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DESCRIPCION
Procedimiento de aislamiento de células diana

La presente invencion se refiere a un procedimiento para el enriquecimiento y / o aislamiento de células diana en
una muestra, en la que la muestra comprende glébulos rojos y / o plaquetas, comprendiendo dicho procedimiento (a)
filtrar la muestra a través de un elemento de filtro que tiene un tamario de poro o de malla entre 0,5 y 5 uym, (b) poner
en contacto las células retenidas por el elemento de filtro en la etapa (a) con una superficie de separacion, en el que
dicha superficie de separaciéon esta recubierta con un hidrogel y comprende moléculas de afinidad que se unen
selectivamente a las células diana, (c) incubar las células y la superficie de separacion en condiciones que permiten
la unién de las moléculas de afinidad a las células diana; y (d) separar la superficie de separacion de cualquier célula
y material no unidos.

Antecedentes de la invencion

En estudios clinicos se ha demostrado que las células tumorales diseminadas (CTD), es decir, las células tumorales
que son detectables en sangre periférica o en la médula 6sea de un paciente de cancer, proporcionan valor
informativo en términos de prondstico de un paciente de cancer, asi como la evaluacion del resultado terapéutico.
Aparte de esto, estas células en muchos casos tienen la capacidad de indicar la existencia de un tumor en una fase
temprana de la enfermedad.

Por ejemplo, los estudios con pacientes con cancer de mama revelaron que la deteccion de células tumorales
diseminadas en la sangre de los pacientes se correlacionaba significativamente con una supervivencia libre de
progresioén y una supervivencia global reducidas (Gaforio y col., (2003) Int. J. Cancer, 107(6):984-90; Statho-poulou
y col., (2002) J. Clin. Oncol., 20(16):3404-12). Se obtuvieron resultados similares a partir de estudios realizados en
otros tipos de cancer (Koch y col., (2005) Ann. Surg., 241(2):199-205; Kinele y col., (2003) Ann. Surg., 238(3):324-
30). De acuerdo con lo anterior, la monitorizacion precisa de las células tumorales diseminadas que estan presentes
en la sangre o en la médula 6sea de pacientes con cancer proporciona parametros Utiles para la optimizacion de la
terapia y para predecir la evolucion de la enfermedad.

Ademas, la diseminacién hematdgena de las células tumorales de un tumor primario también se supone que
desempefa un papel en el desarrollo de metastasis (Eccles S.A. y Welch D.R. (2007), Lancet, 369, 1742-1757). La
formacién de metastasis en lugar de la progresién del propio tumor primario es la principal causa de muerte en las
enfermedades tumorales. Por lo tanto, la deteccién de los primeros signos de formacion de metastasis es crucial
para el régimen de tratamiento que debe aplicarse a un paciente de cancer.

En la actualidad, la deteccion y el aislamiento de las células tumorales diseminadas se realiza rutinariamente
mediante el uso de perlas magnéticas que comprenden anticuerpos que se unen a antigenos de superficie definidos
de las células tumorales Estas perlas modificadas se incuban con una muestra de sangre de un individuo para
unirse especificamente a las células tumorales que estan presentes en la muestra. Sin embargo, las actuales
técnicas disponibles se asocian con un alto grado de adhesién celular no especifica a las perlas, asi como una baja
tasa de deteccion de células tumorales. Se sabe que, debido al elevado nimero de células no diana, en particular
glébulos rojos, en la muestra, no se puede garantizar en los procedimientos utilizados rutinariamente que cada
célula tumoral en una muestra puede interaccionar con la superficie presentadora al anticuerpo de una perla para un
tiempo suficientemente largo de manera que se produce la unién entre el anticuerpo inmovilizado y la célula diana.
Por el contrario, un nimero significativo de células tumorales en una muestra no entrara en contacto con sus
moléculas de captura correspondientes.

Por esta razoén, en la técnica anterior se hicieron intentos para eliminar los glébulos rojos con el fin de enriquecer las
células tumorales en la muestra. Por ejemplo, se us6 una centrifugacion en gradiente de densidad utilizando medios
de gradiente de densidad especificos (tales como Ficoll, Nycodens, Nycoprep, y similares). Los medios empleados
para este proposito tienen densidades comprendidas entre la densidad de los glébulos rojos y las células nucleadas.
Tras la centrifugacion, os glébulos rojos y las células nucleadas sanguineas se enriquecen en diferentes fases de los
medios y se pueden separar uno de otro mediante pipeteado. Este enfoque tiene la desventaja particular de que es
laborioso y requiere personal altamente experimentado para realizar la separacion. Ademas, las células tumorales
diseminadas pueden exhibir una gama amplia de densidad que significa que parte de estas células puede no estar
disponible para la posterior etapa de union por afinidad. El uso de medios de gradiente de densidad también
requiere varias etapas de lavado de las células tumorales que se asocian con varios efectos adversos, tales como la
tension de cizallamiento y la adsorcion no especifica de las células a la pared de los tubos de reaccion, los cuales
pueden tener como resultado una pérdida de células diana. Se ha demostrado que el enriquecimiento de células
tumorales mediante centrifugacion en gradiente de densidad da como resultado regularmente una pérdida de casi
dos tercios de las células tumorales presentes en la muestra (Choesmel y col., (2004), 101, 693-703).
Adicionalmente, la centrifugacion en gradiente de densidad no permite el procesamiento de grandes volimenes de
la muestra, lo que es una clara desventaja a la hora de considerar que las células tumorales diseminadas estan
presentes en la sangre o la médula ésea a concentraciones extremadamente bajas.
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En un enfoque alternativo al que se utiliza actualmente, los gldbulos rojos se lisan mediante la adicién a la muestra
de sangre de tampon de lisis, tal como cloruro aménico. Mediante la adicion de tampén de lisis, las membranas de
los globulos rojos se rompen, lo que tiene como resultado la muerte celular y la liberacion de los componentes
intracelulares. Sin embargo, se ha demostrado que el uso de tampones de lisis regularmente también rompe una
porcion considerable de las células tumorales diseminadas presentes en la muestra. Adicionalmente, se puede
suponer que el uso de estos tampones afectara negativamente el metabolismo de las células diana, lo que podria
ser desventajoso para otras etapas de procesamiento (por ejemplo, el cultivo de las células aisladas). El abordaje
"Metacell" de Brandt y Gedig (2009) usa etapas de preseleccion e hidrogeles recubiertos.

A la luz de los problemas mencionados anteriormente, es un objeto de la presente invencién proporcionar un
procedimiento mejorado para enriquecer y / o aislar células diana que estan presentes en una muestra bioldgica
junto con gldbulos rojos y / o plaquetas, teniendo dicho procedimiento una alta tasa de recuperacion y, al mismo
tiempo implica un tratamiento suave de las células diana de modo que solo unas pocas células diana se rompen
durante el proceso. En particular, el proceso no debe imponer una extensa tensién mecanica o quimica sobre las
células diana. También es un objeto de la presente invencién proporcionar un procedimiento que permite una unién
altamente especifica de las células diana en las muestras de sangre a las superficies de separacion, procedimiento
que se caracteriza por una adhesion no especifica reducida de las células no diana, tales como glébulos rojos, a
dichas superficies. Estos objetos y otras ventajas se consiguen mediante los procedimientos definidos en las
reivindicaciones adjuntas.

En la presente invencién se ha encontrado que un procedimiento combinado que comprende la filtracion de una
muestra que contiene globulos rojos y / o plaquetas (tales como una muestra de sangre entera) a través de un
elemento de filtro que tiene un tamafio de poro particularmente pequefio y la posterior separacion de las células
diana en la fraccion retenida a través de superficies de separaciéon a la que las células diana se unen
especificamente, tiene como resultado una tasa de recuperacion extremadamente alta. En los ejemplos de la
presente invencion, se pudo recuperar casi el 100 % de las células diana marcadas sometidas al procedimiento de la
invencion. La adhesion no especifica de los globulos rojos, las plaquetas o los leucocitos a las superficies de
separacion, lo que podria interferir con la etapa de unién por afinidad, se reduce considerablemente mediante la
etapa inicial de filtracién. Asimismo, se ha encontrado que los leucocitos que se han separado mediante la etapa de
filtrado de acuerdo con la invenciéon, muestran una afinidad de unién no especifica menor por un factor de 2 a la
superficie de separacion en comparacion con un leucocito en una muestra de referencia en la que se habian
deplecionado los glébulos rojos por centrifugacion en gradiente de densidad (véase la Figura 2). De acuerdo con lo
anterior, la recuperacion de las células diana mediante la separacion de superficie (también denominada panning)
es mucho mayor que la que puede conseguirse mediante los procedimientos de la técnica anterior.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion divulga un procedimiento para el enriquecimiento y / o
aislamiento de las células diana en una muestra, en la que la muestra comprende glébulos rojos y / o plaquetas, que
comprende

(a) filtrar la muestra a través de un elemento de filtro que tiene poros, orificios o aberturas con un tamafio de
entre 0,5y 5 pm;

(b) poner en contacto las células retenidas por el elemento de filtro en la etapa (a) con una superficie de
separacion, en el que dicha superficie de separacion es un recubrimiento de hidrogel sobre un material soporte
y comprende moléculas de afinidad que se unen selectivamente a la célula diana;

(c) incubar las células y la superficie de separaciéon en condiciones que permitan la unién de las moléculas de
afinidad a las células diana; y

(d) separar la superficie de separacion de cualquier célula no unida y el material.

El procedimiento de la invencion puede aplicarse a cualquier muestra que comprende gldbulos rojos y / o plaquetas.
Preferentemente, la muestra comprende un fluido corporal o un extracto de tejido de un individuo. Preferentemente,
el individuo del cual deriva la muestra es un vertebrado, y mas preferentemente, un mamifero. En una realizacion
particularmente preferida, la muestra procede de un ser humano. La muestra sera normalmente una suspension
celular. La muestra puede comprender o consistir en sangre (por ejemplo, sangre entera) o componentes de la
sangre, orina, derrame pleural, ascitis, lavado broncoalveolar, aspirado de pezén de la glandula mamaria femenina o
médula 6sea. En un aspecto preferido, la muestra que comprende las células diana es una muestra de sangre o de
médula 6sea, por ejemplo, una muestra de un individuo humano que comprende, o que consiste principalmente en,
sangre o médula 6sea, respectivamente. La muestra puede obtenerse por cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica anterior. Por ejemplo, si la muestra es una muestra de sangre humana, puede extraerse
mediante venopuncion. Los procedimientos para obtener médula 6sea, por ejemplo, médula ésea humana, son
también bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la médula ésea roja mezclada con sangre puede recolectarse de
la cresta del ilion o del esternén, una intervencion que se lleva a cabo generalmente mediante cirugia minimamente
invasiva. Como alternativa, la muestra bioldgica puede ser ascitis, es decir, fluido de cavidad peritoneal, derrame
pleural, aspirados de los pezones de mama femenina, orina y otros fluidos corporales.
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Cuando la muestra que se va a usar en el procedimiento de acuerdo con la invencién tiene una viscosidad
particularmente elevada, puede ser deseable diluirla antes de, o simultdneamente con, la aplicacién de la muestra al
elemento de filtro. Para este propésito, se puede usar cualquier tampon fisioldgicamente aceptable que no interfiera
con la unién posterior de las células diana a la superficie de separacion por afinidad. Los tampones adecuados para
la dilucién de las muestras son tampones isoosmolaricos que amortiguan en un pH fisioldgico, por ejemplo, solucion
salina tamponada con fosfato (PBS), solucion salina equilibrada de Hank, solucion salina tamponada con Tris,
solucion salina tamponada con HEPES, tampdn MES y similares. El pH del tampon fisiologico esta preferentemente
dentro del intervalo de aproximadamente pH 6,0 a aproximadamente 9,0, mas preferentemente entre
aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente 8,0, y lo mas preferentemente entre aproximadamente pH 7,0 a
aproximadamente 7,5, por ejemplo 7,4.

Una ventaja particular del procedimiento de la presente invencidon es que se pueden procesar volumenes
considerablemente altos de una muestra. Por ejemplo, un volumen de muestra de al menos 5 ml o mas, por ejemplo,
8 ml, 10 ml, 15 ml, 20 ml, 25 ml, 30 ml, 35 ml, 40 ml, 45 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml o incluso 100 ml, 150
ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml o mas pueden ser sometidos a la etapa de filtraciéon antes de que la fraccién retenida se
ponga en contacto después con la superficie de separacion. De esta manera, la etapa de filtracion se puede usar
para concentrar la fraccion retenida, lo que lleva a la reduccion del tiempo de procesamiento de la muestra y el
aumento del rendimiento global del procedimiento. Por el contrario, los procedimientos disponibles en la actualidad
se basan en el uso de perlas magnéticas que se afiaden a una muestra que se sospecha que comprende células
diana. En estos procedimientos, con las perlas magnéticas solamente se pueden incubar pequefios volimenes de
entre 2-5 ml del fluido de muestra, porque de lo contrario la probabilidad de un contacto entre las células diana y los
anticuerpos en la superficie de las particulas disminuye de forma significativa, lo que conduce a tasas de
recuperacion bajas. La etapa de filtracion inicial enriquece las células diana y, al mismo tiempo, elimina un nimero
considerable de globulos rojos y / o plaquetas que, de otro modo, interferirian con la posterior unién de las células
diana a las moléculas de afinidad sobre la superficie de separacion.

En una primera etapa del procedimiento de la invencién, la muestra se filtra a través de un elemento de filtro que
tiene poros, orificios o aberturas con un tamafio de entre 0,5 y 5 ym. Mediante el uso del elemento de filtro, se
extraen los globulos rojos y / o plaquetas de la muestra que, de otro modo, podrian interferir con la union de las
células diana, por ejemplo, células tumorales diseminadas, a sus moléculas de afinidad correspondientes en la
superficie de separacion. Los globulos rojos (eritrocitos) son células de la sangre no nucleadas tienen un diametro
medio de 5-8 ym, que son responsables por el transporte de oxigeno en la sangre. Se ha encontrado que debido a
la alta deformabilidad de estas células, los elementos de filtro con un tamafio de poro de tan solo 0,5 um pueden
usarse de manera efectiva para la eliminacion de la gran mayoria de estas células. Los glébulos rojos tienen una
forma aplanada y pueden formar estructuras tubulares que son capaces de pasar a través de aberturas que tienen
un tamafo que es significativamente inferior al diametro medio de los glébulos rojos en su estado aplanado relajado.

Del mismo modo, las plaquetas son células sin nucleo que por lo general tienen un diametro medio de entre 1-2 ym
y un cierto grado de deformabilidad, lo que significa que también son capaces de pasar a través de los poros de los
elementos de filtro que tienen el tamafio de poro mencionado anteriormente. Por el contrario, las células nucleadas,
tales como leucocitos o células tumorales, son generalmente mayores de 5 ym y tienen una capacidad limitada para
deformarse. Esas células quedaran retenidas por el elemento de filtro contemplado para el uso en el procedimiento
de la invencion. Como se muestra en el ejemplo 6 mas adelante, fue posible facilmente mediante seleccion del
elemento de filtro adecuado separar las células tumorales y los leucocitos de la mayoria de los glébulos rojos y las
plaquetas en una muestra de sangre entera humana, sin ninguna pérdida considerable de células tumorales.

La filtracion en la etapa (a) del procedimiento anterior elimina una parte considerable de los glébulos rojos presentes
en la muestra. Preferentemente, el proceso de filtracion elimina aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 40
%, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 8 0%,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 95 % o incluso hasta aproximadamente el 96 %, aproximadamente el
97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o mas de los eritrocitos que estan presentes en la
muestra. El proceso de filtracion en la etapa (a) es también adecuado para eliminar una porcién considerable de las
plaquetas presentes en la muestra. Preferentemente, el proceso de filtracion elimina aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 8 0%, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 95 % o incluso hasta aproximadamente el
96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o mas de las plaquetas que
estan presentes en la muestra. Las células nucleadas, tales como leucocitos o células tumorales, son retenidas por
el elemento de filtro, de modo que la filtracién se puede usar para enriquecer la fraccidon de estas células con
respecto a los glébulos rojos o plaquetas, respectivamente.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "elemento de filtro" se refiere a un medio o material que
comprende poros distribuidos regular o irregularmente que permiten el paso a través del elemento de filtro de células
o compuestos por debajo de un cierto umbral de tamafio o diametro, al tiempo que retiene otras células, agregados
o0 compuestos que tienen un tamafo o diametro superior al umbral de tamafio o diametro. El elemento de filtro para
uso en la practica del presente procedimiento puede incluir todo tipo de medios o materiales de filtro utilizados
habitualmente y puede tener cualquier forma y tamafio. Por ejemplo, el elemento de filtro, que preferentemente tiene
forma de lamina, puede consistir en o comprender una o mas telas tejidas o no tejidas, una o mas laminas
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perforadas, una o mas tamices o mallas, uno o mas materiales microporosos, una o0 mas membranas o0 una
combinacién de dos o mas de tales materiales. Tal como se utiliza habitualmente en la tecnologia de filtro, el término
"poro" denota agujeros, orificios y aberturas proporcionados en todos los materiales anteriores. Asi, por ejemplo, en
el caso de una malla de alambre o tela tejida, los poros son las mallas individuales o aberturas de malla con el
tamafio de poro dl tamafio de la malla, y en el caso de un tamiz, los poros son las aberturas individuales del tamiz.
Se prefiere que el elemento de filtro comprenda o consista en una sola capa de uno de estos materiales o
comprenda o consista en al menos dos capas de estos materiales. Por ejemplo, el elemento de filtro puede
comprender o consistir en una o mas membranas o filtros de membrana, tales como los que se utilizan
habitualmente para el filtrado de materia particulada de un fluido liquido o gaseoso.

En cualquier caso, de acuerdo con la invencion, el tamafio de poro del elemento de filtro esta entre 0,5y 5 ym, por
ejemplo, 0,5, 1, 2, 3, 4 o 5 ym. Preferentemente, el tamafo de poro del elemento de filtro esta entre 1y 2 ym. En
este sentido, el tamafio de un poro particular, se entiende en el presente documento como el didametro minimo a
través de ese poro. En otras palabras, el tamafo de poro como se usa en el presente documento es idéntico al
diametro del cuerpo esférico mas grande que todavia es capaz de pasar a través del poro.

En particular, el elemento de filtro puede comprender o consistir en una tela tejida o no tejida. Tal como se utiliza en
el presente documento, la expresion "tela no tejida" se refiere a una estructura similar a una red, en la que
orientados al azar las fibras, filamentos o hilos estan entrelazados de una manera no alineada o aleatoria. Los filtros
no tejidos pueden estar compuestos por cualquier material que no interfiera sustancialmente con el objeto de
separar los glébulos rojos y las plaquetas de las células diana. En particular, el material no debe ser tal que se
produzca cualquier adhesion sustancial de los glébulos rojos o plaquetas, lo que impediria un paso eficaz de estas
células a través del elemento de filtro. Del mismo modo, el material debe tampoco debe permitir ninguna adhesion
inespecifica sustancial de las células diana, por ejemplo, las células tumorales diseminadas, al material de filtro, que
pueda impedir la posterior transferencia de las células diana a la superficie de separacion. Los elementos de filtro
hechos de telas no tejidas que permiten la separacion de células son bien conocidos en la técnica y pueden consistir
en diversos materiales, tales como celulosa o derivados de celulosa, incluyendo, acetato de celulosa, nitrato de
celulosa, hidroxipropilcelulosa (HPC), hidroxietilcelulosa (HEC), hidroxibutilmetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa.
Otros materiales de uso habitual para los filtros no tejidos incluyen policarbonato, almidén de hidroxietilo,
polisulfonas, poliétersulfonas, poliamidas, poliétercetonas, polieterimidas, poliarilenos, éteres de polifenileno, fluoruro
de polivinilideno (PVDF), politetrafluoroetileno (PTFE) y similares, asi como cristal. Los materiales de filtro no tejidos
se pueden fabricar mediante varios procesos conocidos, por ejemplo, soplado por fusion, hilatura, tendido al aire,
conformado en huimedo y procedimientos de formacién de red por cardado. La produccion de telas no tejidas se
describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N° 4.340.563 y 3.849.241. Filtros no tejidos adecuados también
estan disponibles de varios proveedores diferentes, por ejemplo, de Carl Roth (Karlsruhe, Alemania), Schleicher y
Schuell (Dassel, Alemania) y Satorius (Goéttingen, Alemania).

En una realizacion preferida particular, el elemento de filtro usado en los procedimientos de la invencién comprende
o consiste en una tela tejida. Tal como se utiliza en el presente documento, una "tela tejida" se refiere a un material
que se ha preparado por un proceso de tejido, es decir, mediante el entrelazado de fibras, filamentos o hilos de la
urdimbre y la trama. Las fibras, filamentos o hilos de la urdimbre y la trama se cruzas, preferentemente en angulos
esencialmente rectos, en giros por encima o por debajo de cada uno. Esto se traduce preferentemente en un textil
con aberturas de malla cuadradas o rectangulares que tienen un tamario de malla definido que se puede utilizar para
separar particulas con un tamario definido. De acuerdo con la invencion, el tamafio de poro o de malla del elemento
de filtro tejido es de entre 0,5 y 5 ym, por ejemplo, 1, 2, 3,4 0 5 ym, en el que el tamafo de una malla o abertura
concreta se entiende en el presente documento que es el diametro minimo a través de esa malla o abertura. En
otras palabras, el tamafio de malla p abertura como se usa en el presente documento es idéntico al diametro del
cuerpo esférico mas grande que todavia es capaz de pasar a través de la malla o abertura. Las telas tejidas
adecuadas para su uso en los presentes procedimientos incluyen telas de tamizado, como las utilizadas
habitualmente en tamices de seda o procedimientos de impresion offset. La tela tejida para su uso en el presente
procedimiento puede, en particular, comprender o consistir en poliamida, poliamidas aromaticas, polietileno,
polipropileno, poliéster, polifluorocarbono, poliacrilonitrilo, poliuretano, poliacrilato, nylon, sulfuro de polifenileno,
politetrafluoroetileno, polibencimidazol, y similares. Los filtros tejidos adecuados se pueden adquirir de diferentes
proveedores, por ejemplo, la poliamida textil monofilamento 6.6. monofilamento de Schwegmann Filtrations-Technik
GmbH, Gelsdorf, Alemania; PA1/1-PA 5/1 de Franz-Eckert GmbH, Waldkirch, Alemania; Sefar Nitex 03-1/1 o Sefar
Nitex 03-5/1 o Sefar Petex 07-5/1 de Sefar AG, Heiden, Suiza.

Los elementos de filtro tejidos o no tejidos, ademas, pueden estar recubiertos con capas bioinertes que suprimen
cualquier interaccion con las células presentes en la muestra. Estas capas bioinertes pueden comprender, por
ejemplo, proteinas bloqueantes adecuadas tales como BSA o caseina o un recubrimiento hidréfilo tal como un
hidrogel, o una capa oxidada hidréfila que se puede preparar mediante oxidacion (en plasma) de elementos de filtro
organicos.

Otros elementos de filtro preferidos que se pueden utilizar en los procedimientos de la presente invencion incluyen
microtamices hechos mediante grabado de materiales basados en obleas de silicio, tales como nitruro de silicio. Los
tamices se preparan mediante procedimientos de semiconductores avanzados que proporcionan una capa de
separacion muy delgada y poros de tamafio uniforme. Mediante el uso de esta tecnologia se pueden preparar poros
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y aberturas que tienen un diametro de 0,35 pm. Los elementos de filtro adecuados se pueden adquirir mediante, por
ejemplo, fluXXion B.V., (Eindhoven, Paises Bajos) o mediante Aquamarijn Micro Filtration B.V. (Zutphen, Paises
Bajos) con el nombre comercial microsieve®.

Otros elementos de filtro adecuados incluyen estructuras poliméricas preparadas mediante un proceso de moldeo
con separacion de fases. Esta tecnologia utiliza una mezcla de un polimero en un sistema de disolvente / no
disolvente para formar una estructura tridimensional sobre un molde. Mediante la seleccién de la combinacion
adecuada de polimero disolvente/no disolvente se pueden producir estructuras microporosas con tamaros de poro
en el intervalo de 0,5 pm a 1 ym. Los elementos de filtro moldeados que se basan en esta tecnologia incluyen los
proporcionados mediante Aquamarijn Micro Filtration B.V. (Zutphen, Paises Bajos).

La muestra o la muestra diluida se pueden filtrar a través del elemento de filtro simplemente proporcionando una
diferencia de presion entre los dos lados del elemento de filtro, siendo la presion mayor en el lado de la presion al
que se proporciona la muestra y a la que se forma la fraccion retenida. Por ejemplo, dicha diferencia de presién se
puede crear ventajosamente mediante la utilizacion adecuada de gravedad o mediante la utilizacion adecuada de
diferencias en la presion hidrostatica. Dependiendo de la configuracion especifica seleccionada para la etapa de
filtracion y en funcion de los parametros del elemento de filtro (en particular, el tamafio de poro o de malla del
elemento de filtro), el experto sera capaz de ajustar la presion que debe aplicarse para la realizacion de la muestra a
través del elemento de filtro. En pocas palabras, la presiéon debe ser lo suficientemente alta para eliminar
eficazmente los glébulos rojos y / o las plaquetas que estan presentes en la muestra forzandolos a atravesar el
elemento de filtro. Por otro lado, la presion debe ser lo suficientemente baja como para no dafiar a las células diana
ni empujarlas a través del elemento de filtro. El elemento de filtro se puede utilizar de diversas formas, siempre que
el elemento de filtro seleccionado se pueda adaptar en el proceso de filtracién especifica. Por ejemplo, si se utiliza
un conjunto de dos camaras como se define a continuacion y se ilustra en las figuras 8-9, un elemento de filtro que
comprende una o mas laminas planas se utiliza preferentemente entre las dos camaras. También se pueden usar
otras formas del elemento de filtro, por ejemplo, los elementos en forma de embudo o depresiones en forma de v.

Como alternativa, la etapa de filtrado del procedimiento de la invencion también se puede lograr simplemente sobre
la base de la difusion. Por ejemplo, se puede elegir una configuracion cuando la muestra que comprende las
plaquetas y / o los glébulos rojos esta separada por el elemento de filtro de una solucion tampén que esta
desprovista de las plaquetas y / o glébulos rojos. El tampdn puede ser, por ejemplo, cualquiera de los tampones
mencionados anteriormente en el contexto de dilucién de la muestra. Si se incubaron durante un periodo de tiempo
suficiente, las plaquetas y / o globulos rojos presentes en la muestra atravesaran el elemento de filtro para crear un
equilibrio entre las diferentes concentraciones en la muestra y el tampdn. Este proceso de difusion dirigido puede
mantenerse y estar soportado mediante la eliminacion continua de cualquiera de plaquetas y / o glébulos rojos que
atraviesan el elemento de filtro de dicho tampoén (por ejemplo, mediante la sustitucion de del tampén). En
realizaciones en las que el filirado se logra mediante difusion pura, también es posible utilizar elementos de filtro en
forma de bolsas selladas que incluyen la muestra con las células diana. Los elementos de filtro sellados se pueden
sumergir en un medio tampon adecuado (por ejemplo, PBS) que esta desprovisto de glébulos rojos y plaquetas. Los
glébulos rojos y / o las plaquetas en el elemento de filtro similar a una bolsa penetran gradualmente en el medio
circundante. Preferentemente, las células que entran en el medio se eliminan, por ejemplo, mediante la sustitucion
repetida o continua del medio que contiene las células sanguineas por medio fresco. Esto se puede lograr, por
ejemplo, mediante el uso de una bomba peristaltica a un caudal de 5 ml / min.

Para prefiltracion, se puede usar un elemento de filiro que tiene un tamafo de poro de 10-30 um en el proceso de
filtrado de acuerdo con la invencion, en particular si la muestra biolégica es una muestra de sangre. El elemento de
filtro para la prefiltracion se utiliza para eliminar los agregados de células que pueden formarse por agregacion de
leucocitos y plaquetas o por la interaccion de fibrina, fibrindgeno y otros componentes de la sangre. Por lo tanto, los
procedimientos de la presente invencion pueden incluir una etapa que precede a la etapa (a) del procedimiento
anterior, en el que la muestra se filtra a través de un elemento de prefiltro que tiene un tamafio de poro o de malla de
entre 10 y 30 um. El elemento de prefiltro puede comprender o consistir en los materiales mencionados
anteriormente junto con el elemento de filtro.

Las células diana que el presente procedimiento busca enriquecer y / o aislar son, preferentemente, células que se
producen a concentraciones bajas en la muestra. De acuerdo con una realizacion preferida particular, las células
diana son células tumorales, preferentemente células tumorales diseminadas y, mas preferentemente, células
tumorales diseminadas humanas. Las células tumorales diseminadas son células cancerosas que se han
desprendido del tumor primario y circulan en la sangre periférica ose enriquecen en la médula 6sea. Estas células
estan presentes en la sangre o la médula 6sea a concentraciones muy bajas, por lo que su deteccion y aislamiento
generalmente es complicado. Por ejemplo, las células tumorales circulantes en la sangre normalmente estan
presentes a una concentraciéon de aproximadamente 1 en de 10 a 10”8 eucocitos. Por el contrario, la concentracion
de glébulos rojos esta en el intervalo de 4-6 x 10° células por ml de sangre humana. Las plaquetas estan presentes
en la sangre a una concentracion de aproximadamente 1,5-3,0 x 10° células por ml de sangre. El alto numero de
glébulos rojos y plaquetas en la sangre tiene el efecto adverso de que la unién de las células diana, tales como
células tumorales que flotan en el torrente sanguineo, a través de moléculas de unién especificas (por ejemplo,
anticuerpos) en una superficie de separacion, por ejemplo, una particula magnética o una superficie de soporte
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recubierta, a menudo es ineficaz, porque la mayoria de las células diana no interaccionan suficientemente con sus
moléculas de unién correspondientes para proporcionar una unioén a la matriz de separacion.

Las células tumorales diseminadas que se quieren detectar mediante el procedimiento de la presente invencion
pueden originarse a partir de un tumor primario de cualquier tipo de cancer, por ejemplo, de los siguientes tumores
primarios: cancer de prostata, cancer cervical, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de colon, cancer de
cerebro, cancer de pulmén, cancer bronquial, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de piel, cancer de cabeza
y cuello, canceres hematoldgicos, cancer cervical, cancer de ovarios, cancer de estébmago, cancer de rifidn, cancer
de utero, cancer de huesos, cancer de esofago, cancer de laringe, cancer nasofaringeo, cancer orofaringeo, cancer
testicular, cancer de vulva, hepatoma, carcinoma de las glandulas salivales, cancer de tiroides, cancer de
paratiroides, linfomas, sarcomas, cancer de vesicula biliar, cancer de células germinales, mieloma multiple, cancer
del intestino delgado, cancer de timo, y similares. Preferentemente, el tipo de cancer del que derivan las células
tumorales diseminadas es un carcinoma, es decir, un tumor de origen epitelial, mas preferentemente un carcinoma
de mama, de colon, de pulmén o de préstata.

Ademas de las células tumorales, otros tipos de células que rara vez estan presentes en la sangre o la médula 6sea
pueden ser células diana, tales como células plasmaticas, subtipos raros de linfocitos, por ejemplo, células de
memoria, células blastocistos, células fetales, células de la placenta, y similares.

Después de separar las células diana a partir de globulos rojos y / o plaquetas, las células que han sido retenidas
por el elemento de filtro se transfieren a, o se ponen en contacto con, una superficie de separacién. Se puede usar
cualquier procedimiento que es adecuado para establecer un contacto entre las células en la fraccion retenida y la
superficie de separacion. Por ejemplo, cuando la superficie de separacion es un portaobjetos recubierto, las células
diana se pueden resuspender en un pequefio volumen de tampon (si es necesario) y se transfieren mediante
pipeteado sobre la superficie de deslizamiento. El tampdn puede ser, por ejemplo, cualquiera de los tampones
mencionados anteriormente en el contexto de diluciéon de la muestra. La alicuota que contiene la fraccién retenida
normalmente tendra un volumen de entre 0,5 y 8 ml, por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 7 ml. Si es
necesario, la alicuota se puede diluir con los tampones citados anteriormente para dar volimenes de 10, 20, 20, 30,
40 o 50 ml. Como alternativa, cuando la superficie de separacion por afinidad es una particula pequefa, tal como
una perla magnética con anticuerpos inmovilizados sobre la misma, las células diana se pueden resuspender en
tampon y las perlas se afiaden posteriormente a la suspension celular para una incubacion adicional. Ademas, la
superficie de separacion puede estar en forma de particulas, por ejemplo particulas de vidrio o particulas de una
resina, de modo que las células diana que se han resuspendida en un volumen pequefio de tampoén pueden llevarse
a través de una columna de cromatografia llena de dichas particulas. Ademas, la superficie de separaciéon puede
tener la forma de un capilar a través del cual se lleva a cabo una suspension que comprende las células diana.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresidon "superficie de separacion" en general se refiere a
cualquier superficie portadora de al menos un tipo de molécula de afinidad adecuada para unirse selectivamente a
una estructura predeterminada sobre la célula diana. La superficie de separacion puede ser una superficie de la
particula, por ejemplo, la superficie de una perla, tal como una perla magnética o perla de vidrio, que se modifica
mediante la inmovilizacion de moléculas de afinidad, tales como anticuerpos, que estan dirigidas a las estructuras
antigénicas definidas de la las células diana. Como alternativa, la superficie de separacion puede ser la superficie de
un soporte sustancialmente plano, tal como la superficie de un portaobjetos, por ejemplo, un portaobjetos de vidrio o
de plastico. En un ejemplo preferido, la superficie de separacion es parte de un biochip, preferentemente hecho de
vidrio o plastico transparente. La superficie de separacion también puede estar presente como un material de resina
de cromatografia. Los materiales de soporte mencionados anteriormente pueden estar provistos de un recubrimiento
para hacer que la superficie de separacion sea bioinerte. Esto significa que se evita que las células se adsorban de
forma no especifica a la superficie. De acuerdo con un aspecto particularmente preferido, la superficie de separacion
se recubre con una capa de polimero hidréfilo natural o sintético. Preferentemente, los polimeros hidréfilos forman
una estructura tridimensional en el material de soporte que esta altamente hidratado. De acuerdo con lo anterior, tal
red de polimero se denomina a menudo "hidrogel". Un hidrogel puede contener hasta un 99 % o mas de agua,
mientras que el contenido de polimero puede ser de 1 % o incluso inferior. Los procedimientos para preparar
hidrogeles para su uso en la presente invencion se describen, por ejemplo, en el documento WO 02/10759. Esta
solicitud internacional describe el uso de capas de mediador de adherencia que proporcionan el acoplamiento de los
polimeros de hidrogel al material de soporte Los recubrimientos de hidrogel proporcionados en el documento WO
02/10759 son particularmente preferidos para su uso en el procedimiento de la presente invencién.

Se pueden usar diversos polimeros hidréfilos para el recubrimiento de hidrogel. Por ejemplo, el recubrimiento puede
comprender o consistir en polisacaridos, polialcoholes, poliéteres, poliamidas, acidos policarboxilicos, polisulfatos,
polisulfonatos, polifosfatos, polifosfonatos y / o combinaciones o derivados funcionalizados de los mismos. Tales
funcionalizaciones incluyen, por ejemplo, isotiocianatos, isocianatos, azidas de &acidos carboxilicos, N-
hidroxisuccinimidas, N-acilimidazoles, derivados de cloruro de sulfonilo, aldehido, ceto, glioxal, oxirano, carbonato,
arilhalogenuro, imidoésteres, anhidridos, alquilos de haldégeno, acilos de de halégeno, maleimidas, aziridinas,
acriloilos, sulfhidrilos, disulfuros, diazoalcanos, diazoacetilos, carbamatos de imidazolilo, hidrazidas, diazo,
arilazidas, benzofenonas, diazopiruvatos o diazirinas. Una funcionalizacién preferida adicional implica derivados de
acido nitrilotriacético (NTA), de modo que los ligandos o anticuerpos se pueden inmovilizar por medio de un quelato
de metal. Los derivados de estreptavidina y / o biotina también son adecuados para funcionalizaciéon. De acuerdo
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con un ejemplo preferente, el recubrimiento de hidrogel comprende o consiste en polimeros de policarboxilato. De
acuerdo con un ejemplo preferente adicional, el recubrimiento de hidrogel tiene una carga ligeramente negativa, tal
como se mide, por ejemplo, mediante determinacién del potencial Zeta.

El recubrimiento de hidrogel puede ser de cualquier espesor que permita la captura de las células diana sobre la
superficie del hidrogel. Preferentemente, el recubrimiento de hidrogel tiene un espesor de entre aproximadamente
100 nm y aproximadamente 5000 nm, preferentemente entre aproximadamente 500 nm y aproximadamente 3000
nm, por ejemplo, aproximadamente 600 nm, aproximadamente 700 nm, aproximadamente 800 nm,
aproximadamente 900 nm, aproximadamente 1.000 nm, aproximadamente 1100 nm, aproximadamente 1200 nm,
aproximadamente 1300 nm, aproximadamente 1400 nm, aproximadamente 1500 nm, aproximadamente 1600 nm,
aproximadamente 1700 nm, aproximadamente 1800 nm o aproximadamente 1900 nm. El espesor del recubrimiento
se puede determinar mediante procedimientos rutinarios disponibles en la técnica anterior, por ejemplo, mediante
microscopia de fuerza atémica o elipsometria.

El recubrimiento proporciona preferentemente una estructura de superficie tridimensional en la que las cadenas del
polimero hidréfilo estan alineadas al menos parcialmente vertical a la superficie del sustrato, es decir, en forma de
cepillo. Debido a su mayor superficie en comparacion con las estructuras planas, tales superficies de hidrogel en
forma de cepillo muestran una capacidad de inmovilizacion particularmente mejorada para biomoléculas, tales como
anticuerpos y otras moléculas de afinidad que son capaces de unirse a las células diana. Se ha encontrado que los
recubrimientos de hidrogel de tipo cepillo, en particular los que comprenden o consisten en ciertos polimeros de
policarboxilato, proporcionan una superficie excelente para unir selectivamente las células a un soporte sélido para
la deteccidn y / o cuantificacion posterior. Las superficies de hidrogel preferidas para su uso en la presente invencion
estan disponibles, por ejemplo, como portaobjetos recubiertos HC o HCX de XanTec bioanalytics GmbH, Dusseldorf,
Alemania.

La superficie de separacion comprende uno o mas tipos diferentes de moléculas de afinidad que se unen
selectivamente a las células diana en la muestra, de modo que se permite de este modo la separacion de las células
diana de cualquier otra célula presente en la fraccion retenida después de la eliminacion de glébulos rojos y / o
plaquetas. Las "moléculas de afinidad" se conocen ampliamente como moléculas que se unen a estructuras
predeterminadas de las células, preferentemente a estructuras de proteinas o de sacarido que estan presentes en la
superficie de las células diana. Las moléculas de afinidad son, preferentemente, moléculas de proteinas, tales como
receptores, lectinas, ligandos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, acidos nucleicos (tales como aptameros),
estructuras de sacaridos, o combinaciones de los mismos.

De acuerdo con la presente invencion, el uso de moléculas de anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos es particularmente preferido para la unién de la célula diana. En el contexto de la presente invencion, el
término "anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos), anticuerpos antiidiotipicos, anticuerpos quiméricos, y anticuerpos humanizados,
siempre y cuando muestren actividad inmunoldgica deseada, es decir, la unién especifica a las células diana. En
particular, debe entenderse que el término comprende cualquier tipo de molécula de anticuerpo artificial que se
preparé mediante técnicas de injerto y similares. Los anticuerpos para su uso en el presente procedimiento pueden
ser de cualquier clase de isotipo, tal como IgG, IgM, IgA, IgE, e IgD, asi como sus subclases, por ejemplo, 1gG1,
IgG2 y similares.

Ademas de los anticuerpos completos, la presente invencion también se refiere a fragmentos de unién a antigeno de
un anticuerpo que se unen especificamente a la célula diana. Como se usa en el presente documento, un fragmento
de unién a antigeno de un anticuerpo es un fragmento que conserva al menos una parte de la actividad de unién
especifica de toda la molécula de anticuerpo de la estructura antigénica particular de la célula diana, por ejemplo,
una célula tumoral diseminada. Los fragmentos de unién a antigeno de la invencion pueden comprender los
fragmentos Fv, Fab, F(ab') y F(ab'). . Se incluyen ademas en la expresiéon "fragmento de union a antigeno" son
fragmentos de anticuerpo de una sola cadena Fv y fragmentos Fv unidos por disulfuro (dsFv). Los procedimientos
para la produccién recombinante de fragmentos de anticuerpos se han descrito en la técnica anterior y comprenden,
por ejemplo, técnicas tales como expresion en fagos o expresion en ribosomas. Los fragmentos de anticuerpos
recombinantes producidos por estos procedimientos pueden purificarse y analizarse para determinar la afinidad de
union y la especificidad para las células diana, por ejemplo, células tumorales.

La inmovilizacién de moléculas de afinidad especificas por una superficie de separacién recubierta por hidrogel se
puede hacer de diferentes maneras. El procedimiento estandar, que es adecuado para la mayoria de aplicaciones,
implica el acoplamiento covalente de las moléculas de afinidad a través de funcionalidades amino o hidroxilo a un
hidrogel preactivado con N-hidroxisuccinimida (NHS). Como las moléculas de afinidad inmovilizadas estan unidas
covalentemente al recubrimiento de hidrogel en lugar de estar adsorbidas, el proceso de inmovilizacién es
igualmente adecuado para todo tipo de moléculas de afinidad, por ejemplo, anticuerpos, proteinas, péptidos,
compuestos de PM bajo, acidos nucleicos, y similares, siempre y cuando estas moléculas de afinidad lleven grupos
reactivos adecuados, tales como restos e amino, (di)sulfuro o aldehido. Para estrategias de acoplamiento
alternativas, en la técnica anterior también estan disponibles recubrimientos funcionalizados con estreptavidina,
proteina A, disulfuro o hidrazida. Los tampones que contienen la molécula de afinidad se pueden aplicar a toda la
superficie de separacion o transferir a regiones definidas de dicha superficie. Es facilmente posible combinar
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diferentes moléculas de afinidad en un sustrato. En un ejemplo preferido, la superficie de separacién recubierta con
hidrogel comprende 2 o mas moléculas de afinidad que tienen diferentes especificidades de union, tales como 2, 3,
4, 0 5 anticuerpos diferentes.

Las superficies de separacion pueden, por supuesto, también comprender diferentes tipos de moléculas de afinidad,
tales como diferentes anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se dirigen contra las mismas o diferentes
estructuras antigénicas de la misma célula diana. Como alternativa, cuando se desea el enriquecimiento simultaneo
de diferentes tipos de células diana dentro del mismo proceso, las superficies de separacién pueden comprender
también diferentes anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que estan dirigidos contra diferentes células diana.
Preferentemente, la densidad total de moléculas de afinidad en las superficies de separacion esta en el intervalo de
aproximadamente 0,1 a aproxmadamente 100 ng/mm por ejemplo aproxmadamente 0.5 ng/ mm?,
aproxmadamente 1 ng/ mm?, aproxmadamente 5 ng/ mm?, aproxmadamente 8 ng/ mm?, aproxmadamente 10 ng/
mm?, aprOX|madamente 15 ng/ mm?, aprOX|madamente 20 ng/mm aprOX|madamente 30 ng/mm aproxmadamente
40 ng/mm aproxmadamente 50 ng/mm aproxmadamente 60 ng/mm aproxmadamente 70 ng/mm
aproximadamente 80 ng/mm aproximadamente 90 ng/mm aproximadamente 100 ng/mm 0 a densidades incluso
superiores. Se prefiere particularmente que las densidades anteriores se refieran a moléculas de afinidad que son
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. También se prefiere que las capacidades de union de las moléculas de
afinidad que se inmovilizan en la superficie de separacion no se vean afectadas sustancialmente por el proceso de
acoplamiento. Después de la inmovilizacion en la superficie de separacion, las moléculas de afinidad, por ejemplo,
los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, retienen mas del 50 %, preferentemente mas del 60 %, mas del 70 %,
mas del 80 %, mas del 90 %, y mas preferentemente mas del 95 % de su capacidad de unién original por la
molécula diana, es decir, la capacidad de unién por la diana sin inmovilizacion.

Las moléculas de afinidad, por ejemplo, los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno derivados de los
mismos, se seleccionan en base a su capacidad para exhibir union selectiva a las células diana, por ejemplo, a las
células tumorales. Como se usa en este documento, unién selectiva significa que la molécula de afinidad se une a la
célula diana con al menos aproximadamente 4 veces mas fuerza, por lo general con mas de aproximadamente 5
veces mas fuerza, con mas de aproximadamente 6 veces, con mas de aproximadamente 8 veces, con mas de
aproximadamente 10 veces, con mas de aproximadamente 15 veces, con mas de aproximadamente 20 veces, con
mas de aproximadamente 50 veces, o incluso con mas de aproximadamente 100 veces mas fuerza con respecto a
la unién a una célula no diana en la muestra, como se refleja , por ejemplo, por el valor Kp de del par molécula de
afinidad/ligando diana. Por ejemplo, cuando se utiliza una muestra de sangre entera en el procedimiento de la
invencion, la molécula de afinidad no deberia presentar ninguna unién sustancial a los leucocitos que estan
presentes en el filtrado obtenido en la etapa (a) del procedimiento.

En un aspecto adicional, las moléculas de afinidad en las superficies de separacién pueden ser receptores, lectinas,
ligandos o porciones funcionales de los mismos. Ademas, se pueden usar moléculas de afinidad con una baja
afinidad por las estructuras en las células diana. Aunque una interaccién solo generalmente no sera lo
suficientemente estable para un proceso de separacion, el efecto de colaboracién de varias interacciones débiles
distribuidas en el area de contacto de una célula con la superficie de separacion tiene como resultado una
interaccion suficientemente fuerte y especifica. Esto es una ventaja significativa sobre las técnicas de separacion
basadas en nanoparticulas de la técnica anterior, ya que el area de superficie relativamente pequefia de esas
particulas es demasiado pequefia como para permitir un mecanismo colaborador de este tipo.

En un ejemplo preferido, las células diana que se desea enriquecer y / 0 aislar son células tumorales diseminadas
que estan unidas a una superficie de separacion, por ejemplo, una superficie de soporte recubierta con hidrogel, a
través de anticuerpos o fragmentos de los mismos que tienen una afinidad de unién especifica por el marcador de la
superficie celular de estas células tumorales. Los marcadores de superficie adecuados de las células tumorales
diseminadas son bien conocidos en la técnica e incluyen el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la
molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM o CD326), el receptor del factor 1 de crecimiento de la insulina (IGF-1
R), el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2), la citoqueratina 19 (CK19), la citoqueratina 20 (CK20),
la mucina 1 (MUC1), la mucina 2 (MUC2), el antigeno de membrana epitelial humano (EMA), el antigeno epitelial
(Ber-EP4), el receptor alfa de folato (FRalpha). Otros marcadores se tratan ampliamente en la literatura, véase, por
ejemplo, Pantel y col., (2008), Nature Reviews, 8, 1-12; Pantel y col., (2009), Nat Rev Clin Oncol., 6(6):339-51.

De acuerdo con lo anterior, los anticuerpos para su uso como moléculas de afinidad en el procedimiento
comprenden un anticuerpo anti-EpCAM, tale como el clon de anticuerpo 323A3 (disponible en Kamiya Biomedical
Company, Seattle, EE.UU.), el clon de anticuerpo MK-1-25 (disponible en Acris, Herford, Alemania), el clon de
anticuerpo AUA1 (disponible en Novus Biologicals, Littleton, EE.UU.), clon de anticuerpo 158206 (disponible en
R'n'D Systems GmbH, Wiesbaden, Alemania), clon de anticuerpo 528 (disponible en Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Alemania), un anticuerpo anti-IGF-1R, tal como CP-751,871 (disponible en Pfizer Pharma AG, Berlin,
Alemania), un anticuerpo anti-CD19 , tales como los disponibles en Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg,
Alemania a los que se hace referencia en los numeros de catalogo sc-70563, sc-18895, sc-70560, sc-70559, sc-
70561, sc-21714, sc-65295, sc-52311, sc-69736, sc-65255, sc-8498, sc-52378, sc-20922, sc-18884, sc-18894, sc-
19650, sc-51529, sc-8500-R, sc-13507, sc-53191, sc-8499, sc-18896 y sc-69735); un anticuerpo anti-MUC1, tales
como los disponibles en Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Alemania a los que se hace referencia en los
numeros de catalogo sc-71611, sc-71610, sc-71612, sc-71613, sc-59931, sc-71614, sc-59794, sc-59795, sc-59796,
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sc-59797, sc-52347, sc-6827, sc-53376, sc-59798, sc-52085, sc-59799, sc-53377, sc-6826, sc-59793, sc-59800, sc-
15333, sc-25274, sc-53379, sc-52086, sc-52087, sc-52088, sc-52089, sc-52090, sc-52091, sc-52092, sc-52093, sc-
6825, sc-53380, sc-73595, sc-53381, sc-56441, sc-65589, sc-65220, sc-69644, sc-73606, sc-80889, sc-73605, sc-
7313, y sc-52094; un anticuerpo anti-MUC2, tales como los disponibles en Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Alemania a los que se hace referencia en los numeros de catalogo sc-59859, sc-7314, sc-15334, sc-
23170, sc-23171, y sc-13312; un anticuerpo anti-CK19, tales como los disponibles en Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Alemania a los que se hace referencia en los niumeros de catalogo sc-53258, sc-53257, sc-33110, sc-
33120, sc-25724, sc-33111, sc-33119, sc-53003, y sc-56371; un anticuerpo anti-CK20, tales como los disponibles en
Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Alemania a los que se hace referencia en los nimeros de catalogo sc-
25725, sc-17112, sc-52320, sc-70918, sc-56522, sc-56372 y sc-58730; un anticuerpo anti-antigeno de membrana
epitelial, tal como el clon E29 de Dako Deutschland GmbH, Hamburgo, Alemania; un anticuerpo anti-antigeno
epitelial, tal como el clone Ber-EP4 de Dako Deutschland GmbH, Hamburgo, Alemania; un anticuerpo anti-egfr, tal
como sc-120 disponible en Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Alemania. Otros anticuerpos adecuados son,
por ejemplo, el anticuerpo VU-1-D9 de Novocastra Deutschland, Berlin, Alemania; el anticuerpo KS5 + 8.22 / C22 de
Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg Alemania; el anticuerpo A45-BB3-Cy3 de Micromet, Munich, Alemania; el
anticuerpo Mov18/Zel de Enzo Life Sciences GmbH, Lérrach, Alemania. También se contempla el uso de fragmentos
de unién a antigeno de los anticuerpos anteriores.

En un ejemplo del procedimiento divulgado, las células diana en la muestra se pueden preincubar con una molécula
de afinidad adecuada, por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos mencionados anteriormente, antes
de poner en contacto las células diana con la superficie de separacion. Por ejemplo, las células diana pueden
preincubarse en una etapa inicial con uno o mas anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que estan dirigidos a
ciertos marcadores de la superficie de la célula diana. La superficie de separacion comprende inmovilizar las
moléculas de afinidad que a su vez estan dirigidas a las moléculas de afinidad utilizadas para la preincubacion. Por
ejemplo, cuando las moléculas de afinidad utilizadas para la preincubacion de las células diana en la muestra son
anticuerpos de raton, una superficie de separacion adecuada comprenderia anticuerpos anti-raton o fragmentos de
los mismos que capturan los anticuerpos de ratén que se han unido a las células diana en la etapa de preincubacion.
El mismo principio puede usarse mediante preincubacion de la muestra que contiene las células diana con
anticuerpos biotinilados, tales como los anticuerpos IgG biotinilados, que estan dirigidos a los antigenos de
superficie especificos de las células diana respectivas. Estos anticuerpos marcados pueden capturarse mediante el
uso de superficies de separacion que se modifican para comprender moléculas de afinidad que se unen
selectivamente al resto de biotina de los anticuerpos, tal como estreptavidina. Preferentemente, cualquier anticuerpo
biotinilado no unido se elimina de la muestra después de la etapa de preincubacion, por ejemplo, mediante la etapa
de filtracién del procedimiento.

Después de poner en contacto las células obtenidas de la fraccion retenida con la superficie de separacion, las
células se incuban con la superficie en condiciones adecuadas para permitir la unién de las células a sus moléculas
de afinidad correspondientes. Dependiendo de la naturaleza de la superficie de separacion y las moléculas de
afinidad seleccionadas para la captura de las células diana, las condiciones de incubacién pueden variar. El experto
podra facilmente identificar los parametros 6ptimos que se deben aplicar para una superficie de separaciéon dada.
Por ejemplo, los tiempos de incubacion pueden variar desde aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 10
horas, pero normalmente estaran en el intervalo de entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 8 horas,
preferentemente entre aproximadamente 2 y aproximadamente 6 horas, por ejemplo, 3, 4, 0 5 horas. La temperatura
estara en el intervalo de aproximadamente 10 °C a aproximadamente 40 °C, preferentemente de aproximadamente
20 °C a aproximadamente 40 °C, mas preferentemente de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 36 °C. En
un aspecto preferido particular, la incubacién de la muestra que contiene las células diana se llevara a cabo a
temperatura ambiente, por ejemplo, a de 22 °C a 25 °C.

En un ejemplo sencillo, una parte alicuota de liquido que contiene la fraccion retenida de la etapa de filirado se
transfiere sobre la superficie de separacion, por ejemplo, mediante pipeteo, y posteriormente se incuba. La alicuota
que contiene la fraccion retenida normalmente tendra un volumen de entre 0,5 y 8 ml, por ejemplo,
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, o 7 ml. Si es necesario, la alicuota se puede diluir con los tampones citados
anteriormente para dar volumenes de 10, 20, 20, 30, 40 o 50 ml. La incubacién no necesariamente tiene que implicar
la agitacion de la superficie de separacion. Sin embargo, se prefiere la agitacion de la superficie de separacion para
una unién mejorada de las células diana a la superficie. Por ejemplo, cuando la superficie de separacion es un
portaobjetos sustancialmente plano, la incubacion se puede realizar colocando el portaobjetos en una placa Petri o
un tubo de cytospin que se agita en un agitador de plataforma oscilante con una velocidad de rotacién entre 0,2 y 60
rpm, preferentemente de 10 a 20 rpm, por ejemplo, 15 rpm.

Como alternativa, la superficie de separacion puede girar lentamente en la alicuota liquida que contiene la fraccion
retenida de la etapa de filtrado o puede introducirse en un tubo giratorio lleno con dicha alicuota. Otra opcidon mas es
(si es necesario varias veces) hacer fluir la muestra sobre una superficie de separacién plana, opcionalmente
inclinada (por ejemplo, de aproximadamente 30 ° a 40 °, preferentemente de aproximadamente 35 °), por ejemplo,
un portaobjetos recubierto. En tal ejemplo, la superficie del portaobjetos puede sumergirse parcial o completamente
en un tampon fisiolégico adecuado (véase, por ejemplo, los tampones definidos anteriormente en el contexto con la
dilucion de la muestra). Dado que las células en la muestra tienen una densidad especifica mayor que el tampén,
fluiran a lo largo de la superficie de separacion inclinada en la direccion de la parte inferior del dispositivo.
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En un ejemplo aun mas preferido, la incubacién se lleva a cabo en un dispositivo de flujo continuo, por ejemplo, un
dispositivo tal como se representa en la figura 10.

En el caso de particulas recubiertas, la suspension de particulas se mezcla con la muestra purificada y se agita
suavemente, como por ejemplo en un tubo cerrado en un incubador rotatorio a baja velocidad.

Después de que las células y la superficie de separacién se han incubado en condiciones que permiten la unién de
las moléculas de afinidad a las células diana, se eliminan todas las células no unidas y los materiales no unidos.
Esto se logra mediante la separacién de la superficie de separacion de tales células y materiales no unidos.
Preferentemente, esta etapa también incluye el lavado de la superficie de separacion con un tampdn de lavado
adecuado, tal como los tampones de isoosmoldricos mencionados anteriormente en el contexto con dilucion de la
muestra.

Es posible aislar células diana en un estado nativo que permite el posterior procesamiento aguas abajo de las
células. Por ejemplo, las células aisladas mediante el procedimiento descrito anteriormente pueden cultivarse en
medios de cultivo celular estandar. Esta es, por ejemplo, una ventaja particular con células tumorales que puede
caracterizarse adicionalmente después del aislamiento. Como ventaja adicional, las células obtenidas mediante el
procedimiento divulgado en el presente documento muestran una morfologia celular intacta en comparacion con las
células aisladas de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica anterior. Como se muestra en la figura 7,
las células aisladas con sistemas habituales basados en particulas magnéticas (por ejemplo, Veridex) tienden a
perder su forma esférica. En consecuencia, muchas células no se identificaran debido a una pérdida del nucleo, una
relacion de plasma-nucleo no regular y la aparicion de restos celulares que se tifien positivamente para los
marcadores para la deteccién de anticuerpos, lo que conduce a resultados falsos positivos. Por el contrario, la
morfologia esférica de las células tumorales capturadas mediante el procedimiento de la invencion no se ve alterada
debido al hecho de que las células no estan acopladas a las particulas de bordes afilados y se unen a una superficie
suave que flota en la parte superior de macromoléculas.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un procedimiento para la deteccion y/o cuantificacion de las células
diana en una muestra, en la que la muestra comprende glébulos rojos y / o plaquetas. El procedimiento comprende

a) realizar un procedimiento como se ha descrito anteriormente en el contexto con el aislamiento y / o
enriquecimiento de las células diana; y

b) detectar y / o cuantificar las células diana por medios adecuados.

Los procedimientos para detectar células diana que se han capturado son bien conocidos en la técnica anterior. Por
ejemplo, estos procedimientos se pueden basar en la deteccidon de moléculas marcadoras, por ejemplo, estructuras
de proteina o sacarido de superficie o secuencias de nucledtidos, que son altamente especificas de las células diana
que se desea detectar y / o cuantificar. La eleccion de moléculas marcadoras adecuadas dependera de la célula
diana en particular y el experto no tendra problemas para seleccionar moléculas marcadoras adecuadas y las
correspondientes moléculas de afinidad que se unen especificamente a estas moléculas marcadoras.

De acuerdo con un aspecto adicional, la deteccion y / o cuantificacion de las células diana se puede realizar
mediante el uso de moléculas de afinidad marcadas de forma detectable, tales como anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos marcados de manera detectable. Las moléculas de afinidad que se van a usar en la etapa de deteccién
y / o cuantificacion pueden ser, por ejemplo, las mismas moléculas que se han descrito en otro lugar del presente
documento para la inmovilizacién en las superficies de separacion. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos que estén marcados o que se puedan detectar por si mismos mediante anticuerpos
secundarios marcados.

De acuerdo con otro aspecto, la deteccién y / o cuantificacion de las células diana implica sondas de ADN marcadas
de forma detectable. Mas preferentemente, la deteccion y / o cuantificaciéon comprenden hibridacion fluorescente in
situ (FISH). Varios protocolos para la realizacion de un analisis FISH utilizando sondas marcadas de diferente
longitud en las células diana intactas estan disponibles en la técnica (por ejemplo, deteccion de amplificacion de
EGFR usando sondas de ADN especificas). En un ensayo de hibridacién in situ, las células diana que se van a
detectar y / o cuantificar estan tipicamente permeabilizadas y el ADN de las células se funde parcialmente. Después,
se pone en contacto el ADN con una solucién de hibridacién a una temperatura moderada para permitir la
hibridacion de sondas marcadas fluorescentemente especificas de la secuencia de acido nucleico particular
seleccionado para la deteccion de las células diana. Por ejemplo, cuando se desea la deteccion y / o cuantificacion
de células tumorales procedentes de un tejido epitelial en la sangre, se puede usar una sonda de acido nucleico
marcada dirigida a EGFR, HER2, PI13-quinasa, c-myc, akt, y similares. La sonda que se ha hibridado con el ADN de
las células tumorales muestra un numero de manchas de EGFR de mas de 2, por ejemplo 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 0 mas,
y se puede distinguir del ADN de los leucocitos que pueden haberse adsorbido a la superficie de separacion (2
manchas a lo sumo). Las sondas FISH normalmente estan marcadas con uno o mas indicadores fluorescentes.
Después de la hibridacién con la sonda, las células diana se lavan a una rigurosidad predeterminada o a una
rigurosidad creciente hasta que se obtiene una relacion sefial — ruido apropiada. Después, las sondas hibridadas se
monitorizan, por ejemplo, mediante microscopio de fluorescencia. Mediante el uso de multiples sondas de acidos
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nucleicos con diferentes colores de fluorescencia, se puede realizar un analisis multicolor (es decir, para diferentes
secuencias) en una sola etapa en la superficie de separacion. Las sondas de acido nucleico utilizadas en los
ensayos FISH son generalmente mas largas que las utilizadas, por ejemplo, en la transferencia de tipo Southern.
Las sondas FISH pueden tener un tamafio de aproximadamente 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 o hasta 100 kb, o incluso
de 200, 300 o 400 kb. Las sondas FISH se pueden marcar directamente (por ejemplo, mediante el uso de colorantes
fluorescentes) o marcar indirectamente (por ejemplo, mediante un hapteno, tal como digoxigenina o biotina). Se
prefiere el uso de marcadores fluorescentes, de modo que se pueda observar directamente el resultado de la
hibridacion con el ADN gendémico de la muestra de ensayo (por ejemplo, células de tejido derivado de biopsia). Los
kit de marcaje para el marcado de fluorescencia se pueden obtener de diferentes fabricantes, tal como los kit de
marcaje SpectrumOrange, SpectrumGreen, y SpectrumRed que se pueden adquirir en Vysis Inc., Downer's Grove,
lllinois, EE.UU.

Por supuesto, es también posible combinar uno o mas de los procedimientos anteriores para detectar y / o
cuantificar las células diana con el fin de mejorar la sensibilidad. Por ejemplo, la deteccion y / o cuantificacion
pueden basarse en un procedimiento combinado de hibridacion fluorescente in sifu y la deteccion basada en
anticuerpos, como se describe a continuacion en los ejemplos.

De acuerdo con un aspecto, la deteccion y / o cuantificacion de las células diana implican una PCR, preferentemente
una PCR en tiempo real. En este enfoque, se usan cebadores dirigidos a genes marcadores, que son habituales
para las células diana respectivas, para amplificar productos que indican la abundancia de estas células en una
muestra. Por ejemplo, si la célula diana es una célula tumoral, tal como una célula tumoral diseminada, se puede
usar uno o mas genes que codifican el marcador de superficie celular especifico tratado anteriormente como moldes
para la amplificacion por PCR. Para una célula tumoral diseminada, los genes adecuados que codifican marcadores
de superficie adecuados son aquellos que codifican, por ejemplo, el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), la molécula de adhesién celular epitelial (EpCAM o CD326), el receptor del factor 1 de crecimiento de la
insulina (IGF-1 R), el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2), la citoqueratina 19 (CK19), la
citoqueratina 20 (CK20), la mucina 1 (MUC1), la mucina 2 (MUC2), y similares. En un aspecto particularmente
preferido, se usa una combinacién de cebador dirigido a diferentes genes marcadores para la deteccion y / o la
cuantificacion de las células diana.

Ademas, la deteccion de células tumorales se puede lograr utilizando procedimientos fotoacusticos de dos colores.
De este modo, el uso de nanotubos de carbono recubiertos de oro como un segundo agente de contraste permite la
deteccion multiplex (véase, por ejemplo, Galanzha vy col., (2009), Nat. Nanotechnol. 4, 855).

A continuacion, aspectos ventajosos de ejemplo de realizaciones preferidas de la invencién se explican con mas
detalle con referencia a las figuras.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra la incubacion de la linea de células tumorales de mama que expresan EGFR, MDA-MB-468, que
estan presentes en el suero humano, sobre una superficie de hidrogel derivada parcialmente de anticuerpo.
Izquierda: Superficie de hidrogel funcionalizado con IgG anti-EGFR. Esquina superior derecha: superficie de hidrogel
blanco (control).

La Fig. 2 muestra una comparacion de unioén no especifica (NSB) de leucocitos de diferentes preparaciones sobre
superficies variables de policarboxilato (HC) (con y sin anticuerpo). Se prepararon fracciones de leucocitos a partir
de sangre entera mediante a) centrifugacion en gradiente de densidad o b), c) por tamizado celular.La incubacion se
realizdé en 2 ml de PBS que contiene de 0,96 a 1,15 millones de células en tubos de centrifugacion Cytospin con
portaobjetos HCX modificados con EpCAM (XanTec bioanalitica GmbH, Dusseldorf, Alemania) y portaobjetos HC no
reactivos (XanTec bioanalytics GmbH, Dusseldorf, Alemania).

La Fig. 3 muestra una representacion esquematica de un recubrimiento de hidrogel que puede usarse
preferentemente en el procedimiento de la invencion. El sustrato (3) esta recubierto con una capa de estimulacion de
la adhesion (2) y un polimero hidrofilo (1), el ultimo de los cuales tiene una estructura similar a un cepillo. El polimero
hidréfilo (1) esta dispuesto verticalmente a la superficie del sustrato, de modo que una multiplicidad de grupos
funcionales (4) esta disponible para la inmovilizacion de las moléculas de afinidad.

La Fig. 4 muestra una ilustracion esquematica de una realizacion de la disposicion ari para llevar a cabo la etapa de
filtracion.

La Fig. 5 muestra una ilustracion esquematica de otra realizacion de la disposicion ari para llevar a cabo la etapa de
filtracion.

La Fig. 6 muestra la tasa de recuperacion de las células tumorales MDA-468 tras la separacion por afinidad usando
un portaobjetos de hidrogel modificado con anticuerpos.

La Fig. 7 muestra una comparacion de la morfologia celular después de diferentes procesos de aislamiento de
células; A y B: las células tumorales capturados por el sistema Veridex estan rodeadas por particulas magnéticas
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recubiertas por el anticuerpo anti-EpCAM y plaquetas agregadas. La morfologia esférica de las células capturadas
se pierde; C: células tumorales capturadas en los portaobjetos HC recubiertos con el anticuerpo anti-EpCAM.

La Fig. 8 muestra una ilustracion esquematica de otra realizaciéon mas de la disposicion ari para llevar a cabo la
etapa de filtracion.

La Fig. 9a ilustra un primer procedimiento de realizacion de la etapa de filtracion que utiliza la disposicién de la figura
8.

Las Figs. 9b y 9c ilustran un segundo procedimiento de realizacion de la etapa de filtracion que utiliza la disposicion
de la figura 8.

La Fig. 10 muestra una ilustracion esquematica de una realizacién de la disposicion ari para llevar a cabo la etapa de
separacion.

Las Figs. 11 ay 11 b muestran una ilustracién esquematica de una realizacion adicional de una disposicion para la
realizacién de la etapa de separacion.

En la Fig. 4, una disposicion para la realizacion de la etapa de filtracion comprende un depdésito de muestras 1 para
recibir y contener la muestra diluida o sin diluir que posiblemente incluya las células diana. El depdsito 1 tiene una
abertura de salida 2 a través de la cual, en funcionamiento, la muestra sale del depdsito 1 y entra en un conducto 3.
Como se muestra en la Fig. 4, la abertura de salida 2 esta dispuesta preferentemente en la parte inferior del depdsito
1y el depdsito 1 y el conducto 3 estan dispuestos preferentemente de tal manera que la liberacion la muestra desde
el depdsito 1 al conducto 3 y el movimiento de la muestra dentro del conducto 3 se efectuan por gravedad, o al
menos la gravedad ayuda. A lo largo de la presente descripcion de las figuras, términos tales como "inferior" y
"superior" se refieren a la orientacion que se muestra en las figuras.

Ademas del depdsito 1, un deposito adicional 4 puede proporcionarse opcionalmente para recibir y contener una
solucién o tampdén que puede servir para diluir la muestra. El depésito 4 tiene una abertura de salida 2 a través de la
cual, en funcionamiento, la solucion sale del depdsito 4 y entra en un conducto 6. De nuevo, la abertura de salida 5
esta dispuesta preferentemente en la parte inferior del depdsito 4 y el depdsito 4 y el conducto 6 estan dispuestos
preferentemente de tal manera que la liberacion la muestra desde el dep6sito 4 al conducto 6 y el movimiento de la
muestra dentro del conducto 6 se efectian por gravedad, o al menos la gravedad ayuda. El conducto 6 esta
conectado al conducto 3 de tal manera que la muestra y la solucion se pueden mezclar.

El extremo de liberaciéon 7 del conducto 3 esta dispuesto de tal manera que la muestra, opcionalmente mezclada con
la solucion desde el depdsito 4, se puede suministrar de forma continua, discontinua o intermitente a un componente
de filtro generalmente cilindrica 8 que esta dispuesto dentro de un contenedor 9.

El componente de filtro 8 comprende en su extremo longitudinal inferior una placa 10 y en su extremo longitudinal
superior un anillo 11. La placa 10 y el anillo 11 estan interconectados mediante una pluralidad de barras
longitudinales (no mostradas en las figuras). Un elemento de filtro con forma de lamina 12 esta dispuesto
anularmente cerrado alrededor de la disposicion de las barras de tal manera que forma la superficie circunferencial
del componente de filtro cilindrico 8. En este sentido, también es posible que el elemento de filtro en forma de lamina
12 esté dispuesto de forma anular cerrada en el interior del espacio definido por las barras uniéndole a la cara
interior radial de cada una de las barras. La placa 10 y el anillo 11 pueden tener, por ejemplo, una forma circular,
ovalada, cuadrada, rectangular, hexagonal u de otro tipo, teniendo el componente de filtro cilindrico 8 una forma de
seccion transversal correspondiente.

Por medio de esta construccion, la muestra alimenta desde el extremo de liberacién 7 del conducto 3 puede entrar
en el componente de filtro 8 a través de la abertura del anillo 11, y el filtrado sale del componente de filtro 8 a través
del elemento de filtro 12 y se recoge dentro del recipiente 9. Se proporciona un conducto adicional 13, por ejemplo,
conectado a la parte inferior del recipiente 9, a través de cuyo conducto 13 el filtrado puede eliminarse del
contenedor 9, por ejemplo, mediante drenaje bajo la influencia de la gravedad o mediante la utilizacion de bombas o
dispositivos de aspiracion adecuados. Se proporciona un recipiente adicional 14 para recoger el filtrado retirado del
recipiente 9.

En funcionamiento, el flujo de la muestra hacia el interior del componente de filtro 8 y / o la velocidad de eliminacion
del filtrado desde el recipiente 9 se controlan de tal manera que el nivel absoluto de la superficie 15 del liquido
dentro del componente de filtro 8 es mas alto que el nivel de la superficie 16 del liquido dentro del recipiente 9. De
esta manera, ventajosamente se mantiene una diferencia de presion hidrostatica en ambos lados del elemento de
filtro 12 que obliga al filtrado a pasar a través del elemento de filtro 12.

Opcionalmente se puede proporcionar un conducto de gas 17 para la introduccion de gas en el filtrado para generar
ventajosamente un movimiento dentro del liquido.

En una realizacion alternativa se muestra esquematicamente en la figura 5 una disposicion para la realizacion de la
etapa de filtracion es una disposicion de filtracion de flujo cruzado 20. De la forma usual, comprende dos conductos
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21, 22 que se extienden en paralelo y en contacto unos con otros, y un elemento de filtro 23 esta dispuesto en
aberturas alineadas en las paredes laterales de los conductos 21, 22 de forma que el liquido es capaz de pasar a
través del elemento de filtro 23 entre los dos conductos 21, 22. En funcionamiento, un flujo 24 de la muestra diluida o
sin diluir se introduce en un extremo del conducto 21 de tal manera que se pasa tangencialmente a través del
elemento de filtro 23. Un flujo en direccién opuesta 25 de un medio fisioldgico se introduce en el extremo opuesto del
conducto 22 de tal manera que se pasa tangencialmente a través de la cara opuesta del elemento de filtro 23.
Manteniendo una presién mas alta dentro del conducto 21, el filtrado es forzado a través del elemento de filtro 23
hacia el interior del conducto 22 de tal manera que la fraccion retenida 26 sale del conducto 21 y una mezcla 27 del
filtrado y el medio fisioldgico sale del conducto 22.

Una forma de realizacion alternativa adicional de una disposicién para la realizacién de la etapa de filtracién se
muestra esquematicamente en la Figura 8. Esta disposicién 30 comprende dos cuerpos 31 y 32 que, en la
realizacion ilustrada, tienen una forma cuboide. Los cuerpos 31 y 32 se disponen de un modo tal que las superficies
38ay 38b del cuerpo 31y el cuerpo 32, respectivamente, se extienden en paralelo y a una distancia una de otra. De
esta manera, hay un hueco o separacion 39 presente entre los dos cuerpos 31y 32.

En cada una de las superficies 38a y 38b, se forma un hueco 31 de una y 32a, respectivamente, en el cuerpo
respectivo 31 y 32, respectivamente. En la realizacion ilustrada, los huecos 31a y 32a tienen igualmente una forma
cuboide. Las aberturas de los huecos 31a y 32a, que estan enfrentadas, se cierran mediante un elemento de filtro
habitual 33 dispuesto adecuadamente en la separacion 39 entre los cuerpos 31 y 32. A fin de asegurar un cierre
sellado de los huecos 31a y 32a, el elemento de filtro 33 se puede llevar en un bastidor que tiene 33a una
construccion anular y estando provisto de elementos de sellado adecuados, en el que los elementos de sellado
acoplan herméticamente las superficies 38a y 38b y rodean las aberturas de los huecos 31ay 32a.

Dos conductos 34 y 36 se extienden desde el hueco 31 a y se proyectan desde la superficie 40a opuesta a
superficie 38a y dos conductos 35 y 37 se extienden desde el hueco 32a y se proyectan desde la superficie 40b
opuesta a la superficie 38b, y estos conductos 34, 35, 36 y 37 permiten introducir fluidos en y eliminarlos del interior
de los huecos 31a y 32a. Por lo tanto, en principio es posible por medio de esta disposicion 30 realizar una filtracion
de flujo cruzado similar al caso descrito con referencia a la Figura 5 introduciendo adecuadamente un flujo de la
muestra diluida o sin diluir a través de por ejemplo, el conducto 34 y un flujo de un medio fisiologico a través de, por
ejemplo, el conducto 37.

Sin embargo, la disposicion 30 mostrada en la Figura 8 es particularmente ventajosa para la realizacion de dos
procedimientos diferentes de filtracion.

El primer procedimiento, en el que la disposiciéon 30 no se mueve y esta orientada de tal manera que el elemento de
filtro 33 y la separacion 39 se extienden en un plano vertical, se ilustra en la Figura 9a. Para una filtracion eficaz,
ambos huecos 31 y 32a estan primero llenos con tampdn hasta un nivel de aproximadamente 50 % del volumen del
hueco interior. Posteriormente, la muestra diluida o sin diluir se introduce a través de, por ejemplo, el conducto 35 en
el hueco 32a, de modo que eleva el nivel de liquido dentro del hueco 32a en comparaciéon con el nivel de liquido
dentro de de hueco 31a. De esta manera, se crea una diferencia de presion hidrostatica en ambos lados del
elemento de filtro 33 que fuerza al filtrado a través del elemento de filtro 33. Por supuesto, también es posible llenar
inmediatamente el hueco 32a a un nivel adecuado con una mezcla de tampo6n y muestra.

El segundo procedimiento, en el que la disposicion 30 realiza un movimiento de balanceo y esta orientada
inicialmente de tal manera que el elemento de filtro 33 y la separacion 39 se extienden en un plano horizontal, se
ilustra en las Figuras 9b y 9c. Al principio, ambos huecos 31a 'y 32a se llenan de nuevo con tampoén hasta un nivel de
aproximadamente 50 % del volumen del hueco interior. Posteriormente, la muestra diluida o sin diluir se introduce a
través por ejemplo, el conducto 35 en el hueco 32a. A partir de la orientacion horizontal mostrada en la Figura 9b, la
disposicion 30 se pone en un movimiento de balanceo, preferentemente lento, alternativamente mediante la
inclinacion de la disposicion 30 en dos direcciones opuestas, como se ilustra en la Figura 9c. El angulo maximo de
inclinacién preferido es 25 °. En las posiciones inclinadas asumidos en el curso del movimiento de balanceo de la
disposicion 30, los volumenes de liquido en los dos huecos 31a y 32a contactan entre si a través de porciones del
elemento de filtro 33. Debido al movimiento de balanceo, el area de contacto se desplaza a través toda la superficie
del elemento de filtro 33. EI movimiento de balanceo puede efectuarse ventajosamente por medio de un agitador de
balanceo.

La Figura 10 muestra una vista en seccion transversal de una disposicion 50 para poner en contacto la fraccion
retenida producida por medio de la etapa de filtracibn con una superficie de separaciéon. La disposicion 50
comprende un portaobjetos 51, preferentemente rectangular, que tiene la superficie de separacion 52.

Ademas, la disposicion 50 comprende dos cuerpos 53 y 54 que, en la realizacién ilustrada, tienen una forma
cuboide. En la superficie superior 55 del cuerpo inferior 54 se proporciona un hueco 56 que esta conformado y
dimensionado para recibir el portaobjetos 51 junto con un elemento de sellado anular 59 y tal que al menos el
elemento de sellado 59 se proyecta ligeramente desde la superficie 55. Un hueco correspondiente 57 se proporciona
en la superficie inferior 58 del cuerpo superior 53. Este ultimo hueco 57 esta dimensionado y conformado para recibir
con acoplamiento la porcién de la elemento de sellado. 59 que se proyecta desde la superficie 55 del cuerpo inferior
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54 cuando los dos cuerpos 53 y 54 estan unidos entre si con las dos superficies 55 y 58 que son adyacentes y que
se extienden paralelas entre si como se explicara en mas detalle mas adelante.

En funcionamiento, el portaobjetos 51 se posiciona dentro del hueco 56, y el elemento de sellado anular 59 se
coloca en la parte superior del portaobjetos 51. Este elemento de sellado 59 esta dimensionado y conformado de tal
manera que se acopla circunferencialmente a la superficie de separacion superior 52 del portaobjetos 51 en una
region del borde del mismo. Después, el cuerpo 53 se coloca en la parte superior del cuerpo 54 de tal manera que el
elemento de sellado anular 59 se recibe dentro del hueco 57, y los dos cuerpos 53 y 54 se aseguran de un modo fijo
uno al otro por medio de, por ejemplo, tornillos que se introducen a través de una pluralidad de taladros
correspondientes 60 y 61 en los cuerpos 53 y 54, respectivamente. Los huecos 56 y 57 estan dimensionados de tal
manera que en esta posicion la superficie de separacion 52 del portaobjetos 51 esta separada de 3 a 500 ym de la
pared interior 62 del hueco 57.

En el cuerpo superior 53 se proporcionan dos orificios pasantes que tienen secciones de gran diametro 63a y 63b,
respectivamente, y una seccion de diametro pequefio 64a y 64b de diametro, respectivamente. Las secciones de
diametro pequefio 64a y 64b se abren en el hueco 57. Por lo tanto, es posible, en funcionamiento, introducir la
fraccion retenida a través del orificio pasante 63a, 64a en el hueco 57 en un extremo del mismo, y eliminar el filtrado
del hueco 57 en el extremo opuesto a través del orificio pasante 63b a través de, 64b, con la fracciéon retenida
fluyendo a lo largo y en contacto con la superficie de separacion 52. Debido a la estrecha separacion entre la
superficie de separacion 52 y la pared interior 62 del hueco 57, el flujo es esencialmente y de manera ventajosa un
flujo laminar.

Ademas, es posible llenar de forma simultanea la fraccion retenida en ambos orificios pasantes 63a, 63b y 64a, 64b
y poner la disposicién en un movimiento de balanceo como se muestra esquematicamente en las figuras 11ay 11b.
En estas figuras, los orificios pasantes 63a, 63b y 64a, 64b tienen una forma conica con el fin de reducir el volumen
muerto.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de una muestra de ensayo que contiene células tumorales

Las células MDA-468 cultivadas derivadas de carcinoma de mama humano se tifieron previamente con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Pierce / ThermoScientific) sin permeabilizacion. DAPI es un colorante fluorescente
catiénico que se une a ADN ricos en adenina-timina. DAPI se utiliza regularmente para la tinciéon de los nucleos
celulares. Las células tefiidas se pueden contar mediante inspeccién visual o mediante dispositivos automatizados
adecuados. Las células se lavaron dos veces con Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) para eliminar el
exceso de colorante. Cada suspension de células pretefidas se controlé para la emisién de fluorescencia. Las
alicuotas de las células tumorales se contaron manualmente y se enriquecieron en muestras de sangre entera
humana recogidas de donantes sanos mediante venopuncion en tubos de recogida con EDTA para prevenir la
coagulacion. Las muestras de sangre se usaron en un plazo de 4 horas desde la obtencion. Para las pruebas de
recuperacion, las células tumorales se diluyeron a un ndmero de células de entre 50 y 500 células / 100 pl para
minimizar la dilucion y los errores de recuento.

Ejemplo 2
Preparacion de una tela tejida para el tamizado celular

El filtro de un conjunto de administracion de sangre (Sarstedt AG & Co; 74.4255) se separo y se retir6 el filtro de
tejido. Una lamina de una tela tejida (Sefar AG, Sefar Nitex 03-5/ 1, Sefar Petex 07-5 / 1) que tiene un tamafo de
malla de 1 ym se fijé en la rejilla del filtro mediante el uso de un adhesivo. Después de fijar la tela tejida a la rejilla del
filtro, se retird cualquier disolvente restante que derive del adhesivo al vacio durante 30 minutos. Se realizé una
prueba de fugas con una suspension celular de monocitos de la capa leucocitaria obtenida mediante centrifugacion
de 500 ml de sangre sobre la totalidad del volumen de la rejilla de filtro. La rejilla de filtro preparada de este modo se
fij6 en el centro de un vaso de precipitados mediante el uso de un adhesivo médico de doble cara (50 ym de
espesor) de manera que la parte inferior cerrada de la rejilla de filtro estaba en contacto con la parte inferior del vaso
de precipitados.

Ejemplo 3
Eliminacion de los globulos rojos y las plaquetas de la muestra

Se prefiere prehumidificar la rejilla de filtro preparada en el ejemplo 2 para evitar la adhesion no especifica inicial de
las células a la unidad de filtro. Por lo tanto, se afiadié un volumen de z10-15 ml de un tampdn fisiolégico y
isoosmolarico (por ejemplo, PBS) a la rejilla de filtro. La filtracion se llevd a cabo en un ensamblaje tal como se
representa en la figura 4. El tampon se aplico al el centro de la rejilla de filtro cilindrica por un conducto que se
encuentra 1-2 cm por encima de la abertura de la rejilla del filiro. Se fijé un caudal de 1 ml / min con una bomba
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peristaltica Una muestra de sangre tal como se preparé en el ejemplo 1 (almacenada durante 24 horas en agitacion
a temperatura ambiente) que contiene entre 10 y 120 células MDA-468 por ml en los experimentos de
enriquecimiento se aplico a la rejilla de filtro mediante un segundo conducto con un caudal de de 100-200 pl/min. De
esta manera, se pudieron obtener diluciones de las muestras de sangre de en una proporcién de aproximadamente
1:5a1:10.

Debido al tamafio de malla estrecha del elemento de filtro tejido, el menisco de liquido en el compartimiento interior
de la rejilla del filtro era mas alto que el menisco en el vaso de precipitados que encierra la rejilla de filtro (véase la
Figura 4). La presion resultante condujo a la eliminacion de los glébulos rojos y las plaquetas que pasaron las mallas
del elemento de filtro tejido y se enriquecieron en el vaso de precipitados. Para mantener el menisco en el vaso de
precipitados, un conducto de residuos se fijé en la parte inferior del vaso de precipitados que estaba conectado con
una bomba peristaltica. El caudal del conducto de residuos se calculé como la suma de los caudales desde el
conducto de la muestra y el conducto del tampdn. Después de aplicar un volumen predeterminado de una muestra
de sangre entera, se detuvo la adicion de solucién tampodn a la rejilla del filtro. Debido al drenaje continuo del tampdn
por el conducto de residuos, el volumen de liquido en el elemento de filtro también disminuy6. El drenaje se detuvo
en un volumen de aproximadamente 1-3 ml de suspension celular que quedaba en el elemento de filtro. Después, la
suspension de células retenidas se pipeteé en un tubo de reaccion. Para asegurar que todas las células en el
dispositivo de filtro se transfirieron a la camara de incubacion, la cara interior del elemento de filtro se lavé cinco
veces con 2 ml de PBS y después se pipeted al tubo. El tubo se centrifugd a 800 rpm durante 2 minutos. El
sobrenadante de 9 ml se descartd y el sedimento celular con el volumen residual se resuspendié en 1 ml de PBS
para su posterior transferencia a un portaobjetos de hidrogel.

Ejemplo 4
Derivacion de un portaobjetos recubierto con hidrogel para planificacion

Un portaobjetos con hidrogel de policarboxilato pre-activado (SL-HCX-5, XanTec Bioanalytics GmbH, Dusseldorf,
Alemania) se cubrid con 20 pl de una solucién de anticuerpos anti-EpCAM/Trop-1 (AF960; RnD Systems,
Minneapolis, EE.UU.). Antes de acoplamiento, el anticuerpo se dializé frente a una solucién de acetato sédico 5 mM
(pH 5,0). La solucion de anticuerpo se seco en condiciones ambientales (temperatura ambiente y humedad relativa
de 50-75 %), y la solucion se incubé adicionalmente durante 20 minutos adicionales en dichas condiciones después
del secado. En la siguiente etapa, todo el portaobjetos se colocé en un plato Petri y se cubrié con una solucion 1 M
de etanolamina a pH 8,5, en agitacion suave durante 20 minutos. Se llevaron a cabo dos etapas de lavado durante
10 minutos cada una con agitacién en la placa Petri utilizando solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para
eliminar la etanolamina residual. Para el almacenamiento posterior, el portaobjetos se aclard con agua destilada y se
seco en una fuerte corriente de nitrogeno. Los portaobjetos preparados de esta manera estaban listos para la
incubacion con las suspensiones de células derivadas de la sangre obtenidos a partir de los ejemplos 1-3 que
contenian las células MDA-468.

Como alternativa, a fin de proporcionar un portaobjetos recubierto con hidrogel para panning con un fondo
particularmente bajo de células no cancerosas unidas inespecificamente (por ejemplo, leucocitos de la sangre), un
portaobjetos de hidrogel (SL-HC-5, XanTec Bioanalytics GmbH, Dusseldorf, Alemania) se colocé en una placa Petri
o una gradilla de portaobjetos adecuada. Una soluciéon de activacion de MES 0,5 M, NHS 0,05 M con 0,01 a 0,025 %
(p / v) de EDC se preparé inmediatamente antes del uso. Los portaobjetos de hidrogel se cubrieron con esta
solucién y se incubaron durante 5 minutos con agitacion suave seguido de una incubacion en acido acético 2 mM
durante al menos 30 segundos. A continuacion, los portaobjetos se aclararon con agua destilada y se secaron en
una fuerte corriente de nitrégeno o mediante centrifugacion. Los portaobjetos hechos de acuerdo con este
procedimiento de activacion tienen una menor cantidad de éster de succinimidilo reactivo formado en el hidrogel en
comparacion con los portaobjetos HCX mencionados anteriormente y, por lo tanto, una capacidad de inmovilizacién
inferior para las biomoléculas (por ejemplo, anticuerpos) que disminuye el fondo de los leucocitos unidos no
especificamente durante la incubacion. La modificacion del hidrogel con anticuerpos puede realizarse como se ha
indicado anteriormente en relacion con el portaobjetos SL-HCX-5.

Ejemplo 5
Incubacion de las células tumorales en las superficies de hidrogel

2 ml de la suspension celular MDA-468 obtenida en el Ejemplo 3 anterior se transfirieron a continuacion a la camara
de incubacion de un sistema cito (Hettich AG, Alemania) con un portaobjetos recubierto con anticuerpo (SL-HCX-5,
XanTec bioanalytics, Dusseldorf, Alemania) ya montado en el agitador de la plataforma oscilante del cito-sistema A
(Heidolph Duomax 1030) con un angulo de inclinacién de 5° se ajusté a 2 ciclos / min. Las células se incubaron
durante 4 horas a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se descartd el sobrenadante. En la siguiente
etapa de lavado, se pipetearon 2 ml de PBS en la camara de incubacién. Después de la incubacién durante 4 horas
a temperatura ambiente, el tampoén de PBS se desechd y el lavado se repitié una vez.

Ejemplo 6
Determinacion de la tasa de recuperacion después de tamizar
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15 ml de sangre extraida de un voluntario sano como se ha descrito en el ejemplo 1 se dividieron en alicuotas de 5
ml. 110 (+/-2) células MDA-468 se enriquecieron en cada alicuota. El tamizado se llevd a cabo con cada una de las
tres alicuotas como se describe en el ejemplo 3. Después del tamizado, un volumen residual de aproximadamente 2
ml de suspension de células se dejo la rejilla del filtro. La rejilla del filtro que contiene la suspension celular se retird
después cuidadosamente del vaso de precipitados y se transfirié a un sistema cito-spin (Hettich) que se preparé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando un portaobjetos de vidrio de supercongelacién, de modo que
las aberturas de la rejilla del filtro estaba orientadas en la direccion del portaobjetos de vidrio. La deteccion de
células tumorales pretefiidas se llevd a cabo mediante microscopia de fluorescencia de forma manual y automatica (.
Genetix Ltd. New Milton, Hampshire, Reino Unido. Se alcanzaron tasas de recuperacion de 99 a 100 % (véase la
tabla 1 a continuacion).

Tabla 1: Tasa de recuperacion tras el tamizado

Numero de células (recuento manual) Numero de células (recuento automatico)
Alicuota 1 109 111
Alicuota 2 110 111
Alicuota 3 109 109

Ejemplo 7

Tasa de recuperacion en la separacion celular por afinidad con el portaobjetos de hidrogel modificado con
anticuerpo

Se extrajeron 75 ml de sangre entera de un voluntario sano como se ha descrito en el ejemplo 1, y la muestra
completa se sometid a la etapa de tamizado descrita en el ejemplo 3. Después de tamizar un volumen residual de
aproximadamente 3 ml de suspension de células quedd en la rejilla del filtro. La suspension de células se diluyd
hasta un volumen de 30 ml con PBS, y 14 partes alicuotas de 2 ml se pipetearon en tubos de cytospin (Hettich) que
se habian preparado con portaobjetos de HC-hidrogel recubiertos con anticuerpo en lugar de portaobjetos de vidrio
esmerilado de acuerdo con el protocolo del fabricante. Inmediatamente después de la transferencia de las
suspensiones celulares a los tubos cytospin, 120 (+/- 2) células MDA-468 previamente tefidas con DAPI se
enriquecieron en las alicuotas. La incubacion se llevé a cabo en un agitador de plataforma oscilante (Heidolph
Duomax 1.030) a una velocidad de 2 ciclos por minuto a temperatura ambiente. Los recuentos celulares se
determinaron después de 30, 60, 120, 180, 240, 300, y 360 minutos de incubacién sobre la superficie de hidrogel por
el recuento celular manual en un microscopio de fluorescencia (Leica DMLB, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania) para células MDA-468 previamente tefiidas con DAPI. Los recuentos de células medidas en muestras
paralelas se representan en la siguiente tabla 2. Una evolucion en el tiempo de las tasas de recuperacion se muestra
en la fig. 6.

Tabla 2: Tasa de recuperacion después de la separacion de los portaobjetos de hidrogel

Tiempo (min) Recuento 1 Recuento 2 Valor medio (%)

30 20 15 14,53
60 47 52 41,25
120 78 67 60,42
180 95 108 84,58
240 117 111 95

300 121 118 99,58
360 123 116 99,58

Ejemplo 8

Deteccion de células MDA-468 mediante FISH e inmunocitoquimica
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Células MDA-468 que se han aislado mediante el uso de un portaobjetos de hidrogel como se describe en el
ejemplo 5 se detectaron mediante un protocolo combinado para FISH e inmunocitoquimica. Este enfoque se centro
en la deteccién de aberraciones cromosdémicas y la expresion génica especifica de tumor. Para la deteccion de
amplificaciones génicas del gen EGFR mediante FISH, se prepararon sondas complementarias a la secuencia del
gen EGFR a partir de ADN de BAC (clones RP5-10191 E12) con el uso de del kit de aislamiento de construcciones
grandes de ADN (Qiagen, Alemania) y BioPrime@ Total Genomic Labelling System (Gibco Invitrogen, UK) de
acuerdo con los protocolos de los fabricantes.

Las células MDA-468 se fijaron en portaobjetos de hidrogel en la camara de incubacién de un sistema cito (Hettich
AG, Alemania) (en etanol helado al 75 % durante 2 minutos y se pretrataron con 100 pyg/ml de ARNasa A durante 40
minutos a temperatura ambiente. Después, las células se trataron en 1x tampén de citrato (pH 6,0, Dako,
Dinamarca) durante 3 minutos a 120 ° C. Las células se fijaron de nuevo en 1 % de formaldehido en 1 x PBS
durante 10 minutos y se deshidrataron en una serie de alcoholes. Las células secadas al aire se desnaturalizaron en
tampoén de desnaturalizacion (70 % de formamida, 0,6 x SSC, pH 7,4) durante 5 minutos a 73 °C y se deshidrataron
en una serie de alcoholes. 1 yl de ADN Cot Humano (Roche, Alemania), 0,5 yl de CEP7 Spectrum Aqua (Abbott
Molecular) como sonda de referencia y 2 ul de sonda marcada con naranja del espectro para el gen EGFR humano
en suspension en 6,5 yl de tampdn de hibridacién (Abbott Molecular) se aplicaron en la parte superior del
portaobjetos. Las muestras se desnaturalizaron durante 3 minutos a 95 °C y se hibridaron durante al menos 16
horas a 37 °C. Después, se lavaron 2 minutos en 2 x tampén SSC / NP-40 a 72 °C y a temperatura ambiente (TA).
Al dia siguiente, el portaobjetos se lavd 3 veces durante 10 minutos en 50 % de formamida / 2 x tampdn SSC, 2
veces durante 10 minutos en 2 x tampon SSC y 5 minutos en 0,1 x SSC/ 0,1% de tampdn Tween-20 a 46 °C. Las
células se permeabilizaron 3 veces durante 3 minutos en 1 x TBST. La unién no especifica se redujo en 20 minutos
de incubacion en suero de bloqueo (Dako, Dinamarca).

Los anticuerpos monoclonales de ratén primarios contra pan-citoqueratina (A45, Mikromet, Alemania) o vimentina
(DB Pharmingen ™) diluido a 1: 100 o 1: 200, respectivamente, en diluyente de anticuerpos DakoREAL ™ (Dako,
Dinamarca) se incubaron con las células durante 45 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, la muestra se
incubd con un anticuerpo secundario anti-ratébn marcado con Alexa-488 (MiBioTech) diluido a 1: 200 durante 45
minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, el portaobjetos se lavd 2 veces durante 3 minutos con 1XTBST y una
vez durante 3 minutos con 1 x PBS, y se sometié a contratincion con medio de montaje Vectashield®O con DAPI
(Vector Laboratories Inc.).

Las células positivas a citoqueratina o a vimentina, que no muestran morfologia apoptética o necroética, se analizaron
segun su dosis de genes EGFR. Ademas, se puntud un total de 500 positivas a citoqueratina o a vimentina conforme
a la frecuencia de las ganancias de EGFR y se compararon con la puntuacion obtenida en 3 voluntarios sanos. Las
muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia (MetaSystem GmbH, Zeiss, Alemania). Para cada célula,
la relacion entre la sonda objetivo y de referencia se conto y los recuentos medios de 20 células se tomaron para la
evaluacion, que contiene 2 sefiales minimas de referencia para la sonda CEP7. Se pudo demostrar que las células
MDA-468 albergaban de 3 a7 puntos para la sonda de EGFR marcada con fluoréforo y simultdneamente 2 puntos
para la sonda de referencia CEP7.

Ejemplo 9
Amplificacion del genoma entero

En un enfoque alternativo, las células MDA-468 en una superficie de hidrogel se detectaron mediante PCR. En una
primera etapa, las células MDA-468 en la superficie de hidrogel se enfriaron a 0 °C en hielo, se cubrieron con 9 pul de
tampon de la muestra GenomiPhi (GE Healthcare). Se realizé una transferencia de una célula a tubos de reaccion
de PCR utilizando el micromanipulador CellTram vario equipado con el capilar a medida Kappa MFKII junto con un
TransferMan NK 2 (Eppendorf) unido al microscopio invertido Axiovert 200 (Zeiss). Los tubos se mantuvieron a -80
°C durante un tiempo minimo de 15 minutos. Después de descongelar, a cada tubo se afiadié 1 pl de una solucién
de 1:10 de proteasa (Qiagen). Después, las células se incubaron en un termociclador a 50 °C (15 minutos) para la
digestion y a 70 °C (15 minutos) para la inactivacion enzimatica. Para amplificar el genoma de las células tumorales,
se realizé la amplificacion de todo el genoma (WGA) utilizando el Kit GenomiPhi (GE Healthcare) segun las
instrucciones del fabricante. Después de la reaccion WGA, los dNTP y el cebador hexamero aleatorio restante se
retiraron del producto utilizando el kit NucleoSEQ (Macherey-Nagel) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las muestras preparadas de esta manera se utilizaron en la amplificaciéon de las secuencias diana diferentes
descritas a continuacion.

Ejemplo 10
Analisis de desequilibrio alélico (DA)

El analisis de desequilibrio alélico (DA) se basa en la deteccion de LAS secuencias polimoérficas de longitud que
comprenden simples repeticiones de secuencia de cltidinA y adenosina (microsatélites). Un desequilibrio alélico se
determina si la relacion de las areas de los picos en una evaluacion electroforética capilar entre el alelo 1 y el alelo 2,
que difieren en el nUmero de repeticiones de CA excede 1,3 o es inferior a 0,7. Las reacciones de PCR se realizaron
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en un Mastercycler Gradient (Eppendorf) en un volumen de reaccion total de 10 pl, que contiene 20 ng de ADN
molde a partir de las células tumorales MDA-468 (ADN gendémico o producto de WGA del ejemplo 9), los cebadores
representados en las SEC ID N° 1 y la SEC ID N° 2 (SEC ID N° 1 CA-SSR1_para: [6-
FAM]JGTTTGAAGAATTTGAGCCAACC; SEC ID N° 2, CA-SSR1_Rev: TTCTGTCTGCACACTTGGCAC),
desoxinucledtido trifosfato, AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), TMAC, MgCl; en tampén AmpliTaq Gold (para LAS
concentraciones véase la tabla 3. Se utilizaron las siguientes condiciones de ciclado para todos los cebadores de
microsatélites: etapa de desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95
°C, 30 segundos de hibridacién a 56 °C, 30 segundos a 72 °C y una etapa de extension final de 7 minutos a 72 °C.
Cada amplificacion por PCR se monitorizd6 mediante separacion electroforética en un gel de agarosa al 2,5 %. Se
multiplexaron los pares de cebadores. Todas las reacciones de PCR se realizaron en tripletes independientes.

Tabla 3: Muestras de PCR muestras del microsatélite-PCR-Tamizado

Muestras: 1 Muestras: 10
Reactivos Conc. Vol. (ul) Volumen (ul)
Tampén PCR Gold 10x 1 10
MgCl. 25 mM 0,8 8
dNTP 2,5mM 0,8 8
Cebador directo 10 uM 0,1 1
Cebador inverso 10 uM 0,1 1
AmpliTaqg Gold 5 U/pl 0,1 1
ADN 5 ng/ul 4 40
TMAC 2mM 0,5 5
H.O afiadir 30 pl 2,6 26
TOTAL 10 100

Los productos de PCR se diluyeron 5 veces en agua de grado para PCR (Merck), y 1 pl de cada muestra diluida se
mezclé con 0,15 pl de patron de tamafio GeneScan-500-Rox (Applied Biosystems) y 20 pl de HIDI formamida. Las
mezclas se desnaturalizaron a 95 °C durante 2 minutos y se ultraenfriaron en hielo. Los fragmentos se separaron
mediante electroforesis capilar, (CE) y se detectaron mediante fluorescencia inducida por laser en un analizador ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Se detectaron dos fragmentos en el caso de heterocigosidad,
el caso informativo, que difieren en longitud desde 2 a 10 pares de bases. El estado de DA se determiné mediante la
relacion entre el alelo 1 y 2. En el caso de homocigosidad solo se midi6 1 fragmento y no se pudo obtener
informacion sobre el estado de DA de la célula.

Ejemplo 11
PCR en tiempo real

Un ensayo de PCR en tiempo real con verde SYBR como indicador se utilizé para detectar células tumorales MDA-
468 a través de sus dosis génicas mas elevadas de para EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico). Para
la normalizacion de las dosis de genes, el gen doméstico de SOD2 (superdxido dismutasa 2) se determino
simultaneamente. Para la curva de la concentracion patrén para medir las concentraciones de los productos de
PCR, se utilizé ADN de leucocitos preamplificado mediante WGSA como molde. Todas las muestras se midieron en
tripletes. Para la amplificacion y la recopilacion de datos se utilizé el Mel astercycler epgrandient S-realplex
(Eppendorf). Todas las reacciones se llevaron a cabo en placas de PCR TWINTEC 96 (Eppendorf) en un volumen
total de 15 pl y se sellaron con tapas adhesivas 6pticas (Applied Biosystems). Para los ensayos de verde SYBR se
utilizo el Kit verde QuantiTect SYBR (Qiagen) con 1 uM de cada uno de los cebadores proporcionados en la SEC ID
N° 3-6. El protocolo de amplificaciéon estandar consiste en una etapa de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15
minutos, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos, 58 °C, durante 30 segundos y 68 °C durante 30
segundos. Las mediciones de fluorescencia se tomaron al final de las fases de elongacion a 68 °C. Un paso curva
de fusién se agregdé como etapa final en cada ciclo para confirmar la especificidad de la reaccion PCR. Para cada
muestra se usaron 10 ng de ADN (2 p 3,5 ng / I) como molde de partida. Todas las muestras y controles se midieron
en tripletes. Durante la fase de evaluacion cada reaccion de amplificacion de ambos tipos de ensayo se comprobd
para determinar la ausencia de productos de PCR no especificos mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida nativa.
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Los datos en bruto se analizaron con el software realplex Ver.2. Para cada par de cebadores se realizé una curva de
la concentracion patrén en cada ciclo mediante el uso de una cantidad del molde de 10 ng, 2,5 ng, 0,625 ng y 0,156
ng. Se utilizé ADN de leucocitos o el producto WGA dependiendo del tipo de muestras que iban a medirse. Los
puntos de interseccion de las curvas de amplificacion y el umbral (valor CT) eran dependientes de la cantidad de
ADN molde dado en sus regiones exponenciales. Usando los ensayos con cantidad conocida del ADN molde se
generaron lineas de calibracion (CT frente a Log2 de la cantidad de ADN molde dada) y se calcularon sus
ecuaciones lineales. Para determinar las cantidades de ADN de las muestras desconocidas, se calculd el promedio
para cada triplicado de los valores CT. Después se calculd el cociente de la diana contra LA referencia, dando la
dosis génica relativa de EGFR contra LINE1. Las desviaciones estandar se calcularon utilizando el procedimiento de
CV como se describe en Michael Walter Pfaffl (2004): Real-time RT-PCR: Neue Ansatze zur exakten mRNA
Quantifizierung, Biospektrum BlOspektrum, 1/04, 10. Jahrgang, 92-95. Las células cancerosas se detectaron entre
las células positivas para citoqueratina —como células que muestran dosis génicas para EGFR mayores de 2, lo que
indica amplificacion génica.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Universitaetsklinikum Hamburg-Eppendorf
<120> Procedimiento para aislar células diana
<130> P 84891

<160> 6

<170> Patentln versién 3.3

<210> 1

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature

<222> (1). (1)

<223> marcador 6-Fam en el extremo 5'
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> marcador 6-FAM en el extremo &'
<400> 1

22 gtttgaagaa tttgagccaa cc
<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 2
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21 ttctgtctge acacttggca ¢
<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico
<400> 3

20 tctgcattce tgecgagtte
<210> 4

<211> 21

<21-2> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico
<400> 4

21 gcagtctcea ctccatgctc a
<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico
<400> 5

20 aaagccgctc aactacatgg
<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico
<400> 6

21 tgctttgaat gcgtcccaga g
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de enriquecimiento y / o aislamiento de las células diana en una muestra, en el que la muestra
comprende glébulos rojos y / o plaquetas, que comprende:

(a) filtrar la muestra a través de un elemento de filtro que tiene poros con un tamafio de entre 0,5y 5 pm,

(b) poner en contacto las células retenidas por el elemento de filtro en la etapa (a) con una superficie de separacion,
en el que dicha superficie de separacion es un recubrimiento de hidrogel sobre un material soporte y comprende
moléculas de afinidad que se unen selectivamente a la célula diana;

(c) incubar las células y la superficie de separacion en condiciones que permitan la unién de las moléculas de
afinidad a las células diana; y

(d) separar la superficie de separacion de cualquier célula no unida y el material.

2. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el tamario de poro del elemento de filtro esta entre 1y 2 ym.
3. Procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el elemento de filtro es una tela tejida.

4. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que las células diana son células tumorales.

5. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la muestra comprende sangre entera, orina,
derrame pleural, ascitis, lavado broncoalveolar, aspirado de pezén de la glandula mamaria femenina o médula dsea.

6. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el material de soporte es un portaobjetos, una
perla o una resina de cromatografia.

7. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la molécula de afinidad es un anticuerpo, un
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo, un ligando, una lectina o un receptor o un aptamero.

8. Procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la molécula de afinidad es un anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en un anticuerpo anti-EpCAM, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-
CK20, un anticuerpo anti-MUC1, un anticuerpo anti-MUC2, o un fragmento de union al antigeno.

9. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la muestra se diluye con un tampén adecuado
antes o simultaneamente con la aplicacion de la muestra al elemento de filtro.

10. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la incubaciéon en la etapa (c) incluye la
agitacion de la superficie de separacion.

11. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que la etapa (d) incluye el lavado de la superficie
de separacién con un tampén de lavado.

12. Procedimiento de deteccion y/o cuantificacion de las células diana en una muestra, en el que la muestra
comprende glébulos rojos y / o plaquetas, comprendiendo dicho procedimiento

(a) realizar un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11; y
b) detectar y / o cuantificar las células diana.

13. Procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la deteccién y / o cuantificacion se realiza mediante el uso de
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos marcados de manera detectable o mediante sondas de ADN marcadas de
forma detectable.

14. Procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la deteccion y / o cuantificacion implica una PCR,
preferentemente una PCR en tiempo real.

15. Procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la deteccién de implica técnicas fotoacusticas de dos colores.
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