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ES 2355587 T3

DESCRIPCION
METODO Y KIT PARA EL AISLAMIENTO RAPIDO DE CELULAS Foxp3+ Treg HUMANAS

La presente invencion se refiere a métodos para aislar células T reguladoras CD4+CD25+ de la caja de
cabeza de tenedor (forkhead box) P3 (Foxp3+) humanas (denominadas aqui como células Foxp3+ Treg) a partir de una
muestra que contiene células mononucleares de sangre periférica (PBMC), a un kit para aislar células Foxp3+ Treg
humanas, y al uso de anticuerpo anti-CD49d y anticuerpo anti-CD127 para el aislamiento de células Foxp3+ Treg
humanas.

Antecedentes de la Técnica

Las células T reguladoras, o “Treg” son fundamentales para controlar diversas respuestas inmunitarias, por
cuanto las Treg suprimen rapidamente la actividad de otras células inmunitarias. En particular, las Treg son cruciales
para mantener la tolerancia disminuyendo respuestas inmunitarias indeseadas frente a antigenos propios y no propios
(véanse, por ejemplo, Fontenot, J. D. y Rudensky, A. Y. Nat Immunol 6, 331-7 (2005); Sakaguchi, S., Annu Rev Immunol
22, 531-62 (2004)). Por ejemplo, se han descubierto defectos de Treg en pacientes con esclerosis mdultiple (EM),
diabetes tipo | (T1D), psoriasis, miastenia grave (MG) y otras enfermedades autoinmunitarias (Baecher-Allan, C. y
Hafler, D. A., Immunol Rev 212, 203-16 (2006)). También existen relaciones similares para atopia y enfermedades
alérgicas (Robinson, D. S., Larche, M. y Durham, S. R., J Clin Invest 114, 1389-97 (2004)). Para todas estas
enfermedades existen informes que apuntan a una supresion inmunitaria in vitro reducida de las células Treg de los
pacientes. Esto ha conducido a un creciente interés en la posibilidad de usar las Treg en inmunoterapia para tratar o
prevenir infecciones crénicas, enfermedades autoinmunitarias, alergias y complicaciones relacionadas con transplantes,
tales como el rechazo de injertos o la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) (para un repaso, véase Roncarolo,
M. G. y Battaglia, M., Nat Rev Immunol 7, 585-98 (2007)).

El marcador caracteristico de las Treg es Foxp3. Se conocen métodos para el aislamiento de células Foxp3
Treg humanas. Por ejemplo, Hoffmann, P. et al. Biol Blood Marrow Transplant 12, 267-74 (2006) describen el
aislamiento de células T CD4+CD25+ con funcién reguladora a partir de productos de leucaféresis estandar usando un
protocolo de separacion celular magnética de dos etapas. Los productos celulares generados contenian de media
49,5% de células Foxp3+ Treg. También, existen kits comerciales, por ejemplo el kit CD4+CD25+ Regulatory T Cell
Isolation Kit de Miltenyi Biotec, o el kit Dynal® CD4+CD25+ Treg Kit de Invitrogen.

Todos los métodos descritos hasta ahora para el aislamiento de células Foxp3+ Treg humanas emplean la
seleccién positiva de células Foxp3+ Treg basandose en marcadores de la superficie celular de las Treg (véase, por
ejemplo, Seddiki, N. et al., J Exp Med 203, 1693-700 (2006)). Esto es, las células Foxp3+ Treg se aislan usando
anticuerpos para marcadores de la superficie celular asociados a Treg, principalmente CD25. Sin embargo, la mayoria
de los marcadores de la superficie celular de las Treg, tales como CD4, CD25 y Foxp3, no estan restringidos a las Treg.
Por ejemplo, el CD25 empleado habitualmente también es expresado por células T CD4+ efectoras y de memoria
(véase, por ejemplo, Baecher-Allan, C., Brown, J. A., Freeman, G. J. y Hafler, D. A., J Immunol 167, 1245-53 (2001)). En
consecuencia, estos métodos de seleccion positiva no permiten el aislamiento de una poblacion uniforme que dé cuenta
de la mayoria de las células Foxp3+ Treg como se esquematiza anteriormente; Hoffmann, P. et al. obtuvieron de media
49,5% de células Foxp3+ Treg.

También, la aplicacion en terapia celular de células Foxp3+ Treg, que se han aislado mediante seleccion
positiva basandose en marcadores de superficie celular de las Treg, plantea varios problemas. En primer lugar, el
aislamiento de células Foxp3+ Treg basado en marcadores de superficie celular, por ejemplo CD25, conduce a
contaminaciones mas o menos importantes de la poblacion de células Foxp3+ Treg con otras células, por ejemplo
células efectoras CD4+ que representan la diana principal de la supresién por Treg. En consecuencia, existe un riesgo
elevado si tales células Foxp3+ Treg seleccionadas positivamente se aplicasen en terapia celular, puesto que puede
conducir a la activaciéon potencialmente mortal del sistema inmunitario del paciente tratado. Tal respuesta inmunitaria
mortal se documento recientemente en el fracaso de los ensayos “Tegenero” (Suntharalingam, G. et al., N Engl J Med
355, 1018-28 (2006)). En segundo lugar las células Foxp3+ Treg seleccionadas positivamente que han sido marcadas
mediante un anticuerpo pueden exhibir funcién deteriorada. Puesto que las células marcadas mediante un anticuerpo
estan potencialmente preactivadas, pueden sufrir depleciéon mediada por el complemento o por las células, o pueden
mostrar patrones de ecotaxia y migracion alterados. En consecuencia, las células Foxp3+ Treg seleccionadas como
dianas por anticuerpos durante su aislamiento son indeseables no s6lo por razones de seguridad.

Como se explica, los métodos y kits descritos anteriormente muestran desventajas importantes con respecto
al aislamiento de células Foxp3+ Treg. Adicionalmente, hasta ahora no existe ningin método que permita acceder a las
células Foxp3+ Treg mediante seleccion negativa, es decir, dejando las células Foxp3+ Treg sin
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marcadores/anticuerpos. Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion proporcionar un método que evite las
desventajas mencionadas anteriormente de la técnica anterior. Adicionalmente, es un objeto adicional de la presente
invencién proporcionar un kit para el aislamiento de células Foxp3+ Treg.

Descripcion de lainvencion

La presente invencion se basa en los resultados acerca de la correlacion de marcadores de la superficie
celular especificos de células Foxp3+ Treg y marcadores de la superficie celular de células T CD4+ no reguladoras. En
particular, se examinaron los marcadores de la superficie celular CD127 y CD49d. Durante los experimentos en el
contexto de la presente invencién, se pudo demostrar que los marcadores de superficie CD127 y CD49d estan ausentes
en la mayoria de las células Foxp3+ Treg. En el contexto de la presente invencion, se pudo demostrar que las células
Foxp3+ Treg humanas sin tocar se pueden aislar con gran pureza en una Unica etapa de deplecion, mediante el uso
combinado de anticuerpos dirigidos contra CD127 y CD49d, por ejemplo una pureza de >90% (es decir, las células
Foxp3+ Treg constituyen mas del 90% de las células en el producto celular aislado). Adicionalmente, la actividad
supresora de las células Foxp3+ Treg aisladas se confirmdé mediante experimentos en el contexto de la presente
invencién. Las células Foxp3+ Treg aisladas inhibieron fuertemente reacciones mixtas de linfocitos (MLR) in vitro, y
evitaron el ataque mortal de PBMC humana transferida in vivo en un modelo de GvHD basado en ratones Rag2-/- yc-/-.

En un primer aspecto de la presente invencién, uno de sus objetos se resuelve mediante un método para
aislar células Foxp3+ Treg humanas a partir de una muestra que contiene células mononucleares de sangre periférica, o
“PBMC”, comprendiendo el método las etapas de:

(a) tratar la muestra con un anticuerpo anti-CD127 y un anticuerpo anti-CD49d,;
(b) separar las células Foxp3+ Treg.

La expresion “tratar la muestra”, como se usa en la presente invencion, debe implicar especialmente que las
células contenidas en la muestra se ponen en contacto fisico directo con los anticuerpos de una manera tal que los
anticuerpos pueden interaccionar con las células seleccionadas como dianas. En otras palabras, en el método segun la
presente invencion, las células mononucleares de sangre periférica PBMC se ponen en contacto con un anticuerpo anti-
CD127 y un anticuerpo anti-CD49d, y las células Foxp3+ Treg se separan.

El término “separar”’, como se usa en la presente invencion, se refiere a la retirada por medios fisicos de un
tipo celular, por ejemplo células Foxp3+ Treg, a partir de otros tipos celulares, por ejemplo células efectoras CD4+, o de
todas las células T CD4+ no reguladoras a partir de las células Foxp3+ Treg. Para una descripcion mas detallada de las
técnicas de separacion, refiérase a P.T. Sharpe, Methods of Cell Separation, Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, Vol. 18, ELSEVIER (1988), y D. Fisher, G. E. Francis, D. Rickwood (Eds.), Cell Separation: A
Practical Approach, Oxford University Press (1999).

Como se ha resumido anteriormente y en otros términos, la invencion resuelve el problema técnico citado
mediante un método simple, muy fiable y reproducible para el aislamiento de células Foxp3+ Treg. En particular, como
se menciona anteriormente, los métodos de la técnica anterior se basan en marcadores de la superficie celular de
células Foxp3+ Treg. Sin embargo, como se explico, dichos métodos sélo permiten el aislamiento de células Foxp3+
Treg que estaban marcadas, a saber, marcadas con un anticuerpo dirigido contra uno de los marcadores de la
superficie celular de las células Foxp3+ Treg. Ademas, dichos métodos requieren al menos dos etapas de aislamiento:
(i) deplecion de las células no CD4; (ii) aislamiento de las células CD25+. En contraste con esto, el método de la
presente invencidn permite en primer lugar el aislamiento de células Foxp3+ Treg dejando a dichas células Foxp3+ Treg
libres de marcadores, o “sin tocar’. Adicionalmente, las células Foxp3+ Treg se pueden aislar en una sola etapa. De
este modo, el aislamiento de las células Foxp3+ Treg usando el método segun la presente invencion es mas rapido,
mas facil y, por encima de todo, més eficaz con respecto al aislamiento de una poblacion uniforme que da cuenta de la
mayoria de las células Foxp3+ Treg contenidas en la muestra. Finalmente, el método de la presente invencion se puede
automatizar, aumentando por lo tanto adicionalmente la facil aplicabilidad del método.

El resultado mas alentador obtenido segun la presente invencién fue el hallazgo de que las células Foxp3+
Treg sin tocar se pueden obtener con pureza elevada mediante el uso combinado, es decir, secuencial o simultaneo, de
un anticuerpo anti-CD49d y un anticuerpo anti-CD127, que seleccionan como dianas a dos marcadores de la superficie
celular, a saber, CD127 y CD49d, correlacionados de forma inversa con la expresion de Foxp3, en el método segun la
presente invencion. Las células Foxp3+ Treg aisladas, obtenidas mediante el método segin la presente invencion, son
completamente funcionales, demostrado por su capacidad para inhibir reacciones linfocitarias mixtas in vitro y para
prevenir respuestas letales de xeno-GvHD in vivo. Hasta ahora, la contaminacién de células Foxp3+ Treg aisladas con
células CD4+ no reguladoras, por ejemplo células CD4+ efectoras y de memoria, era el principal inconveniente en el
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método de aislamiento de células Foxp3+ Treg. Hay una considerable cantidad de CD4+ no reguladoras en las
poblaciones de células Foxp3+ Treg aisladas mediante seleccion positiva basada en marcadores de la superficie celular
de las Treg. Por ejemplo, en las poblaciones de células Foxp3+ Treg aisladas por Hoffmann, P. et al. Biol Blood Marrow
Transplant 12, 267-74 (2006) usando seleccion positiva, de media mas del 50% de las células en estas poblaciones
eran células CD4+ no reguladoras. Naturalmente, tales cantidades considerables de células CD4+ no reguladoras
indeseadas impiden el uso de tales poblaciones de células Foxp3+ Treg, por ejemplo en inmunoterapia como se
menciona anteriormente.

Preferiblemente, en el método de la presente invencion, las etapas (a) y (b) se pueden llevar a cabo
simultaneamente.

La ventaja de llevar a cabo las etapas (a) y (b) simultdneamente reside en que el aislamiento de células
Foxp3+ Treg es menos laborioso, es simple, rapido y también mas barato.

Ademas, en el método segun la presente invencién, la etapa (a) puede comprender adicionalmente la
separacion de células T no CD4+ a partir de las PBMC.

La ventaja de separar adicionalmente células T no CD4+ a partir de las PBMC se basa en que las células T
CD4+ no reguladoras se eliminan con una mayor eficiencia, y, como resultado, la pureza del producto celular obtenido
es mayor.

En el método segun la presente invencion, las células T no CD4+ se pueden separar de las PBMC mediante
seleccion negativa usando un anticuerpo anti-CD4+.

La expresion “seleccion negativa”, como se usa en la presente invencion, significa que las células indeseadas
son eliminadas del repertorio de células mediante el marcaje/captura de dichas células indeseadas, a la vez que se
dejan las células de interés libres (sin marcadores).

Ademas, en el método segun la presente invencion, se puede usar uno 0 mas anticuerpos que permitan la
deplecidn especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC, para la separacién de células T no CD4+ a partir de las
PBMC.

La ventaja de separar células T no CD4+ a partir de las PBMC mediante deplecién se basa en que las células
T CD4+ quedan limpias y sin tocar.

Segun la presente invencion, se prefiere un método en el que el anticuerpo/anticuerpos usado o usados para
la deplecion especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC se pueden seleccionar del grupo que comprende
anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, anticuerpo anti-CD16, anticuerpo anti-CD19,
anticuerpo anti-CD36, anticuerpo anti-CD49b, anticuerpo anti-CD56, anticuerpo anti-CD123, anticuerpo anti-TCRg/d,
anticuerpo anti-CD235a, o mezclas.

Segun la presente invencién, para la deplecion especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC, se
pueden usar preferiblemente anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, y/o anticuerpo anti-CD16.

La ventaja de usar un anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, y/o anticuerpo anti-CD16 para la
deplecién especifica de células T no CD4+ es que este subconjunto de anticuerpos es pequefio en comparacién con
algunos subconjuntos comercialmente disponibles.

Adicionalmente preferido segun el método de la presente invencion, se puede usar el anticuerpo anti-CD14
y/o el anticuerpo anti-CD16 para la deplecion especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC.

Adicionalmente preferido segun la presente invencién es un método en el que al menos uno de los
anticuerpos usado en la etapa (a) esta marcado o inmovilizado.

El término “marcado”, como se usa en la presente invencion, significa que una molécula, por ejemplo un
conjugado, esta conjugado con un marcador. El experto conoce muchos marcadores diferentes que se pueden conjugar
con un anticuerpo. Por ejemplo, radioisétopos, por ejemplo *P, *S o °H; marcadores de fluorescencia o de
luminiscencia, por ejemplo fluoresceina (FITC), rodamina, rojo Texas, ficoeritrina (PE), aloficocianina, 6-
carboxifluoresceina (6-FAM), 2’,7’-dimetoxi-4’,5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 6-
carboxi-2’,4’,7’,4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), 5-carboxifluoresceina (5-FAM) 0 N,N,N’,N’-tetrametil-6-
carboxirrodamina (TAMRA); anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, por ejemplo el fragmento F(ab)2; marcadores de
afinidad, por ejemplo biotina, avidina, agarosa, proteina morfogenética 6sea (BMP), haptenos unidos a la matriz; y
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enzimas o sustratos enzimaticos, por ejemplo fosfatasa alcalina (AP) y peroxidasa de rdbano picante (HRP).

El término “inmovilizado”, como se usa en la presente invencion, se refiere a cualquier soporte al que se
puede ligar un anticuerpo a la vez que retiene su actividad. Preferiblemente, el soporte puede ser la superficie de una
matriz, por ejemplo una matriz de nailon; una placa de microtitulacion o un soporte plastico sélido similar; perlas, por
ejemplo perlas de agarosa o magnéticas. Los anticuerpos inmovilizados se describen, por ejemplo, en el documento US
4.615.985 y las referencias citadas alli.

La ventaja de usar anticuerpos marcados o inmovilizados en comparaciéon con anticuerpos no marcados es
gue los anticuerpos marcados o inmovilizados se pueden usar mas facilmente con un equipo estandar, y también se
facilita una adaptacion a técnicas de aislamiento estandar.

Preferido segun la presente invencion, al menos se inmoviliza un anticuerpo usado en la etapa (a).

Preferiblemente, en el método de la presente invencion, al menos un anticuerpo usado en la etapa (a) se
inmoviliza sobre una matriz de nailon.

La ventaja de inmovilizar un anticuerpo en una matriz de nailon se basa en que la inmovilizaciéon en una
matriz de nailon es muy eficiente y permite un aislamiento flexible, facil, rapido, simple y barato a base de columna de
las células. La inmovilizacién en una matriz de nailon se describe, por ejemplo, en el documento US 4.615.985.

Preferido adicionalmente segun el método de la presente invencion, los anticuerpos usados en la etapa (a) se
pueden marcar uniformemente.

La ventaja de marcar uniformemente los anticuerpos se basa en que los anticuerpos se pueden detectar
todos de una vez.

Preferiblemente, en el método de la presente invencion, el marcador se puede seleccionar del grupo que
comprende is6topos, marcadores de fluorescencia o luminiscencia, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
marcadores de afinidad, y enzimas o sustratos enzimaticos.

Preferido segun el método de la presente invencion, el anticuerpo anti-CD127 se puede marcar con biotina,
fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE).

Preferido segun el método de la presente invencion, el anticuerpo anti-CD49d se puede marcar con biotina,
fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE).

Preferido segun el método de la presente invencion, la etapa (b) se puede llevar a cabo usando
centrifugacion, particularmente centrifugacién en gradiente de densidad, elutriacién celular, separacion magnética,
clasificacion celular activada por fluorescencia, separacién inmunolédgica, adhesién, lisis por complemento o citometria
de flujo.

Preferido segun el método de la presente invencion, la etapa (b) se puede llevar a cabo usando separacién
celular magnética, clasificacion celular activada por fluorescencia, o una separacion inmunolégica a base de columna.

La expresién “separacién inmunoldgica a base de columna” se refiere a una forma de clasificar células, en la
que los anticuerpos empleados en el método segun la invencién se pueden unir a resinas de columnas cromatograficas
y se pueden usar para unirse a una célula que posee un antigeno reconocido por el anticuerpo especifico.

Preferido segun el método de la presente invencion, se puede usar un anticuerpo anti-CD45RO como un
anticuerpo adicional en la etapa (a), y las células Foxp3+ Treg aisladas son células T CD45RA+.

La ventaja de usar un anticuerpo anti-CD45RO como anticuerpo adicional en la etapa (a) se basa en que un
subconjunto especifico de células Foxp3+ Treg, a saber, células T CD45RA+, se puede aislar de una manera muy
eficiente y con una pureza muy elevada.

Preferido segun el método de la presente invencion, se puede usar un anticuerpo anti-CD45RA como un
anticuerpo adicional en la etapa (a), y las células Foxp3+ Treg aisladas son células T CD45RO+.

La ventaja de usar un anticuerpo anti-CD45RA como anticuerpo adicional en la etapa (a) se basa en que un
subconjunto especifico de células Foxp3+ Treg, a saber, células T CD45R0O+, se puede aislar de una manera muy
eficiente y con una pureza muy elevada.
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En un segundo aspecto de la presente invencion uno de sus objetos se resuelve mediante un kit para aislar
células Foxp3+ Treg humanas, que comprende un anticuerpo anti-CD49d y un anticuerpo anti-CD127.

Preferiblemente, el kit segun la presente invencién puede comprender adicionalmente uno o mas anticuerpos
seleccionados del grupo que comprende anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, anticuerpo
anti-CD16, anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-CD36, anticuerpo anti-CD49b, anticuerpo anti-CD56, anticuerpo anti-
CD123, anticuerpo anti-TCRg/d, y anticuerpo anti-CD235a.

Adicionalmente, el kit de la presente invencion puede contener al menos un anticuerpo que esta inmovilizado.
Ademas, el kit segun la invencién puede contener al menos un anticuerpo que esta marcado.

Preferiblemente, el kit de la presente invencion puede contener anticuerpos que estan marcados
uniformemente.

El kit preferido segin la invencién puede contener anticuerpos marcados, en el que el marcador se puede
seleccionar del grupo que comprende is6topos, marcadores de fluorescencia o luminiscencia, anticuerpos o fragmentos
de anticuerpos, marcadores de afinidad, y enzimas o sustratos enzimaticos.

Preferiblemente, el kit puede contener un anticuerpo anti-CD127 que puede estar marcado con biotina, FITC,
o PE, y un anticuerpo anti-CD49d que puede estar marcado con biotina, FITC, o PE.

En un tercer aspecto de la presente invencién, uno de sus objetos se resuelve mediante el uso de un
anticuerpo anti-CD49d y un anticuerpo anti-CD127, o de un kit segun la invencion, para el aislamiento de células
Foxp3+ Treg humanas.

Preferiblemente, el uso segun la invencion se puede caracterizar porque la separacién de las células Foxp3+
Treg humanas se puede lograr separando las PBMC CD49d+CD127+, incluyendo células T CD4+ no reguladoras, de
las células Foxp3+ Treg no marcadas via centrifugacion, elutriacion celular, separacion magnética, clasificacion celular
activada por fluorescencia, separacion inmunoldgica, adhesion, lisis por complemento o citometria de flujo.

Adicionalmente, el uso segun la invencion se puede caracterizar porque la deplecion de células T no CD4+ a
partir de las PBMC se puede llevar a cabo usando al menos un anticuerpo seleccionado del grupo que comprende
anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, anticuerpo anti-CD16, anticuerpo anti-CD19,
anticuerpo anti-CD36, anticuerpo anti-CD49b, anticuerpo anti-CD56, anticuerpo anti-CD123, anticuerpo anti-TCRg/d, y
anticuerpo anti-CD235a.

Figuras

Fig. 1: Correlacion inversa de CD127 y CD49d con la expresion de Foxp3. Las PBMC humanas se tifieron para
CD4, CD25, CD127, CD49d y Foxp3, y se analizaron mediante FACS. a. Tincién doble de PBMC humanas para
CD4 y CD25. Se indica el porcentaje de células CD4+ de las PBMC totales. b. Correlacién de CD25, CD127 y
CD49d con la expresion de Foxp3. Se muestra la cotincion de Foxp3 con CD25 (panel izquierdo), CD127 (panel
central) y CD49d para las células CD4+ seleccionadas segln la region segun la Fig. 1a. Los nimeros indican el
porcentaje de células en cada cuadrante.

Fig. 2: CD49d discrimina células Foxp3+ Treg de las células Foxp3-CD127-. a. Expresion de Foxp3 en
subconjuntos CD127/CD49d de células T CD4+. Las PBMC se tifieron para CD4, CD25, CD127, CD49d y Foxp3,
y se seleccionaron en una region para células CD4+. Panel superior: cotincién de CD49d y CD127. Se indican
las ventanas y porcentajes de las tres poblaciones principales. Paneles inferiores: se muestra la cotinciéon de
CD25 y Foxp3 para las células CD127+ (panel izquierdo), CD49d-CD127- (panel central) y CD49d+CD127-
(panel derecho). Los porcentajes representan el nimero de células CD25+Foxp3+ Treg en el cuadrante indicado.
b. Aislamiento de células CD49d-CD127- y CD49d+CD127- mediante clasificacion por FACS. Las células CD4+
sin tocar, aisladas a partir de PBMC con el kit de deplecion de MACS comercial, se tifieron con o-CD49d y -
CD127 (panel izquierdo) y se clasificaron mediante FACS en el subconjunto CD49d-CD127- (panel central) y
CD49d+CD127- (panel derecho). Los numeros indican la fraccion de células en cada cuadrante. c. Capacidad
supresora. La inhibicién de la respuesta proliferativa por los dos subconjuntos celulares aislados se determiné en
un ensayo de supresion a base de FACS como se muestra en la Fig. 3b. La proliferacion de células CD4+ se
indujo mediante los anticuerpos o-CD3, se afiadieron células supresoras a una relacion de 1:2. La supresion se
expresa como “% de inhibicidon”, y se calculé mediante la fraccion de células que se dividen con referencia al
namero de células CD4+ estimuladas mediante a-CD3 que se dividen.
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Fig. 3: Aislamiento de células Foxp3 Treg mediante clasificacion celular magnética. a. Perfil de FACS para la
poblacion de partida de PBMC procedente de un donante sano aislada mediante centrifugacion en gradiente de
densidad mediante Ficoll. Panel izquierdo: perfil de FACS para la SSC frente a FSC. Paneles derechos: perfiles
de FACS para las poblaciones seleccionadas en la region de todas las células (fila superior) o en la de linfocitos
(fila inferior) indicadas por las flechas para CD4 frente a CD25 o CD127 frente a CD49d. b. Perfil de FACS para
la poblacion negativa a las perlas tras la deplecién para CD127 y CD49d mediante el sistema MACS. Panel
izquierdo: perfil de FACS de células como en la Fig. 1a. Paneles derechos: perfil de FACS para la expresion de
CD4 frente a CD25 y CD127 frente a CD49d para las regiones indicadas como en la Fig. 3a. Los niumeros
indican el porcentaje de células en el cuadrante correspondiente.

Fig. 4: Pureza de células Treg segun la expresién de Foxp3. La poblacién de partida y la poblaciéon negativa a
perlas obtenida tras la separacion se tifieron en la superficie con CD25 y CD4, y se fijaron para el analisis
subsiguiente de la expresién de Foxp3 intracelular. a. Perfil de FACS para la poblacion de partida de PBMC tras
la fijacion y tincion con Foxp3. Panel izquierdo: perfil para SSC frente a FSC. Paneles derechos: perfiles de
FACS para todas las células (fila superior) o para linfocitos (fila inferior) como se indica mediante las flechas para
CD4 frente a CD25 y Foxp3 frente a CD25 seguln las ventanas de seleccion en el perfil de SSC frente a FSC
(panel izquierdo). b. Perfil de FACS de la poblacién negativa a perlas tras la deplecion de CD127 y CD49d y
fijacion/tincion con Foxp3. Panel izquierdo: perfil de FACS para células como en Fig. 4a. Paneles derechos: perfil
de FACS de células seleccionadas en ventanas (flechas) segin Fig. 4a para todas las células (fila superior) o
para linfocitos (fila inferior) para CD4 frente a CD25 y CD127 frente a CD49d. Los numeros indican el porcentaje
de las células en el cuadrante correspondiente.

Fig. 5: Inhibicién de la reaccién mixta de linfocitos (MLR) in vitro y prevencion de GvHD in vivo. Las células Treg
sin tocar se aislaron de PBMC humanas mediante deplecién de CD127/CD49d de una sola etapa como se
describe en la Fig. 4. a. Inhibicién de MLR. La reaccién de MLR se muestra para tres donantes diferentes. En
cada reaccion, se incubaron 10° PBMC con el mismo néimero de PBMC radiadas de un segundo donante con
desemparejamiento haplotipico (alégeno). La reaccién se inhibié afiadiendo 2,5 x 10* células Treg autdlogas
aisladas en una deplecién de MACS de una sola etapa (alégeno y Treg). La proliferacion se determiné mediante
la incorporacion de ®H-timidina, y se expresé como “recuentos por minuto” (cpm). b. Prevencién de GvHD aguda.
Se indujo xeno-GvHD aguda mediante la transferencia adoptiva de 30 x 10° PBMC humanas agotadas en CD25
(PBMC CD25-) en ratones Rag2 -/- yc -/-. La progresion de la enfermedad se registré determinando la pérdida de
peso (panel izquierdo). Un grupo recibié s6lo PBMC CD25- (circulo oscuro), un segundo grupo recibi6 PBMC
CD25- junto con 0,5 x 10° células Treg autdlogas sin tocar, en una cotransferencia (circulos en blanco). Se
usaron grupos de 6 ratones; se determiné el peso medio relativo con referencia al comienzo del experimento, y
se expresd como “porcentaje de pérdida de peso”. En el panel izquierdo se indica la incidencia de signos clinicos
(pelaje erizado, postura encorvada e inmovilidad) y muerte.

La presente invencion se describird ahora adicionalmente en los siguientes ejemplos con respecto a las
figuras adjuntas sin estar limitada a ellos. Adicionalmente, la presente invencidn se basa en experimentos cientificos que
se han llevado a cabo sobre muestras biolégicas obtenidas de pacientes. Los pacientes han autorizado el uso de la
muestra para el estudio que se describe en la presente invencion. En caso de pacientes muertos, la autorizacion ha sido
dada por un familiar.

Ejemplos
Métodos y materiales particulares usados en los Ejemplos:

Anticuerpos vy reactivos

Los anticuerpos especificos para CD4 (RPA-T4), CD25 (MA251), y CD127 (hIL-7R-M21) se adquirieron de
BD Bioscience. El anticuerpo anti-CD49d (BU49) se obtuvo de ImmunoTools. a-CD3 (UCHT-1) se produjo en el MDC.
aFoxp3 (PCH101) se adquiri6 de eBioscience; la tincion intracelular se llevd a cabo segin la recomendacién del
fabricante. CFDA se obtuvo de Molecular Probes; 3H-timidina se obtuvo de GE Healthcare.

Citometria de flujo y preparacioén celular

Las PBMC humanas se obtuvieron de voluntarios sanos. Las células mononucleares se aislaron mediante
centrifugacion en gradiente con Ficoll (GE Healthcare). El andlisis de FACS se llevd a cabo en un instrumento
FACSCalibur o LSR 1l (BD Bioscience). Los datos se analizaron usando el software FACSDiva (BD Bioscience),
CellQuest (BD Bioscience) o Flowjo (Treestar).
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Aislamiento de Treg

Las PBMC de un donante sano se obtuvieron mediante centrifugacion en gradiente de densidad (Ficoll). Se
tifleron 5 x 10’ células con aCD127-biotina y aCD49d-Fitc durante 10 minutos a 4-8°C. Después de lavar con tampon de
MACS durante 10 minutos a 4-8°C, las células se incubaron con 20 pl/10’ células de perlas aFitc y 30 ul/10” células de
perlas aBiotin (Miltenyi Biotech) durante 15 minutos a 4-8°C. Después de lavar con el tampon de MACS durante 10
minutos a 4-8°C, las células se agotaron usando una columna LD (Miltenyi Biotech). Tras la separacion, las células se
tifieron con los anticuerpos indicados, y se analizaron mediante FACS. Para la expresion de Foxp3, las células se fijaron
y se tifieron segun el fabricante (eBioscience).

Ensayo de proliferacion a base de CEFDA

Las células efectoras CD4+ se marcaron con 0,5 uM de diacetato de 5-carboxifluoresceina (CFDA; Molecular
Probes) como se describe anteriormente®. Las células T efectoras CD4+ (25.000 células/pocillo) se incubaron con
PBMC irradiadas agotadas en CD4 (50.000 células/pocillo; 3000 rad) y 10 pg/ml de anti-CD3 (UCHT-1) durante 3-4 dias
en placas de 96 pocillos con fondo en forma de V (Costar). Para la supresién de células T, se afiadieron células Treg a
la relacion indicada. La proliferacion de células T CD4+ se analizé mediante FACS.

Reaccién mixta de linfocitos (MLR)

Se llevo a cabo la MLR con PBMC humanas como se describe anteriormente?®. De forma breve, las PBMC
(100.000 células/pocillo) se incubaron con PBMC alogénicas (100.000 células/pocillo) irradiadas (3.000 rad) en
RPMI/10% de FCS (Invitrogen) durante 5 dias. para la supresién de la proliferacion, se afiadieron células Treg autdlogas
aisladas a la relacion indicada. La proliferacion se monitoriz6 mediante incorporacion de *H-timidina (1 pCi/pocillo)
durante 10-15 h adicionales de cultivo, y se determin6 usando un lector de placas beta (Wallac).

Enfermedad de injerto xenogénico frente a huésped (x-GvHD)

Se indujo una forma aguda de GvHD en ratones Rag2 -/- yc -/- (adquiridos de Taconic) como se describe
anteriormente®. De forma breve, las PBMC se agotaron con microperlas a-CD25 (Miltenyi Biotech) usando una columna
LD (Miltenyi Biotech). Las células Treg se obtuvieron de PBMC de donantes sanos usando el procedimiento de una
etapa. Un dia antes de la transferencia, los ratones recibieron i.v. 0,2 ml de liposomas que contienen clodronato. Cuatro
horas antes de la transferencia de las células, se irradié a los ratones (350 rad). Se inyectaron i.v. 30 X 10° PBMC
agotadas en CD25, ya sea solas o como una mezcla con 0,5 x 10° células Treg en PBS/0,1% de seroalbimina humana.
El peso de los ratones y los sintomas clinicos se determinaron durante todo el periodo del experimento; los signos
clinicos de la enfermedad fueron pelaje erizado, postura encorvada y movimiento impedido.

Ejemplo 1
CD127 y CD49d estan inversamente correlacionados con Foxp3.

Dependiendo del donante, alrededor de 30-60% de las PBMC humanas son células T CD4+ (Fig. 1a); de
éstas, aproximadamente el 3-10% son células Treg. Aunque las células Treg humanas expresan niveles elevados de la
cadena o del receptor IL-2 (CD25) (CD25%¢"%%), este marcador no separa la poblacién de células Treg de las células
CD4+ no reguladoras tan claramente como en ratones. También algunas células CD4+ efectoras y de memoria
expresan cantidades bajas de CD25 (CD25°*), de forma que su poblacién se solapa parcialmente con el subconjunto
de Treg CD25°**® (Baecher-Allan, C., Brown, J. A., Freeman, G. J. y Hafler, D. A., J Immunol 167, 1245-53 (2001)).
Las separaciones de Treg basadas en este marcador tienen por lo tanto un riesgo inherente de estar contaminadas por
estas células. Al igual que varios otros genes, la expresion de CD25 en células Treg es conducida directamente por
Foxp3 (Hori, S., Nomura, T. y Sakaguchi, S., Science 299, 1057-61 (2003)). Por lo tanto, la contratincion con Foxp3
indica una correlacion casi lineal para las células CD25°**® en la que las células que expresan las cantidades mas
altas de Foxp3 también se tifien de la forma mas brillante para CD25 (Fig. 1b, panel izquierdo).

En contraste con CD25, la cadena o del receptor de IL-7 (CD127) esta inversamente correlacionada con la
expresion de Foxp3 (Liu, W. et al., J Exp Med 203, 1701-11 (2006); Seddiki, N. et al., J Exp Med 203, 1693-700 (2006))
(Fig. 1b, panel central). También aqui la correlacion es casi lineal, pero las células con el nivel mas elevado de Foxp3
tienen el nivel de expresion mas bajo de CD127. Sin embargo, la segregacion no es completa. En el ejemplo mostrado
en la Fig. 1b (panel central), alrededor de 2/3 de las células CD127- también son Foxp3-. Por lo tanto, para la
caracterizacion de células Treg, CD127 se usa siempre en combinacién con CD25 (Liu, W. et al., J Exp Med 203, 1701-
11 (2006); Seddiki, N. et al., J Exp Med 203, 1693-700 (2006)).
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Nuestros propios estudios han identificado un segundo marcador de superficie, ausente en la mayoria de las
células Treg. CD49d es la cadena o de la integrina VLA-4 (a4B1). También aqui, la cosegregacion es incompleta (Fig.
1b, panel derecho). Aparentemente no existe una correlacion lineal inversa con Foxp3, como se observa para CD127.

La doble tincién revel6 por contra la ausencia de CD49d en células Foxp3+, independientemente del nivel de
expresion de Foxp3.

Ejemplo 2
CD49d discrimina células Foxp3+ Treg de células Foxp3- CD127-.

Aunque la segregacion de ambos marcadores con células Treg fue incompleta, el uso combinado de CD127 y
CD49d puede complementarse entre si. La doble tincidon con a-CD127 y o-CD49d permitié dividir la poblacién de células
CD4+ en las tres poblaciones principales: células CD127+, CD49d+CD127- y CD49d-CD127- (Fig. 2a, panel superior).
La tincién con a-CD25 y a-Foxp3 confirmé que la basta mayoria de las células CD127+ fueron células CD25-Foxp3- no
reguladoras (Fig. 2a, panel izquierdo inferior). De forma mas importante, CD49d dividié el subconjunto CD127- en dos
subpoblaciones casi igualmente grandes. La mayoria de las células CD49d+CD127- fue Foxp3-; s6lo menos del 18%
fueron CD25+Foxp3+ (Fig. 2a, panel derecho inferior). Por el contrario, la poblacion CD49d-CD127- consistié casi
exclusivamente en células Foxp3+. Mas del 83% de las células fueron CD25+Foxp3+ Treg que expresa niveles
elevados de Foxp3 (Fig. 2a, panel central inferior).

Para confirmar que el fenotipo CD49d-CD127- se correlaciona con la capacidad supresora, se aislaron
células CD49d+CD127- y CD49d-CD127- mediante clasificacién segun FACS a partir de PBMC CD4+ (Fig. 2b). Casi no
se observé inhibicién con el subconjunto CD49d+CD127- (Fig. 2c). Por el contrario, las células CD4+ clasificadas s6lo
basandose en la ausencia de CD49d y CD127 previnieron eficazmente la expansion de células CD25-CD4+ activadas.
De este modo, el uso de CD49d permite discriminar las células CD127- no supresoras de las células Foxp3+ Treg
funcionales.

Ejemplo 3
Purificacion de células Treg humanas sin tocar mediante MACS.

El resultado del experimento de clasificacion por FACS indicé que la deplecion combinada de células T CD4+
con a-CD127 y a-CD49d por MACS deberia producir una poblacion limpia de células Treg sin tocar. Para validar la
aplicabilidad de este enfoque, se marcaron PBMC humanas con a-CD127 y a-CD49d, y se agotaron mediante MACS
usando anticuerpos marcados con perlas magnéticas (Fig. 3 y Fig. 4).

Ejemplo 4
Inhibicidn de reacciones alo-/xenogénicas in vitro e in vivo.

Para confirmar la funcién y viabilidad de células Treg aisladas mediante deplecion directa de PBMC, se
ensayo0 la capacidad supresora en una reaccion mixta de linfocitos (MLR). La MLR es la contraparte in vitro de GvHD.
Se basa en la activacion alogénica de células T mediante moléculas de MHC “extrafias”, evidente tras mezclar PBMC
de dos donantes diferentes. Para determinar si las células Treg son capaces de controlar la respuesta alorreactiva, se
afiadieron a PBMC autélogas no radiadas mezcladas con PBMC radiadas de donantes haplotipicos desemparejados
(Fig. 5a). En estos experimentos, las células Treg purificadas a partir de PBMC segun el Ejemplo 3 demostraron ser
potentes supresores de la respuesta alogénica. Como se muestra para tres donantes diferentes, la presencia de células
Treg suprimi6 fuertemente la proliferacion de PBMC aut6logas. De este modo, las células Foxp3+ derivadas de PBMC
sin tocar son células Treg completamente funcionales capaces de controlar respuestas inmunitarias alogénicas in vitro.

El experimento de MLR demuestra claramente la capacidad supresora de las células Treg aisladas in vitro.
Con respecto a las aplicaciones terapéuticas futuras, es crucial, sin embargo, demostrar que las células Treg sin tocar
pueden suprimir también respuestas inmunitarias destructivas in vivo. Para este fin, se usé un modelo in vivo de GvHD
aguda, que se basa en la transferencia de PBMC humanas agotadas en CD25 en ratones Rag2 -/- yc -/- (Mutis, T. et al.,
Clin Cancer Res 12, 5520-5 (2006)). La eliminacion de células Treg de la poblacién celular transferida permite simular
una forma particularmente agresiva de la enfermedad que conduce frecuentemente a la muerte de los animales. La
deplecién de las células Treg a partir de las PBMC se llevo a cabo mediante MACS usando microperlas a-CD25; las
células Treg sin tocar se aislaron nuevamente en una Unica etapa mediante el uso combinado de o-CD127/a-CD49d
junto con un kit de aislamiento de CD4+ comercial. Todos los ratones que recibieron 30 x 10° PBMC agotadas en CD25
mostraron una pérdida de peso mas o menos pronunciada en los primeros dias del experimento (Fig. 5b). Cuatro de los
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6 ratones desarrollaron sintomas clinicos, y, de estos, 2 ratones murieron durante el experimento. En linea con una
publicacién previa, la gravedad de GvHD inducida por PBMC disminuy6é cuando se cotransfirieron células Treg
autdlogas (Mutis, T. et al., Clin Cancer Res 12, 5520-5 (2006)). En este caso, 0,5 x 10° células Treg sin tocar fueron
suficientes para abolir completamente la pérdida de peso, y todos los ratones del grupo tratado permanecieron sin
sintomas durante todo el transcurso del experimento. De este modo, las células Treg sin tocar, asiladas mediante
depleciéon de CD127/CD49d, son células supresoras potentes capaces de controlar respuestas inmunitarias destructivas
tanto in vitro como in vivo.

Aplicabilidad industrial
El método segun la presente invencion tiene las siguientes ventajas:

1.) Seguridad. Las normativas para reactivos empleados en terapia humana son muy estrictas. Esto se aplica
particularmente a los compuestos administrados durante el tratamiento. Las células producidas mediante
clasificacion positiva portan un anticuerpo extrafio sobre su superficie. El riesgo inherente de los anticuerpos es
dificil de determinar, y también la “humanizacion” no previene necesariamente los efectos adversos, como se
documenta recientemente en el fracaso draméatico de a-CD28 superagonista (Suntharalingam, G. et al., N Engl J
Med 355, 1018-28 (2006); Sharpe, A. H. y Abbas, A. K., N Engl J Med 355, 973-5 (2006)). El riesgo se evita
cuando se usan células Treg sin tocar que se han purificado sélo con anticuerpos depletivos.

2.) Viabilidad y estado funcional de las células. Otra ventaja que tienen las células sin tocar en comparacién con
las células clasificadas positivamente es la viabilidad in vivo. Las células marcadas con anticuerpos son
propensas a la deplecion. Los anticuerpos sobre la superficie de células se pueden unir al complemento o,
dependiendo del subtipo del anticuerpo, se pueden unir a receptores Fc en la superficie de células NK o de
macréfagos. El resultado de esta interaccion es a menudo la muerte celular mediante lisis mediada por el
complemento o “citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos” (ADCC). La unién de perlas
revestidas con anticuerpos también puede conducir a la formacion de racimos celulares mas grandes que son
eliminados mediante mecanismos de captacion no especificos del receptor. Como consecuencia, una fraccion
significativa de las células transferidas puede ser eliminada antes de que muestren un efecto beneficioso.
Ademas, la unién de anticuerpos a receptores de la superficie celular durante la purificacién puede alterar
también el estado funcional. La molécula seleccionada como diana durante la clasificacion positiva de células
Treg es CD25. Ya que la cadena o del receptor de IL-2 es vital para la supervivencia y funcion de células Treg. El
bloqueo puede abolir la expansion y funcion supresora (Thornton, A. M., Donovan, E. E., Piccirillo, C. A. y
Shevach, E. M., J Immunol 172, 6519-23 (2004); Fontenot, J. D., Rasmussen, J. P., Gavin, M. A. y Rudensky, A.
Y., Nat Immunol 6, 1142-51 (2005); Kohm, A. P. et al., J Immunol 176, 3301-5 (2006); McNeill, A., Spittle, E. y
Backstrom, B. T., Scand J Immunol 65, 63-9 (2007)), mientras que la reticulaciéon del receptor de IL-2 por los
anticuerpos, por otro lado, puede conducir a una activacién prematura (Barnard, A. L., Igakura, T., Tanaka, Y.,
Taylor, G. P. y Bangham, C. R., Blood 106, 988-95 (2005); von Bonin, A., Huhn, J. y Fleischer, B., Immunol Rev
161, 43-53 (1998)), complicaciones potenciales que se pueden evitar simplemente cuando se usan células Treg
sin tocar.

3.) Tiempo y costes. Comparado con los métodos estandar, el nuevo enfoque es barato y rapido. Los
CD49d/CD127 se pueden adaptar a todos los métodos de separacion habituales. Por ejemplo, el método se
puede llevar a cabo usando soélo una Unica columna de MACS. De este modo, el aislamiento no requiere un
equipo caro, y es mas rapido y mas facil que los métodos convencionales a base de MACS.

4.) Pureza y compatibilidad con GMP. Los clasificadores celulares basados en citometria de flujo actualmente no
estan aceptados para la “buena practica de fabricacion” (GMP). Para ensayos clinicos, el aislamiento de las
células de donantes se ha de llevar a cabo mediante tecnologias con perlas magnéticas. Sin embargo, los
primeros intentos para aislar células Treg en condiciones GMP produjeron una pureza media menor de 50%
(Hoffmann, P. et al., Biol Blood Marrow Transplant 12, 267-74 (2006)). Puesto que la purificacion mediante
MACS se baso en la seleccion positiva de células CD25+, las células contaminantes fueron mayoritariamente
células efectoras y de memoria CD4+CD25", planteando un riesgo inherente de disparar GvHD cuando se
transfieren en pacientes inmunodeficientes. Como método basado en MACS, el nuevo enfoque es compatible
con GMP. Las células Treg se obtienen mediante un grado significativamente mayor de pureza >70%, >80%,
>90%, >95%, o incluso >98%, virtualmente sin células efectoras CD4+ contaminantes. Ademas, las células Treg
se aislan sin tocar, lo que mejora adicionalmente la compatibilidad del procedimiento con GMP.

En consecuencia, el método de la presente invencién ofrece una manera simple y barata de aislar células
Foxp3+ Treg humanas. Adicionalmente, el estado “sin tocar” de las células, la elevada pureza y la compatibilidad con
GMP del método hace al método ampliamente aplicable en diferentes marcos. Por lo tanto, el nuevo método se puede
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emplear para poner a las células Treg humanas “sin tocar” a disposicion de la investigacién y desarrollo, para el
diagnostico, y también ofrece una nueva perspectiva para el uso habitual para la fabricacion de medicamentos para
inmunoterapias.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para aislar células T reguladoras Foxp3+ CD25+ humanas (células Foxp3+ Treg) a
partir de una muestra que contiene células mononucleares de sangre periférica (PBMC), comprendiendo el método las
etapas de:

(a) tratar la muestra con un anticuerpo anti-CD127 y un anticuerpo anti-CD49d;
(b) separar las células Foxp3+ Treg.

2.- El método segun la reivindicacién 1, en el que las etapas (a) y (b) se llevan a cabo
simultdneamente.

3.- El método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la etapa (a) comprende
adicionalmente la separacion de células T no CD4+ a partir de las PBMC.

4.- El método segun la reivindicacién 3, en el que las células T no CD4+ se separan de las PBMC
mediante seleccion negativa usando un anticuerpo anti-CD4.

5.- El método segun la reivindicacion 3, en el que uno 0 mas anticuerpo/anticuerpos que permiten la
deplecidn especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC se usa 0 usan para la separacion de células T no CD4+
a partir de las PBMC.

6.- El método segun la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo/anticuerpos usado o usados para la
deplecién especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC se selecciona o seleccionan del grupo que comprende
anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, anticuerpo anti-CD16, anticuerpo anti-CD19,
anticuerpo anti-CD36, anticuerpo anti-CD49b, anticuerpo anti-CD56, anticuerpo anti-CD123, anticuerpo anti-TCRg/d, y
anticuerpo anti-CD235a, 0 mezclas.

7.- El método segun la reivindicacion 5 o reivindicacion 6, en el que el anticuerpo anti-CD14,
anticuerpo anti-CD15, y/o anticuerpo anti-CD16 se usa 0 usan para la deplecién especifica de células T no CD4+ a
partir de las PBMC.

8.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el anticuerpo anti-CD14 y/o el
anticuerpo anti-CD16 se usa o usan para la deplecion especifica de células T no CD4+ a partir de las PBMC.

9.- El método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que al menos uno de los
anticuerpos usados en la etapa (a) esta marcado o inmovilizado.

10.- El método segun la reivindicaciéon 9, en el que al menos un anticuerpo usado en la etapa (a) esta
inmovilizado.
11.- El método segun la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, en el que al menos un anticuerpo usado

en la etapa (a) estd inmovilizado en una matriz de nailon.

12.- El método segun la reivindicacion 9, en el que los anticuerpos usados en la etapa (a) estan
marcados uniformemente.

13.- El método segln la reivindicacion 9 o reivindicacién 12, en el que el marcador se selecciona del
grupo gue comprende is6topos, marcadores de fluorescencia o luminiscencia, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
marcadores de afinidad, y enzimas o sustratos enzimaticos.

14.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, 12 6 13, en el que el anticuerpo anti-
CD127 esta marcado con biotina, fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE).

15.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y 12 a 14, en el que el anticuerpo anti-
CD49d esta marcado con biotina, fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE).

16.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la etapa (b) se lleva a cabo
usando centrifugacion, elutriacion celular, separacion magnética, clasificacion celular activada por fluorescencia,
separacion inmunolégica, adhesion, lisis por complemento o citometria de flujo.

17.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que la etapa (b) se lleva a cabo
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usando separacion celular magnética, clasificacion celular activada por fluorescencia, o una separacion inmunologica a
base de columna.

18.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que se usa un anticuerpo anti-
CD45R0O como anticuerpo adicional en la etapa (a), y en el que las células Foxp3+ Treg aisladas son células T
CD45RA+.

19.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que se usa un anticuerpo anti-
CD45RA como anticuerpo adicional en la etapa (a), y en el que las células Foxp3+ Treg aisladas son células T
CD45R0O+.

20.- Un kit para aislar células Foxp3+ Treg humanas, que comprende un anticuerpo anti-CD49d y un
anticuerpo anti-CD127.

21.- El kit segin la reivindicacion 20, en el que el kit comprende adicionalmente uno o mas
anticuerpo/anticuerpos seleccionados del grupo que comprende anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo
anti-CD15, anticuerpo anti-CD16, anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-CD36, anticuerpo anti-CD49b, anticuerpo anti-
CD56, anticuerpo anti-CD123, anticuerpo anti-TCRg/d, y anticuerpo anti-CD235a.

22.- El kit segun la reivindicacion 20 o reivindicacién 21, en el que al menos uno de los anticuerpos esta
inmovilizado.

23.- El kit segun la reivindicacion 20 o reivindicacion 21, en el que al menos uno de los anticuerpos esta
marcado.

24 - El kit segun la reivindicacion 23, en el que los anticuerpos usados estan marcados uniformemente.

25.- El kit segun la reivindicacion 23 o reivindicacion 24, en el que el marcador se selecciona del grupo

que comprende is6topos, marcadores de fluorescencia o luminiscencia, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
marcadores de afinidad, y enzimas o sustratos enzimaticos.

26.- El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 20, 21, 23, 24 6 25, en el que el anticuerpo anti-
CD127 esta marcado con biotina, FITC, o PE, y el anticuerpo anti-CD49d esta4 marcado con biotina, FITC, o PE.

27.- Uso de un anticuerpo anti-CD49d y un anticuerpo anti-CD127 o de un kit segin cualquiera de las
reivindicaciones 20 a 26 para el aislamiento de células Foxp3+ Treg humanas.

28.- El uso segun la reivindicacion 27, caracterizado porque la separacién de las células Foxp3+ Treg
humanas se logra separando las PBMC CD49d+CD127+, incluyendo células T CD4+ no reguladoras, de células Foxp3+
Treg no marcadas via centrifugacion, elutriacién celular, separacibn magnética, clasificacién celular activada por
fluorescencia, separacién inmunolégica, adhesion, lisis por complemento o citometria de flujo.

29.- El uso segun la reivindicacién 27 o la reivindicacion 28, caracterizado porque la deplecion de
células T no CD4+ a partir de las PBMC se lleva a cabo usando al menos un anticuerpo seleccionado del grupo que
comprende anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD14, anticuerpo anti-CD15, anticuerpo anti-CD16, anticuerpo anti-
CD19, anticuerpo anti-CD36, anticuerpo anti-CD49b, anticuerpo anti-CD56, anticuerpo anti-CD123, anticuerpo anti-
TCRg/d, y anticuerpo anti-CD235a.
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