estos anticuerpos pueden recuperarse como células objetivo.

Después de eliminar las células unidas al agente de agregacion celular y las células unidas al primer resto de
reconocimiento de antigeno acoplado a las primeras particulas magnéticas, se obtiene una mezcla o suspension celular
b), la cual esta libre sustancialmente de las primeras particulas y depletada de la mayoria de las células que son no
deseadas.
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En la etapa c), se aplica un segundo gradiente magnético a la mezcla b) obtenida de esta manera. Por el contrario al
primer gradiente magnético, el segundo gradiente magnético retiene las células unidas a las segundas particulas
magnéticas mucho mas pequefias y, de esta manera, separa las células objetivo de las células no deseadas.

La etapa d) del proceso de la invencion se lleva a cabo preferentemente mediante la eliminacion de las células
inmovilizadas, por ejemplo, mediante la eliminacion de los medios de separacion ferromagnéticos a partir del gradiente
magnético y la elucion de las células a partir de los medios de separacion ferromagnéticos con solucion tampén.

Es un objeto adicional de la invencién proporcionar composiciones para aislar, enriquecer y/o recuperar células
terapéuticamente, diagnosticamente o cientificamente valiosas a partir de una muestra de células, como sangre periférica,
sangre del cordén umbilical y/o médula 6sea.

La composicion de acuerdo con la invencion comprende un agente de agregacion celular; primeras particulas magnéticas
que tienen un diametro medio de 1 - 5 ym, acopladas a un primer resto de reconocimiento de antigeno; y segundas
particulas magnéticas que tienen un diametro medio de 10 - 250 nm y acopladas a un segundo resto de reconocimiento
de antigeno.

Los componentes de separacién celular mencionados son adecuados para suministrarse como un kit. Cada kit contiene
los componentes necesarios para realizar la separacion de las células deseadas a partir de una muestra que contiene
células con el método descrito en la presente descripcion.

Los componentes esenciales del kit son los reactivos de agregacion celular y las primeras y segundas particulas
magnéticas como se menciona en la presente descripcion. Las particulas pueden estar disponibles en el kit en, por
ejemplo, liquidos, tampones o en forma liofilizada y pueden usarse para el aislamiento de células T reguladoras, células
NK positivas para CD8 y/o células madre hematopoyéticas.

Medicion del contenido de hierro

La determinacion del contenido de hierro del material seco puede realizarse mediante la degradacion del éxido de hierro
con acido, por ejemplo, acido fosforico, y la cuantificacion de los iones de hierro disueltos mediante medios analiticos,
tales como la determinacion fotométrica de complejos coloreados, por ejemplo, con el Merck Spectroquant Test Kit para
pruebas de hierro. Los recuentos de particulas de las suspensiones de perlas pueden determinarse mediante contadores
de particulas o microscopicamente con una camara de Neubauer. La concentracion de masa en la misma suspension de
perlas puede determinarse mediante la transferencia del material de perlas de un volumen definido de suspensién de
perlas a agua mediante lavado, la eliminacion de dicha agua mediante secado y el pesaje del residuo solido. El contenido
de hierro de una particula puede calcularse al conocer el recuento de particulas de una suspensién de perlas con una
concentracion de masa conocida de material de perlas secas y el contenido de hierro conocido de dicho material de perlas
secas. Por ejemplo, las MACSiBead con 44,5 mg por ml de peso seco de perlas, 1,36 x 10%particulas por mgy un contenido
de hierro de 4,61 % p/p en el material de perla seca contienen 1,51 pg de hierro por particula.

El recuento de particulas no se obtiene directamente, pero se estima mediante el calculo del peso de una sola particula
al asumir una forma esférica y mediante el uso del diametro hidrodinamico obtenido mediante mediciones de DLS y la
densidad de particulas de 2,5 mg/ml, de acuerdo con Aaron B. Kantor, lan Gibbons, Stefan Miltenyi y Jirgen Schmitz en
"Cell Separation Methods and Applications”, Ed. Diether Recktenwald, Andreas Radbruch, Marcel Dekker, Nueva York,
1998, p. 153 - 171.). Por ejemplo, las MicroBead que tienen un tamafio de 100 nm, un peso seco de 10 mg por ml y un
contenido de hierro del 40 % p/p en el material de perla seca contienen 0,53 fg de hierro por particula.

Ejemplos

Las perlas magnéticas se fabricaron con parametros de proceso diferentes que dieron como resultado un tamafo diferente
de las particulas. El tamafio de particula se caracterizé mediante los instrumentos Beckman Coulter Delsa Nano y Coulter
Counter Z2. En los ejemplos, las primeras particulas magnéticas se denominan como "particulas magnéticas grandes" y
las segundas particulas magnéticas se denominan como "particulas magnéticas pequefas". Las particulas magnéticas
grandes estan disponibles comercialmente de Miltenyi Biotec GmbH como, por ejemplo, "MACSiBead anti biotina". Las
particulas magnéticas pequefias estan disponibles comercialmente en Miltenyi Biotec GmbH como, por ejemplo,
"MicroBead CD25".

Ejemplo 1: aislamiento de células T reguladoras

Las particulas magnéticas grandes se conjugaron a anticuerpos que reconocen CD8, CD14, CD15, CD19, CD123 y
CD127. Las particulas magnéticas pequefias se conjugaron a anticuerpos que reconocen CD25. Los conjugados de
anticuerpos a perlas se titularon en sangre total humana y se determiné la concentracion 6ptima.

Los conjugados de anticuerpos a perlas magnéticas se combinaron, lo que incluye 15 ml de HPMC al 0,75 % de solucion
madre de HPMC15 a un coctel en las cantidades determinadas previamente. El coctel se proporcioné a 30 ml de sangre
total humana, se mezcld, se incubd durante 10 minutos en un rotador de tubos MACSmIixTM (Miltenyi Biotec GmbH) y se
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colocé en un separador MACSxpress® (Miltenyi Biotec GmbH) durante 15 minutos. El sobrenadante se proceso después
directamente con la tecnologia MACS mediante el uso de una columna LS y un separador QuadroMACS™ (Miltenyi Biotec
GmbH). Las células no deseadas pasan a través de la columna. Las células marcadas magnéticamente se expulsarian
mediante una presion firme del émbolo dentro de la columna. Las células T reguladoras aisladas se analizarian en un
citdmetro de flujo MACSquant Analyzer (Miltenyi Biotec) mediante el uso de una combinacion de anticuerpos conjugados
con fluorocromo.

La Figura 2 muestra que, de acuerdo con el ejemplo 1, las células T reguladoras pueden enriquecerse muy rapido, en un
lapso de 45 minutos, con una pureza de aproximadamente el 91 % mediante el uso de la estrategia de marcaje combinada
de la invencion.

Ejemplo 2: aislamiento de células madre hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés)

Las particulas magnéticas grandes se conjugaron a anticuerpos que reconocen CD61 y las particulas magnéticas
pequefias se conjugaron a anticuerpos que reconocen CD34. Los conjugados de anticuerpos a perlas se titularon en
sangre total humana y se determiné la concentracion optima. Los conjugados de anticuerpos a perlas magnéticas se
combinaron, lo que incluye 4 ml de HPMC al 0,75 % de solucion madre de HPMC15 en un cdctel en las cantidades
determinadas previamente. El cdctel se proporcioné a 8 ml de sangre total humana, se mezclo, se incubd durante 10
minutos en un rotador de tubos MACSmixTM (Miltenyi Biotec GmbH) y se coloco en un separador MACSxpress® (Miltenyi
Biotec GmbH) durante 15 minutos. El sobrenadante se procesd después directamente con la tecnologia MACS mediante
el uso de una columna LS y un separador QuadroMACS™ (Miltenyi Biotec GmbH) seguido de una segunda columna MS.
Las células no deseadas pasan a través de la columna. Las células marcadas magnéticamente se expulsarian mediante
una presion firme del émbolo dentro de la columna. Las HSC aisladas se analizarian en un citdmetro de flujo MACSquant
Analyzer (Miltenyi Biotec) mediante el uso de una combinacion de anticuerpos conjugados con fluorocromo.

La Figura 3 muestra que, de acuerdo con el ejemplo 2, las HSC podrian enriquecerse muy rapidamente a partir de la
sangre total, en un lapso de 50 minutos, con una pureza de aproximadamente el 67 % mediante el uso de una estrategia
de marcaje combinada de la invencion.

Ejemplo Comparativo 1: Aislamiento de células T reguladoras sin reactivo de agregacion de eritrocitos

Las particulas magnéticas grandes se conjugaron a anticuerpos que reconocen CD8, CD14, CD15, CD19y las particulas
magnéticas pequefias se conjugaron a anticuerpos que reconocen CD25.
Los conjugados de anticuerpos a perlas se titularon en sangre total humana y se determiné la concentracion 6ptima.

Los conjugados de anticuerpos a perlas magnéticas se combinaron con y sin 4 ml de HPMC al 0,75 % de solucion madre
de HPMC15 a un céctel a las cantidades determinadas previamente con un volumen final de 4,5 ml. El céctel se
proporcioné a 8 ml de sangre total humana, se mezcld, se incubé durante 10 minutos en un rotador de tubos MACSmixTM
(Miltenyi Biotec GmbH) y se colocé en un separador MACSxpress® (Miltenyi Biotec GmbH) durante 15 minutos. El
sobrenadante se procesé después directamente con la tecnologia MACS mediante el uso de una columna LS y un
separador QuadroMACS™ (Miltenyi Biotec GmbH). Las células no deseadas pasan a través de la columna. Las células
marcadas magnéticamente se expulsarian mediante una presion firme del émbolo dentro de la columna. Las células T
reguladoras aisladas se analizarian en un citometro de flujo MACSquant Analyzer (Miltenyi Biotec) mediante el uso de
una combinacién de anticuerpos conjugados con fluorocromo.

La Figura 4 muestra que de acuerdo con el ejemplo comparativo 1 (sin HPMC15); las células T reguladoras se obtienen
con una pureza y un rendimiento del 42 % y 6,9E+04 respectivamente. El aislado. FIG 3

Mediante la repeticion del ejemplo comparativo 1 con HPMC15, las células T reguladoras podrian lograrse con una pureza
del 90 % y un rendimiento de 2.1E+05.

Ejemplo comparativo 2: Aislamiento de células NK positivas para CD8 con tamafio de particula diferente de particulas
magnéticas grandes - marcaje magnético sucesivo

Las particulas magnéticas grandes, con 3 pm y 300 nm se separaron conjugadas a anticuerpos que reconocen CD3, CD4,
CD14, CD15, CD19, CD36, CD61, CD123, CD193, IgE y TCRab. Las particulas magnéticas pequefias se conjugaron a
anticuerpos que reconocen CD8. Los conjugados de anticuerpos a perlas se titularon en sangre total humana y se
determiné la concentracién 6ptima.

Los conjugados de anticuerpos a perlas magnéticas grandes se combinaron en un cdctel en las cantidades determinadas
previamente. El coctel se incubd con 8 ml de sangre total humana en combinacion con 4 ml de soluciéon madre de HPMC
15 al 0,75 %. La mezcla se mezcl6 e incubd durante 10 minutos en un rotador de tubos MACSmix™ (Miltenyi Biotec
GmbH) y se colocé en un separador MACSxpress® (Miltenyi Biotec GmbH) durante 15 minutos. Después, el sobrenadante
se elimina de los agregados mediante pipeteo hacia un nuevo tubo.
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Las particulas magnéticas pequefias se proporcionaron a las células NK aisladas, se mezclaron y se incubaron durante
10 minutos. Las células se procesaron con tecnologia MACS mediante el uso de una columna MS y un separador
OctoMACS™ (Miltenyi Biotec GmbH). Las células no deseadas pasan a través de la columna. Las células marcadas
magnéticamente se expulsarian mediante una presion firme del émbolo dentro de la columna. Las células NK positivas
para CD8 aisladas se analizarian en un citémetro de flujo MACSquant Analyzer (Miltenyi Biotec) mediante el uso de una
combinacion de anticuerpos conjugados con fluorocromo.

Las células NK positivas para CD8 podrian lograrse con una alta pureza de aproximadamente el 93 % mediante el uso
de particulas magnéticas grandes con un diametro de 3 um. La pureza fue menor (73 %), cuando se usaron particulas de
300 nm.

La figura 5 muestra células NK positivas para CD8 aisladas directamente a partir de sangre total sin ningun
enriquecimiento previo no magnético. Mediante el uso de particulas magnéticas grandes con un diametro de 300 nm, la
fraccion positiva muestra un 27 % de células no deseadas debido a las particulas magnéticas grandes marcadas a células
diferentes de NK que no pudieron retenerse durante el primer enriqguecimiento magnético. Las particulas magnéticas
grandes con un diametro de 3 ym marcadas a células diferentes de NK podrian permanecer casi completas durante la
primera etapa magnética.

Por lo tanto, puede alcanzarse una pureza mas alta significativamente de células NK positivas para CD8 después de la
segunda etapa de aislamiento mediante el uso de particulas magnéticas grandes con un diametro de 3 pm.

Ejemplo comparativo 3: Aislamiento de células NK positivas para CD8 con tamafio de particula diferente de particulas
magnéticas grandes - marcaje magnético simultaneo

Las particulas magnéticas grandes, con 3 pm y 300 nm se separaron conjugadas a anticuerpos que reconocen CD3, CD4,
CD14, CD15, CD19, CD36, CD61, CD123, CD193, IgE y TCRab. Las particulas magnéticas pequefias se conjugaron a
anticuerpos que reconocen CD8. Los conjugados de anticuerpos a perlas se titularon en sangre total humana y se
determiné la concentracién 6ptima.

Los conjugados de anticuerpos a perlas magnéticas grandes y pequefias se combinaron en un céctel en las cantidades
determinadas previamente. El céctel se incubé con 4 ml de sangre total humana en combinaciéon con 2 ml de solucion
madre de HPMC 15 al 0,75 %. La mezcla se mezclé e incubd durante 10 minutos en un rotador de tubos MACSmix™
(Miltenyi Biotec GmbH) y se coloc6 en un separador MACSxpress® (Miltenyi Biotec GmbH) durante 15 minutos.
Posteriormente, el sobrenadante se proces6 directamente con la tecnologia MACS mediante el uso de una columna LSy
un separador QuadroMACS™ (Miltenyi Biotec GmbH). Las células no deseadas pasan a través de la columna. Las células
marcadas magnéticamente se expulsarian mediante una presion firme del émbolo dentro de la columna.

Las células NK positivas para CD8 podrian lograrse con una pureza de alrededor del 80 % mediante el uso de particulas
magnéticas grandes con un didametro de 3 um. La pureza fue menor (6,7 %), cuando se usaron particulas de 300 nm.

La Figura 6 muestra células NK positivas para CD8 aisladas directamente de sangre total sin ninglin enriquecimiento
previo. Mediante el uso de particulas magnéticas grandes con un diametro de 300 nm, la fraccion positiva muestra un 93
% de células no deseadas debido a las particulas magnéticas grandes marcadas con células diferentes de NK que no
pudieron retenerse durante el primer enriquecimiento magnético. Las particulas magnéticas grandes con un diametro de
3 pym marcadas a células diferentes de NK podrian permanecer casi completas durante la primera etapa magnética.

Por lo tanto, puede alcanzarse una pureza obviamente mayor de células NK positivas para CD8 después de la segunda
etapa de aislamiento mediante el uso de particulas magnéticas grandes con un diametro de 3 pm.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

Un método para enriquecer células objetivo a partir de una muestra de células caracterizado por:

a) poner en contacto la muestra con un agente de agregacion celular y primeras particulas magnéticas que tienen
un contenido de hierro de 0,1 pg a 5 000 pg y un diametro medio de 2,5 a 3,5 ym, acopladas a un primer resto de
reconocimiento de antigeno; y segundas particulas magnéticas que tienen un contenido de hierro de 0,05 fga 100
fg y un diametro medio de 10 a 250 nm y acopladas a un segundo resto de reconocimiento de antigeno para
obtener la mezcla a)

b) aplicar un primer gradiente de campo magnético a la mezcla a) lo que elimina de esta manera las células unidas
al primer resto de reconocimiento de antigeno acoplado a las primeras particulas magnéticas, para obtener una
mezcla b) y obtener un aglomerado que comprende las células de la mezcla a) unidas al agente de agregacion
celular

c) aplicar un segundo gradiente de campo magnético a la mezcla b) lo que inmoviliza de esta manera las células
unidas al segundo resto de reconocimiento de antigeno acoplado a las segundas particulas magnéticas

d) recuperar las células inmovilizadas a partir del segundo gradiente de campo magnético como células objetivo.

Método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el aglomerado que comprende las células de
la mezcla a) unidas al agente de agregacion celular se separa de la mezcla b).

Método de conformidad con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque el segundo gradiente de campo
magnético es mayor que el primer gradiente de campo magnético.

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el primer y segundo
gradiente de campo magnético se aplica al someter la mezcla b) y la mezcla c) en medios de separacion
ferromagnéticos en el primer y segundo campo magnético.

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque las primeras particulas
magnéticas tienen un cv del diametro de menos del 15 %.

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el reactivo de
agregacion celular se selecciona del grupo que consiste en proteinas como fibrinégeno e inmunoglobulinas,
dextrano, hidroxietil almidén, polivinilpirrolidona (PVP), metilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque las primeras particulas
magnéticas se acoplan a una pluralidad de primeros restos de reconocimiento de antigeno diferentes.

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque las segundas particulas
magnéticas se acoplan a una pluralidad de segundos restos de reconocimiento de antigeno diferentes.

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque los restos de
reconocimiento de antigenos primero y/o segundo son anticuerpos contra antigenos seleccionados del grupo CD3,
CD4, CD8, CD14, CD15, CD19, CD34, CD36, CD61, CD123, CD193, CD235a, anti-IgE y anti-TCRab

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la muestra de células es una
muestra de sangre total, capa leucoplaquetaria o sangre periférica.

Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque el agente de
agregacion celular agrega eritrocitos.
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