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DESCRIPCION
Tratamiento de la tromboangeitis obliterante mediante la eliminacién de autoanticuerpos

La invencion se refiere al uso de un ligando especifico para anticuerpos, preferentemente autoanticuerpos, en la
fabricacion de una columna para el tratamiento de la tromboangeitis obliterante.

Los organismos multicelulares, especialmente los mamiferos, y mas particularmente los seres humanos, tienen que
hacer frente a su entorno a través de diversos mecanismos reguladores bioquimicos y/o inmunitarios. Por ejemplo,
un mecanismo regulador bioquimico importante es el que es responsable de mantener en el organismo una
temperatura interna especifica constante. Otro mecanismo regulador importante proporciona sustancias celulares y
humorales, tales como anticuerpos, que permiten que el organismo haga frente con éxito a microorganismos,
parasitos, y también a tumores y otras enfermedades. Sobre todo, la funcidon de los anticuerpos se basa en la
capacidad de distinguir entre lo “extrafio” y lo “propio”. Esto es, el propio organismo produce anticuerpos que se
disefian de tal modo que las estructuras enddgenas tales como tejidos y érganos no sean atacadas, pero que se
unen a bacterias, parasitos u otros componentes exégenos, iniciando o sustentando asi reacciones inmunitarias.

Durante el desarrollo bioquimico de una respuesta de anticuerpos en el organismo, se producen hipermutaciones
somaticas de los linfocitos B productores de anticuerpos durante la respuesta inmunitaria dependiente de linfocitos
T. Tales mutaciones implican de forma selectiva a los genes de inmunoglobulinas, siendo esenciales para la
formacion de células precursoras de células formadoras de anticuerpos con alta afinidad. En este contexto debe
sefialarse que, tal mutacion, es un proceso normal y esencialmente no patogénico. Sin embargo, las mutaciones
también pueden dar lugar a la formacion de autoanticuerpos altamente afines, haciendo asi dafo al organismo.

Los autoanticuerpos estan estrechamente asociados con el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias 0 son
responsables de forma casual de tales enfermedades. Las enfermedades autoinmunitarias mediadas por
anticuerpos también incluyen enfermedades tales como reumatismo o lupus eritematoso. Numerosas enfermedades
autoinmunitarias, que son altamente inconvenientes para las personas afectadas, se relacionan con importantes
ciclos bioquimicos en el organismo.

Se conoce en el estado de la técnica (documento WO 97/17980; Richter et al. 1997 (documento XP-002492543)) el
uso del tratamiento de inmunoaféresis para la cardiomiopatia e ITP. La cardiomiopatia es una enfermedad del
corazon que no esta relacionada con la tromboangeitis obliterante, por lo tanto no se ha sugerido en absoluto el uso
del mismo o similar tratamiento en ambas enfermedades.

La tromboangeitis obliterante (también conocida como enfermedad de Buerger) es una inflamaciéon aguda y
trombosis (coagulacion) de arterias y venas de las manos y los pies. Estd fuertemente asociada con el uso de
productos del tabaco, principalmente por el tabaquismo, pero también por el tabaco sin humo. Hay una inflamacion
recurrente aguda y cronica, y trombosis de arterias y venas en las manos y los pies. El sintoma principal es dolor en
las areas afectadas. Son complicaciones comunes las ulceraciones y la gangrena en las extremidades, dando como
resultado a menudo la necesidad de amputar la extremidad involucrada.

La causa exacta de la tromboangeitis obliterante/enfermedad de Buerger es desconocida en el estado de la técnica.
Se observa con mas frecuencia en hombres jovenes y maduros (edades entre 20-40 afios) que son fumadores
empedernidos de cigarrillos. Los casos de esta enfermedad en no fumadores son muy raros, por lo tanto, fumar
cigarrillos se considera un factor causante. Aproximadamente el 40 % de los pacientes tienen un historial de
inflamacién de una vena (flebitis), lo que puede jugar un papel en el desarrollo de la enfermedad de Buerger. La
enfermedad se ve principalmente en las piernas de las personas afectadas, aunque también puede aparecer en los
brazos. Los sintomas tempranos incluyen disminucion en el riego sanguineo (isquemia arterial) y flebitis superficial
(cerca de la superficie de la piel). El sintoma principal es dolor en las areas afectadas. La aparicion de la enfermedad
es gradual y primero se produce en los pies o las manos. La inflamacién se produce en arterias y venas de tamafio
pequefio y mediano, cerca de la superficie de la extremidad. En casos avanzados, pueden estar afectados vasos
sanguineos en otras partes del cuerpo. Hay una disminucion progresiva del flujo sanguineo a las areas afectadas. El
pulso en las arterias de los pies es débil o no detectable. La pérdida de flujo sanguineo puede conducir a gangrena,
que es el deterioro de tejido debido al riego restringido de sangre. Se puede desarrollar una sensibilidad al frio en las
manos, semejante a la vista en la enfermedad de Raynaud. En este caso, las manos cambian de color - blanco, azul
y después rojo - cuando se exponen al frio.

Sin embargo, de forma desventajosa, no hay una medicacion eficaz conocida o cirugia para la tromboangeitis
obliterante. Los sintomas se tratan como si no hubiese tratamiento para la enfermedad. El (nico tratamiento
actualmente disponible es la amputacion de las areas afectadas.

Por lo tanto, el objeto de la invencion fue proporcionar medios que permitan la terapia sencilla, fiable y eficaz de la
tromboangeitis obliterante.

La invencién resuelve el anterior problema técnico mediante el uso de un dispositivo que comprende un ligando
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especifico, para anticuerpos, preferentemente anticuerpos IgG. Sin embargo, fue completamente sorprendente que
puedan aplicarse ligandos para autoanticuerpos en la terapia de la tromboangeitis obliterante.

Fue muy sorprendente que la tromboangeitis obliterante se pueda tratar mediante la eliminacién de anticuerpos IgG.
No se esperaba que la eliminacion de las IgG de todos los anticuerpos tuviese estos resultados preeminentes. No se
conocia en el estado de la técnica, que la tromboangeitis obliterante pudiera tratarse como una enfermedad
autoinmunitaria. Las enfermedades autoinmunitarias se producen de forma mas frecuente en mujeres, mientras que
la tromboangeitis obliterante afecta en su mayor parte a hombres. Ademas, la asociacion de la tromboangeitis
obliterante con el consumo de tabaco no sugiere un trasfondo autoinmunitario. El hallazgo de que la tromboangeitis
obliterante puede tratarse con aféresis inmunitaria es consecuencia de una eleccion fortuita, dado que el resultado
fue imprevisible. Especialmente sorprendente fue el hecho de que los anticuerpos que reconocen los anticuerpos
IgG dirigidos contra tejido arterial y/o venoso pueden utilizarse para tratar la tromboangeitis obliterante. Hasta ahora,
la aféresis inmunitaria no se utilizaba para neutralizar, eliminar o bloquear anticuerpos contra tejido arterial y/o
venoso.

Por lo tanto, en una realizaciéon preferente, la invencién se refiere al uso de un ligando especifico para
inmunoglobulina humana, en la fabricaciéon de una columna que tiene dicho ligando acoplado a ella para el
tratamiento de un paciente que padece tromboangeitis obliterante, comprendiendo dicho tratamiento pasar plasma
del paciente a través de la columna, en condiciones que efectian la unién de dicho ligando especifico a la
inmunoglobulina en el plasma del paciente, eliminando de este modo una porcién significativa de la inmunoglobulina
del plasma del paciente, y de reinfundir el plasma al paciente. En el contexto de la invencion, la expresion “porcién
significativa” se dirige a una cantidad de autoanticuerpos cuya eliminacién del plasma conduce a una mejora en el
estado del paciente, o a la no aparicién de un empeoramiento adicional. Esta mejora en el estado del paciente se
refiere al menos a uno de los aspectos de la tromboangeitis obliterante, conocido para un experto en la materia.

Fue muy sorprendente que las columnas conocidas en el estado de la técnica se pueden usar para resolver el
problema subyacente. Hasta ahora, se desconocia que estas columnas se puedan usar para tratar la tromboangeitis
obliterante.

En una realizacién preferente adicional de la invencion, el ligando especifico es una sefarosa unida a anticuerpo en
una columna que une anticuerpos especificos. Estos aspectos de la invencion se basan en la conclusion hecha por
los inventores, que los autoanticuerpos provocan la tromboangeitis obliterante, especialmente mediante
autoanticuerpos agonistas que conducen a una potente vasoconstriccion. Fue sorprendente que unir el ligando a la
sefarosa conduzca a resultados superiores.

La invencion también abarca el uso de un ligando especifico en la fabricacion de una columna para la eliminacion
extracorporea de autoanticuerpos dirigido contra estructuras de la tromboangeitis obliterante - es decir arterias o
venas de las manos, brazos, pies y piernas - mediante la eliminacion de inmunoglobulinas de cualquiera o de todas
las clases y subclases, para el tratamiento de la tromboangeitis obliterante. Tal eliminaciéon se puede llevar a cabo
mediante el uso de cualquiera de los ligandos especificos para inmunoglobulina humana, acoplados a una columna
cromatografica de inmunoafinidad. Tales ligandos incluyen anticuerpos antiinmunoglobulina humana policlonales y
monoclonales, fragmentos de tales anticuerpos (FABi1, FAB2), anticuerpos o proteinas recombinantes, péptidos
sintetizados, Proteina A y Proteina G.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién es, también, la eliminacion esencialmente no especifica de
inmunoglobulinas de plasma tomado de un paciente que padece de tromboangeitis obliterante, y la reinfusion de
dicho plasma al paciente. El plasma reinfundido puede también contener las inmunoglobulinas que inducen un
efecto positivo en el contexto del sistema inmunitario del paciente.

La invencion también abarca el uso de ligandos mas especificos en la fabricacion de una columna para la
eliminacion extracorpoérea de autoanticuerpos especificos IgG, IgM, IgA, IgE, IgD, IgY y/o IgW. Esto significa que la
eliminacion de todos los anticuerpos o la eliminacion de todos o parte de los autoanticuerpos o la eliminacion de
todos o parte de los autoanticuerpos especificos 1gG, IgM, IgA, IgE, IgD, IgY y/o IgW, es parte de la invencion.

En otra realizacion preferente, los anticuerpos anti-lgG comprenden un conector y/o un espaciador seleccionados
del grupo que comprende acidos a-aminocarboxilicos, asi como homo y heterooligdmeros de los mismos, acidos
a,w-aminocarboxilicos y homo o heterooligémeros ramificados de los mismos, otros aminoacidos alifaticos y/o
aromaticos, asi como homo o heterodigdmeros (péptidos) lineales y ramificados; amino-oligoalcoxialquilaminas;
derivados del acido maleinimidocarboxilico; oligdmeros de alquilaminas; derivados de 4-alquilfenilo; derivados de 4-
oligoalcoxifenilo o 4-oligoalcoxifenoxi; derivados de 4-oligoalquilmercaptofenilo o 4-oligoalquilmercaptofenoxi;
derivados de 4-oligoalquilaminofenilo o 4-oligoalquilaminofenoxi; derivados de (oligoalquilbencil)fenilo o 4-
(oligoalquilbencil)fenoxi, asi como derivados de 4-(oligoalcoxibencil)fenilo o 4-(oligoalcoxibencil)fenoxi; derivados de
tritilo; derivados de benciloxiarilo o benciloxialquilo; derivados de xanten-3-iloxialquilo; derivados del acido (4-
alquilfenil)- o w-(4-alquilfenoxi)alcandico; derivados de oligoalquilfenoxialquilo u oligoalcoxifenoxialquilo; derivados
del carbamato; aminas; derivados de trialquilsililo o dialquilalcoxisililo; derivados de mono u oligomercapto alifatico o
aromatico; derivados de alquilo o arilo y/o combinaciones de los mismos. De forma adicional, el grupo SH de la
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cisteina reacciona con el doble enlace del grupo maleinimida para formar un enlace covalente a una molécula
conectora. Esta union se podria acoplar a otra molécula o a una fase sélida.

En una realizacion preferente de la invencion, los anticuerpos dirigidos contra el anticuerpo 1gG se enlazan, forman
complejo y/o se neutralizan por medio de los materiales y productos, aparatos, y particularmente el aparato de
cromatografia del invento, mencionados anteriormente. Por ejemplo, la columna de la invencién se puede utilizar en
la deteccion de autoanticuerpos en sueros de pacientes, utilizando una ELISA u otros métodos de deteccion
inmunitarios, bien conocidos para los expertos en la materia. Para la deteccion puede ser ventajoso, por ejemplo,
cuando los autoanticuerpos se enlazan mediante péptidos biotinilados, o acoplados de otra manera, y se separan
mediante soportes acoplados a estreptavidina, tales como particulas o placas magnéticas. Se ha descrito tal método
en el documento DE 102 56 897.9. De forma mas especifica, los autoanticuerpos separados se detectan utilizando
anticuerpos marcados del subtipo especifico 1gG.

La invencion también se refiere al uso de un ligando especifico para inmunoglobulinas humanas en la fabricacion de
una columna acoplada a dicho ligando para el tratamiento de un paciente que padece de tromboangeitis obliterante,
comprendiendo dicho tratamiento pasar plasma del paciente, a través de la columna en condiciones que efectlen la
unién de dicho ligando especifico a la inmunoglobulina en el plasma del paciente, eliminando, por lo tanto, una
porcion significativa de la inmunoglobulina del plasma del paciente, y reinfundiendo el plasma al paciente.

En una realizacion preferente de la invencion, el tratamiento con el sistema Ig-TheraSorb efectla la eliminacion de
una alta proporcién de anticuerpos de todas las clases y subclases de IgG, y por lo tanto de anticuerpos dirigidos
contra arterias y venas, preferentemente de las manos y de los pies. Este tratamiento también elimina anticuerpos
de cualquier otra especificidad contra tejido arterial o venoso. Se postula que la eliminacion de estos autoanticuerpos
es la base para la eficacia del tratamiento Ig-TheraSorb de pacientes con tromboangeitis obliterante. Es también
preferente el uso de columnas Prosorba.

El programa de tratamiento prevé una serie inicial de inmunoaféresis Ig-TheraSorb dentro de un periodo de cinco
dias consecutivos. La serie inicial de inmunoaféresis Ig-TheraSorb puede seguirse por inmunoaféresis adicional, si
es aconsejable como se determine mediante el control de autoanticuerpos y/o sintomas clinicos. De forma
sorprendente, el método de la invencioén es tan eficaz que los pacientes ya no necesitan opiaceos u otros calmantes.
El efecto del método subsiste durante mas de un afio, lo que es un gran logro en comparacion con los métodos de
tratamiento conocidos en el estado de la técnica.

La invencion abarca la eliminacién extracorpérea de autoanticuerpos dirigidos contra estructuras de arterias o venas,
mediante la eliminaciéon de inmunoglobulinas de cualquiera o de todas las clases y subclases, para el tratamiento de
la tromboangeitis obliterante. Tal eliminacién se puede llevar a cabo mediante el uso de cualquiera de los ligandos
especificos para inmunoglobulina humana, acoplado a la columna Therasorb.

La invencién también abarca la eliminacion extracorpdrea mas especifica de autoanticuerpos contra estructuras de
arterias o venas, utilizando construcciones que mimetizan las dianas antigénicas de los autoanticuerpos, que estan
acopladas a la columna Therasorb. Tales moléculas que mimetizan antigeno incluyen anticuerpos antiidiotipicos
(policlonales o monoclonales), fragmentos de tales anticuerpos o péptidos sintetizados, como partes de estructuras
de receptor u otras sustancias quimicas.

De forma adicional, la invencién se refiere también al tratamiento de un paciente que padece tromboangeitis
obliterante, comprendiendo dicho tratamiento las etapas de:

(a) proporcionar una columna acoplada a un ligando especifico para inmunoglobulina humana,

(b) pasar plasma que se ha tomado de un paciente, a través de la columna en condiciones que efectiien la union
de dicho ligando especifico a inmunoglobulina en el plasma del paciente, eliminando de esta forma una porcién
significativa de la inmunoglobulina del plasma del paciente, y

(c) reinfundir dicho plasma al paciente.

En una realizacién preferente, el tratamiento de un paciente se caracteriza por que el ligando especifico se
selecciona del grupo que consiste de anticuerpos policlonales anti inmunoglobulina humana, anticuerpos
monoclonales anti inmunoglobulina humana, un fragmento de tales anticuerpos, moléculas recombinantes del
idiotipo del anticuerpo, péptidos sintetizados, Proteina A y Proteina G.

En otra realizacion preferente del tratamiento de un paciente, el ligando especifico reconoce anticuerpos dirigidos
contra tejido venoso y arterial. Preferentemente, el ligando especifico es una molécula que mimetiza antigeno
seleccionada del grupo que consiste de anticuerpos policlonales y monoclonales antiidiotipicos, fragmentos de tales
anticuerpos, y péptidos sintetizados.

Es preferente que el ligando especifico elimine anticuerpos de cualquier otra especificidad contra tejido arterial o
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venoso. De forma sorprendente, la eliminacion de estos autoanticuerpos es la base para la eficacia del tratamiento
de pacientes con tromboangeitis obliterante.

Preferentemente, el ligando especifico es un péptido sintetizado que mimetiza una secuencia de un anticuerpo.

En el contexto de la invencion es un tratamiento de un paciente que padece tromboangeitis obliterante, una
realizacién preferente del uso del ligando especifico para inmunoglobulina humana en la fabricacién de una columna
para el tratamiento de un paciente.

Los contenidos de la presente invencion se caracterizan por las siguientes caracteristicas:

- apartarse de lo convencional

- una nueva percepcion del problema

- satisfaccion de una necesidad o privacion que se tuvo durante mucho tiempo

- hasta ahora todos los esfuerzos de los expertos fueron en vano

- la simplicidad de la solucién, lo que demuestra la accién de la invencién, especialmente porque que reemplaza
una doctrina mas compleja

- el desarrollo de tecnologia cientifica siguié otra direccion

- el logro anticipa el desarrollo

- conceptos erréneos entre los expertos acerca de la solucion del problema acordado (prejuicio)

- progreso técnico, tal como: mejora, desempefio aumentado, reduccién de precios, ahorro de tiempo, material,
etapas de trabajo, costes o recursos que son dificiles de obtener, fiabilidad mejorada, subsanacion de defectos,
calidad mejorada, sin mantenimiento, eficacia aumentada, mejor rendimiento, aumento de las posibilidades
técnicas, suministro de otro producto, apertura a una segunda via, apertura a un nuevo campo, primera solucién
para una tarea, producto de repuesto, alternativas, posibilidad de racionalizacién, automatizacion o
miniaturizacién o enriquecimiento del fondo farmacéutico

- eleccién especial; dado que una cierta posibilidad, el resultado de la cual era imprevisible, se eligié entre un gran
namero de posibilidades, es una eleccion fortuita patentable

- error en las citaciones

- un campo nuevo de la tecnologia

- invencién combinada; una combinacion de varios elementos conocidos, con un efecto sorprendente

- certificacion

- elogio de los expertos y

- éxito comercial

Dichas ventajas se muestran de forma especial en las realizaciones preferenciales de la invencion.

Es conocido, de forma obvia par un experto en la materia, que es posible proporcionar medios funcionalmente
analogos para el anticuerpo anti IgG de la invencion. En el significado de la invencién, “medios funcionalmente
analogos” son medios que son funcionalmente equivalentes o equivalentes a los péptidos y acidos nucleicos de la
invenciéon. Para comprobar si un medio analogo es funcionalmente equivalente (= equivalente) al anticuerpo anti IgG
de la invencién, se debe comprobar si el medio funcionalmente analogo/equivalente produce esencialmente la
misma funcion en esencialmente el mismo modo, con esencialmente el mismo resultado. Es decir, el resultado
producido con los medios de la invencion también se puede producir con el medio funcionalmente
analogo/equivalente. Por lo tanto, un experto en la materia puede, de forma facil y rapida, verificar si un medio
funcionalmente analogo/equivalente que él proporciona esta incluido en la invenciéon. El medio funcionalmente
andlogo esta incluido en la invencion si puede utilizarse para resolver el problema de la invencién y si la resolucion
del problema de la invencion se puede realizar en esencialmente el mismo modo como se reivindica en la invencién.
Mientras que la invencién se ha descrito en términos de realizaciones preferentes, el experto apreciara que las
diversas modificaciones, sustituciones, omisiones y cambios se pueden hacer sin apartarse del espiritu de la misma.
Por lo tanto, como seréa obvio para los expertos en la materia a la que la invencién se dirige, la presente invencion se
puede contener en formas distintas a las divulgadas de forma especifica, sin apartarse de las caracteristicas
esenciales de la invencion. Por lo tanto, las realizaciones particulares de la presente invencion, como se describe,
son para considerarse en todos los aspectos como ilustrativas y no restrictivas. El alcance de la presente invencién
es como se indica en las reivindicaciones adjuntas, en lugar de limitarse a los ejemplos contenidos en la descripcién
precedente.

Fue especialmente sorprendente que el método de la invencién también puede usarse para tratar, prevenir 0 mejorar
los sintomas asociados con el alto consumo de tabaco.

Sin pretender ser limitante, la invencion se explicara con mas detalle con referencia a los ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1 : Estudio piloto
Para el fin de esta solicitud de patente, la tromboangeitis obliterante sirve como un cuadro sintomatico, con un
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modelo natural para un gran ndmero de enfermedades que hasta ahora o bien se han tenido en consideracion
durante mucho tiempo, 0 no se han considerado alin como un cuadro sintomatico con un trasfondo autoinmunitario.
Las estrategias de terapia que conducen a la mejora, o incluso a la curacién, de este cuadro sintomatico, deberian
también resultar beneficiosas para la terapia de, precisamente, estas otras enfermedades.

Dentro de este contexto, se realizd un estudio piloto que incluia 10 pacientes con tromboangeitis obliterante (TAQO)
que ya habian experimentado amputaciones dentro del curso de su enfermedad (por ejemplo, amputacion de dedos
del pie, parte delantera del pie, parte inferior de las piernas, o dedos de las manos), o para quienes se habia
establecido la indicacién de tal amputacién debido a dolor grave, isquemia, o0 necrosis. En el momento de la
inmunoadsorcion (IA) se administré a todos los pacientes opiaceos (morfina), en combinacion con dosis maximas de
antirreumaticos no esteroideos (ARNE) para fines analgésicos. La movilidad estaba severamente limitada en la
mayoria de los pacientes - por ejemplo, solo algunos metros de marcha - y algunos estaban completamente
confinados a una silla de ruedas.

El programa de tratamiento prevé una serie inicial de tratamientos de inmunoaféresis dentro de un periodo de cinco
dias consecutivos. La serie inicial de tratamientos de inmunoaféresis puede seguirse de tratamientos de
inmunoaféresis adicionales, si es aconsejable segun determine el control de autoanticuerpos y/o los sintomas
clinicos. Para la eliminacion de inmunoglobulinas de la sangre de pacientes humanos que padecian tromboangeitis
obliterante, se utilizaron columnas acopladas a inmunoglobulinas anti ser humano.

Brevemente, primero se llena con NaCl estéril al 0,9 % el sistema de tuberias del sistema de separacion principal.
Se conectaron dos columnas de Ig anti ser humano (lg-Therasorb, Baxter, Immunotherapy Division, Europa) con el
sistema de separacion principal. Todas las conexiones de las tuberias se hicieron en condiciones asépticas.

Antes del primer uso se aclaré cada columna con 5 litros de solucién estéril de NaCl al 0,9 %, a un caudal de 90-
100 ml/min, para eliminar la solucién conservante de las columnas. Para cada uso posterior, fue suficiente con
aclarar cada columna con 2 litros de solucién estéril, al mismo caudal.

Antes de iniciar el procedimiento, se probd en el sistema completo la ausencia de burbujas de aire y de fugas, las
correctas conexiones de las soluciones, incluyendo los anticoagulantes, la correcta instalacion de la programacion
del dispositivo, la funcionalidad de los amortiguadores automaticos y la seguridad del sistema en el sistema
completo.

Se conectaron las canulas apropiadas a las venas cubitales izquierda y derecha del paciente. Se tomaron muestras
de sangre. Se coloco en su lugar la conexién al separador de células sanguineas.

La anticoagulacion se llevo a cabo con heparina o citrato (ACD-A o ACD-B). Cuando el citrato fue el anticoagulante,
durante la primera mitad del procedimiento el citrato se utilizé a una dilucién de 1:22 a 1:18. En la segunda fase de la
terapia, la dilucién utilizada fue de 1:12 a 1:8. Se controlaron los sintomas de hipocalcemia (parestesia en dedos de
las manos o labios), y la administracién de citrato se redujo de forma consecuente. En los casos de hipocalcemia
franca podrian proporcionarse comprimidos de calcio.

Después de la puncién venosa y de la conexién del sistema de tuberias al paciente, se llen6 el separador de células
sanguineas con la sangre del paciente. El caudal de sangre se mantuvo entre 50 - 90 ml/min. Cuando se utiliz6 una
columna con un volumen de 100 ml, el nivel del liquido se mantuvo en la columna a aproximadamente 0,8 cm sobre
la Sefarosa. Después de la estabilizacion del proceso de separacion, el plasma sin células se dirigié a través del
sistema de tuberias a través de la primera columna. Fue importante mantener el caudal constante y controlar el nivel
de plasma sobre la Sefarosa en la columna. Un nivel de plasma mas alto era no deseable, debido a que habria
conducido a una carga de volumen mas alto para el paciente, y a la pérdida de plasma debido a la retencion de
plasma en la columna.

Utilizando un flujo de plasma de hasta 40 ml/min, la columna se cargd con tanto plasma como fue posible durante 15
minutos. Después, el flujo de plasma se cambio a la segunda columna, que fue llenada del mismo modo con tanto
plasma como fue posible en 15 minutos.

Durante el tiempo de llenado de la segunda columna, se hizo salir el plasma de la primera columna utilizando NacCl
estéril al 0,9 %, al caudal del plasma. Se restituyé un volumen de columna de plasma al paciente, junto con las
células sanguineas que se habian eliminado.

También, durante el llenado de la segunda columna, la primer columna se regeneré como sigue: (1) Un aclarado
adicional con 50 ml de NaCl al 0,9 % a un caudal de 100 ml/min; (2) Desorcién de la inmunoglobulina unida con un
volumen de columna de tampon glicina/CIH 0,2 M estéril, pH 2,8. El controlador del dispositivo evito el contacto entre
esta soluciéon y el paciente. La inmunoglobulina desorbida se desechd. (3) Neutralizacion con un volumen de
columna de PBS estéril, pH 7,4. Prueba de la neutralizacion utilizando papel indicador de pH. (4) Aclarado del PBS
con al menos un volumen de columna de NaCl estéril al 0,9 %. Después, la columna estuvo lista para la préoxima
ronda de adsorcion.
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Después, el relleno de las columnas se cambié otra vez de forma automatica. Este procedimiento se repitié tantas
veces como fuese necesario para procesar el volumen deseado de plasma. El médico responsable eligié el nimero
de ciclos utilizado, de acuerdo con el estado y las necesidades del paciente. Hasta ahora, dentro de la experiencia
clinica de los inventores, durante un procedimiento de columna ha sido posible procesar hasta 3,5 veces el volumen
extracorporeo de un paciente dado. Ademas, la capacidad de union de las columnas no limité el nimero de ciclos
utilizados, sino mas bien las necesidades del paciente individual.

Resultados: los resultados preliminares mostraron que la concentracion de IgG en la sangre de los sujetos se redujo
en al menos el 70 % hasta mas del 99 %, en comparacién con las concentraciones iniciales. Los niveles de IgA e
IgM se redujeron en del 70 % al 90 %.

No hubo morbilidad o mortalidad asociadas con el uso de procedimiento de columna. Normalmente, la pérdida de
plasma fue baja, y no se necesité reemplazo de plasma.

En resumen, la inmunoadsorcidn puede ser un principio terapéutico alternativo para la tromboangeitis obliterante en
presencia de anticuerpos humanos circulantes. La inmunoadsorcion puede eliminar una porcién significativa de
inmunoglobulinas del plasma de un paciente. En el presente documento, la expresion “porcion significativa” se
refiere a al menos el 20 % de inmunoglobulina del paciente. En ciertos casos, es conveniente eliminar hasta el 80 %
y en ciertos casos, mas del 80 %, preferentemente el 90 % de la inmunoglobulina del paciente.

Resultados

(1) Todos los pacientes se liberaron de molestias durante el curso del tratamiento de cinco dias, con resultados
medidos en una escala de dolor de cero a diez (0 = sin dolor; 10 = dolor intolerable, maximo). Ya durante el
propio procedimiento - y en algunos casos incluso tan pronto como después de las primeras 24 horas - se
consiguié un alivio completo del dolor (Fig. 1). Se registrdé un valor inicial de aproximadamente 8 bajo terapia
analgésica completa; los valores a partir de entonces, sin medicacion alguna.

(2) Fue posible reducir o eliminar de forma completa la medicacion analgésica en todos los pacientes, en la
forma de morfina o de ARNE, en algunos casos ya después de las primeras 24 o 48 horas de terapia. Un
paciente fue una excepcion. Después de la terapia de inmunoadsorcion, no tenia sintomas o dolor en absoluto.
Sin embargo, como resultado de la adiccion a opiaceos restante, todavia necesitaba una dosis baja de morfina

(Fig. 3y 4).

(3) Se potencio la distancia que los pacientes eran capaces de andar - capacidad involucrando principalmente a
las piernas - no solo inmediatamente después de la inmunoadsorcion, sino también en los meses siguientes. La
distancia de marcha aumenté de forma dramatica: desde solamente algunos metros antes de la IA, hasta
distancias de mas de 1.500 m (Fig. 2).

(4) La presion parcial de oxigeno (pO3) en el tejido de las extremidades implicadas aument6 de forma dramética
después de la terapia de inmunoadsorcion, en la mayoria de los casos ya después del segundo dia de
tratamiento. Después de la conclusion de la inmunoadsorcién, y durante los meses siguientes, los valores de
presion parcial de oxigeno alcanzaron niveles normales. (Fig. 5y 6).

(5) La presién parcial de dioxido de carbono (pCOz2) en los tejidos demostré un comportamiento analogo, y cayo
desde altos valores patoldgicos a niveles normales (Fig. 7 y 8).

(6) Para los dos pacientes con formas de tromboangeitis obliterante que se manifestaba principalmente en los
brazos, el resultado fue un desarrollo comparable a los cambios de nivel de tpO2 y pCO2 resumidos
anteriormente (no mostrado en las figuras).

(7) El efecto terapéutico de tal tratamiento fue de naturaleza prolongada y persistié (con una excepcion) durante
al menos 6 meses. Durante las revisiones de seguimiento llevadas a cabo hasta ahora, los efectos terapéuticos
positivos han persistido durante 12 meses (Figs. 1 a 10).

(8) Las Fig. 9 y 10 resumen los resultados con respecto a la pOz2 y la pCO2 para los 10 pacientes en la
extremidad mas aquejada, es decir, en la extremidad que experimentaba el dolor mas grave, y/o demostraba la
necrosis mas critica, y/o necesitaba amputacion.

(9) Para 3 de los 10 pacientes tratados, la necrosis se curd de forma completa dentro de las 8 semanas después
de la terapia de inmunoadsorcion, a pesar de que las lesiones necroéticas habian ya existido durante varios afios,
y a pesar de que no se habian curado bajo ningiin esfuerzo terapéutico (Fig. 11a, b, c, d).

(10) El sindrome de Reynould, presente en forma pronunciada entre todos los pacientes, mejoré de forma
decisiva entre los 10 pacientes, como se divulga de forma objetiva con la ayuda de fotopletismografia. Incluso en
provocacion por frio, después de la inmunoadsorcion los perfiles pulsatiles se hicieron aparentes en las falanges
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terminales de los dedos de los pies y de los dedos de las manos. No hubo signos de circulacion pulsatil antes de
la inmunoadsorcién.

(11) Los pacientes experimentaron, de forma subjetiva, todas las alteraciones descritas anteriormente, como
calentamiento de las respectivas extremidades, como alivio del dolor que se extendia hasta la ausencia completa
de sintomas, asi como la potenciacién adicional de las molestias experimentadas de forma subjetiva que no eran
especificas de la tromboangeitis obliterante: por ejemplo, mejora de la disfuncién eréctil entre 8 de los 10
pacientes de sexo masculino.

(12) La mayoria de los pacientes que habian estado desempleados o habian sido incapaces de trabajar debido a
su enfermedad, regresaron a sus profesiones o a otros trabajos remunerados.

(13) Es esencial enfatizar que la terapia de inmunoadsorcion se puede repetir en cualquier momento con las
columnas regenerables TheraSorb®. Si se mantienen a 4 °C, pueden usarse otra vez en cualquier momento para
la terapia de inmunoadsorcién durante un periodo de 5 afios. Sin embargo, esto no ha sido necesario: ni para 10
pacientes después de 6 meses, ni para 4 pacientes después de 12 meses. Por lo tanto, la inmunoadsorcion
representa una forma de terapia rentable, puesto que el factor de coste principal para este procedimiento
terapéutico es la adquisicion de las columnas de inmunoadsorcion.

Leyendas de las figuras

Fig. 1 Escala de dolor

Fig. 2 Distancia andada

Fig. 3 Consumo de ARNE

Fig. 4 Consumo de opiaceo

Fig. 5 pO:2 para el pie derecho

Fig. 6 pO:2 para el pie izquierdo

Fig. 7 pCO:2 para el pie derecho

Fig. 8 pCO:2 para el pie izquierdo

Fig. 9: pO:2 de la extremidad méas aquejada
Fig. 10 pCO:2 de la extremidad mas aquejada

Fig. 11 A-D Ejemplo de curacion de la necrosis del paciente 8
11Ay B: antes de la IA
11Cy D: 6 semanas después de la IA
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un ligando especifico para inmunoglobulina humana en la fabricacion de una columna que tiene dicho
ligando acoplado en ella, para el tratamiento de un paciente que padece tromboangeitis obliterante, comprendiendo
dicho tratamiento pasar plasma del paciente a través de la columna en condiciones que efectien la unién de dicho
ligando especifico a inmunoglobulina en el plasma del paciente, eliminando de este modo una porcién significativa
de la inmunoglobulina del plasma del paciente, y la reinfusion del plasma al paciente.

2. Uso de un ligando especifico segun la reivindicacion 1, donde dicho ligando especifico se selecciona del grupo
que consiste de anticuerpos policlonales anti inmunoglobulina humana, anticuerpos monoclonales anti
inmunoglobulina humana, un fragmento de tales anticuerpos, moléculas recombinantes del idiotipo del anticuerpo,
péptidos sintetizados, Proteina A y Proteina G.

3. Uso de un ligando especifico segun la reivindicacion 1, donde dicho ligando especifico reconoce autoanticuerpos
dirigidos contra tejido arterial o venoso.

4. Uso de un ligando especifico segun la reivindicacién 3, donde dicho ligando especifico es una molécula que
mimetiza antigeno seleccionada del grupo que consiste de anticuerpos antiidiotipicos policlonales y monoclonales,
fragmentos de tales anticuerpos y péptidos sintetizados.

5. Un método para eliminar una porcion significativa de la inmunoglobulina del plasma que se ha tomado de un
paciente que padece tromboangeitis obliterante, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una columna que tiene acoplado en ella un ligando especifico para inmunoglobulina humana,
columna que es como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,y

(b) pasar el plasma a través de la columna en condiciones que efectien la union de dicho ligando especifico a
inmunoglobulina en el plasma.

6. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como un medicamento en el tratamiento
de la tromboangeitis obliterante, caracterizado por que el ligando esta acoplado a una columna de aféresis, a
través de la que se pasa el plasma del paciente en condiciones que promueven la unién del ligando especifico a
inmunoglobulina en el plasma, seguido de reinfusion del plasma del paciente en el paciente.

7. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como un medicamento en el tratamiento
de la tromboangeitis obliterante de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que se elimina al menos el 80
por ciento de la inmunoglobulina del paciente.

8. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como medicamento en el tratamiento de
la tromboangeitis obliterante, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, mediante el cual el
ligando se selecciona del grupo que consiste de anticuerpos policlonales anti inmunoglobulina humana, anticuerpos
monoclonales anti inmunoglobulina humana, un fragmento de tales anticuerpos, moléculas recombinantes del
idiotipo del anticuerpo, péptidos sintetizados, Proteina A y Proteina G.

9. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como medicamento en el tratamiento de
la tromboangeitis obliterante, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, caracterizado por que
se somete al paciente a una pluralidad de procedimientos de inmunoaféresis.

10. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como un medicamento en el tratamiento
de la tromboangeitis obliterante, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, mediante el cual se
realizan en el paciente al menos tres procedimientos de inmunoaféresis, dentro de un periodo de una o dos
semanas.

11. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como un medicamento en el tratamiento
de la tromboangeitis obliterante, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, mediante el cual se
lleva a cabo el procedimiento de inmunoaféresis al menos una vez al dia durante cinco dias consecutivos.

12. Ligando que une especificamente inmunoglobulina humana para su uso como medicamento en el tratamiento de
la tromboangeitis obliterante, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, caracterizado por que
la inmunoglobulina son autoanticuerpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgD, IgY y/o IgW.
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Figura 1: escala de dolor {1-10)
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Figura 2: distancia de marcha
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Figura 4: Uso de analgésicos opioides antes y después de IA
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Figura 5: PO2 pie derecho

100
p<0,01
| i .|.
80 4 -
80 ~
40
20 -
0 n T T
antes IA  después|A 1 mes 3 meses 6 meses
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

14




PO,

ES 2560456 T3

Figura6: PO2 pie izquierdo
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Figura 7: PCO; pie derecho
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Figura 8: PCO; pie izquierdo
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Figura 9: PO, extremidad mas afectada
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Figura 10: PCO- extremidad mas afectada
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Figura 11: paciente 8 antes (A y B) y 6 semanas después del
tratamiento (C y D)
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