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DESCRIPCION
Eliminacion extracorpérea de particulas microvesiculares
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere al campo de los métodos y dispositivos terapéuticos para la eliminacion
extracorporea de particulas microvesiculares, Utiles, por ejemplo, para revertir la supresién inmunitaria en un sujeto
que lo necesite (por ejemplo, un paciente con cancer) a través de medios extracorporeos.

Antecedentes de la Invencién

El control inmunolégico de la neoplasia ha sido un tema de intensa investigacion que se remonta a los dias de
William Coley, quien a principios del siglo XX informé potente inducciéon de remision del tumor a través de la
administracion de varios extractos bacterianos inmunoestimulantes no especificos, que se conocieron como
"Toxinas de Coley" (1). Las sugerencias sobre la capacidad para inducir respuestas inmunoldgicas anticancerigenas
provinieron también de experimentos en la década de 1920 que demuestran que la vacunacién con células
tumorales no viables aumenta una "resistencia" especifica al desafio secundario, aunque en ese momento, no se
conocia el concepto de emparejamiento del MHC y era posible que la resistencia secundaria fuera solo un producto
de la sensibilizacion alogénica (2). Aunque el campo de la inmunoterapia del cancer ha sido muy controvertido a lo
largo del siglo XX, algunos autores afirman que las respuestas inmunolégicas son necesarias para el crecimiento del
tumor (3), la época de la biologia molecular ha demostrado que, de hecho, las respuestas inmunitarias son capaces
de controlar que inicien tumores, asi como en algunos casos que inhiban el crecimiento de tumores establecidos.

Demostrado originalmente en el sistema murino, el concepto de una respuesta antitumoral productiva se asocié a un
perfil de citoquinas que se denomina Th1, mientras que una respuesta antitumoral ineficaz se asocié a Th2. El
método prototipico para evaluar la actividad de Th1 fue mediante la cuantificacion de la citoquina IFN-y (4). A nivel
epigenético, se conoce que la estructura de la cromatina de las células Th1 y Th2 es distinta, de este modo se
proporciona una base solida en la que una vez que una célula T naive se ha diferenciado en una célula Th1 o Th2,
las partes silenciadas y activadas de la cromatina pasan a células de progenie, de este modo el fenotipo es estable
(5). La activacion de los factores de transcripcion que inducen multiples genes GATA-3 (6), STAT6 (7, 8) en células
Th2, y T-bet (9), y STAT4 (10) en células Th1, se asocia a tales cambios de cromatina. En consecuencia, se han
realizado estudios usando ratones inactivados para STAT6 como modelo de una respuesta inmunitaria que carece
de influencias de Th2, que predomina, de este modo, mediante Th1. Los tumores que se administran a animales
inactivados para STAT6 se rechazan espontaneamente (11), o la inmunidad a ellos se logra con una potencia
mucho mayor en comparacion con los animales de tipo salvaje (12). Ademas, se observa una resistencia mayor a la
metastasis mediada inmunolégicamente (13). De acuerdo con el equilibrio Th1/Th2, los ratones que carecen de
STAT4 desarrollan tumores acelerados en un modelo de carcinogénesis que se induce quimicamente (14).

En la situacion clinica, se establece bien la correlacion entre respuestas inmunitarias suprimidas y una incidencia
mayor de cancer. Por ejemplo, la deficiencia inmunoldgica natural, como la anomalia congénita del sindrome de
Chediak-Higashi, en la que los pacientes tienen una funcién anormal de las células asesinas naturales, se asocia a
una respuesta inmunitaria debilitada global. En esta poblacion, la incidencia global de tumores malignos es 200-300
veces mayor que en la poblacién general (15). En otro ejemplo, se investigd en un estudio epidemioldgico un
polimorfismo especifico del gen del receptor de IL-4 que se conoce se asocia a respuestas aumentadas de Th2. El
analisis de regresion multivariada mostré que el genotipo especifico de la IL-4R que se asocia a la actividad
aumentada de Th2 era un factor pronéstico independiente para una supervivencia mas corta del cancer y un grado
histopatolégico mas avanzado (16). Ademas de las anomalias genéticas innatas, los regimenes inmunosupresores
que se usan para el efecto anti rechazo post-trasplante se asocian a una inhibicién selectiva de las respuestas Th1
(17-19). En apoyo del concepto de que la supresion de la inmunidad Th1 se asocia a la aparicién del cancer, la
incidencia de cancer en la poblacién post-trasplante aumenta notablemente en comparacién con los controles que
viven en condiciones ambientales similares (20-25). En términos de la supresion inmunitaria que se asocia a la
enfermedad, los pacientes que se infectan por el VIH tienen también una predisposicién marcada a una variedad de
tumores, especialmente, pero que no se limitan a linfomas, como un resultado de la inmunodeficiencia (26).

Aunque los ejemplos anteriores apoyan una relacion entre la supresion inmunitaria (o la desviaciéon de Th2) y el
cancer, se documenta también la situacion opuesta de la estimulacién inmunitaria que resulta en una respuesta
anticancerigena. Numerosos ensayos clinicos que usan enfoques especificos de antigenos, como la vacunacién con
antigenos tumorales solos (27, 28), antigenos tumorales que se unen a inmundégenos (29, 30), antigenos tumorales
que se administran solos (31) o en combinacién con moléculas coestimuladoras mediante métodos virales (32), los
antigenos tumorales que se cargan en células dendriticas ex vivo (33-35), o la administracion de células T reactivas
a tumores que se generan in vitro (36), han demostrado todos algunos efectos clinicos. Desafortunadamente, hasta
la fecha, no existe un método seguro, reproducible y de aplicacion en masa para inducir terapéuticamente la
regresion de tumores establecidos, o la metastasis a través de la inmunoterapia. Los agentes inmunoterapéuticos
aprobados, como la administracion sistémica de citoquinas, se asocia a efectos adversos graves, asi como
respuestas mediocres y aplicabilidad a un subconjunto de pacientes muy limitado.
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En consecuencia, existe la necesidad en la técnica de desarrollar una inmunoterapia exitosa capaz de estimular
respuestas inmunitarias especificas que solo se dirijan al tejido neoplasico, o componentes del tejido huésped cuya
actividad sea necesaria para la progresion de la neoplasia (es decir, endotelio). El desarrollo de una inmunoterapia
tan exitosa se ve obstaculizada por la supresion del sistema inmunitario del huésped por parte del cancer. Los
experimentos que se realizaron en la década de 1970 demostraron la existencia de "factores de bloqueo"
inmunoldgicos que inhibian especificamente las respuestas de los linfocitos al antigeno. Parte de este trabajo inicial
implico el cultivo de linfocitos autdlogos con células tumorales autdélogas en presencia de un suero sano de terceros.
Este cultivo dio como resultado una inhibicién del crecimiento del tumor autélogo como resultado de los linfocitos.
Los linfocitos de terceros no inhibieron el crecimiento del tumor. Curiosamente, cuando se afiadié suero autélogo a
los cultivos, no se observé inhibicion mediada por los linfocitos del crecimiento tumoral. Estos experimentos dieron
lugar al concepto de "factores de bloqueo" especificos del antigeno y se encontraron en el cuerpo de pacientes con
cancer que incapacitan la inmunidad exitosa del tumor (37-39).

Se observé una demostracion més reciente de la supresion tumoral de la funcién inmunitaria en experimentos que
muestran que la funcién de las células T se suprime en términos de incapacidad para secretar interferon gama
debido a una division del componente critico de transduccién del receptor de células T, la cadena TCR-zeta.
Originalmente, la divisién de la cadena zeta se identificd en las células T con tendencia a sufrir apoptosis. Aunque se
ha presentado una amplia variedad de explicaciones para la division de la cadena zeta, se postulé que una causa
particular eran las microvesiculas que secretan los tumores.

Desde principios de la década de 1980 se conocen la microvesiculas que secretan las células tumorales. Se estimo
que tenian entre 50 y 200 nandémetros de diametro y se asociaban a una variedad de efectos inhibidores
inmunitarios. Especificamente, se demostré que tales microvesiculas no solo podian inducir la apoptosis de las
células T, sino que también podian bloquear diversos aspectos de la sefalizacién, proliferacién, produccion de
citoquinas y citotoxicidad de las células T. Aunque surgié mucho interés en dichas microvesiculas, se desarrollaron
pocas aplicaciones terapéuticas, ya que no se habian caracterizado a nivel molecular.

La investigacion que se presenta identifico independientemente otro tipo de estructuras similares a las
microvesiculares, que se denominaron "exosomas". Definidos originalmente como pequefios (es decir, 80-200
nanémetros de diametro), los exosomas se observaron inicialmente en los reticulocitos en proceso de maduracion.
Posteriormente, se descubri6 que los exosomas son un método potente de comunicacion de células dendriticas con
otras células presentadoras de antigenos. Se observd que los exosomas que secretan las células dendriticas
contenian niveles extremadamente altos de MHC |, MHC II, moléculas coestimuladoras y varias moléculas de
adhesion. Ademas, los exosomas de células dendriticas contienen antigenos que dicha célula dendritica habia
engullido previamente. La capacidad de los exosomas para actuar como "células presentadoras de mini-antigenos"
ha estimulado a los investigadores del cancer a impulsar las células dendriticas con antigenos tumorales, recolectar
los exosomas que la célula dendritica que se pulsa secreta con antigenos tumorales y usar estos exosomas para la
inmunoterapia. Se vio que tales exosomas eran capaces de erradicar tumores establecidos cuando se administraban
en varios modelos murinos. La capacidad de los exosomas dendriticos para preparar poderosamente el sistema
inmunitario provocé la pregunta de si los exosomas pueden tener también un papel inductor de tolerancia o supresor
inmunitario. Ya que se ha establecido que el exosoma tiene una alta concentraciéon de antigenos tumorales, surgié la
pregunta de si los exosomas pueden inducir un proceso de activacion de células T abortivas que conduce a la
anergia. Especificamente, se conoce que numerosas células tumorales expresan el ligando de la molécula Fas que
induce la apoptosis de células T.

El ligando Fas es una proteina de membrana integral de tipo Il que pertenece a la familia del TNF cuya expresion se
observa en una variedad de tejidos y células, tales como los linfocitos activados y la camara anterior en el ojo. El
ligando Fas induce la muerte celular apoptética en varios tipos de células, células blanco a través de su receptor
correspondiente, CD95/APO1. El ligando Fas no solo juega papeles importantes en la homeostasis de los linfocitos
activados, sino que también se ha implicado en establecer un estado de privilegio inmunitario en los testiculos y en
los ojos, asi como en un mecanismo mediante el cual los tumores escapan de la muerte inmunomediada. En
consecuencia, dada la expresion del ligando Fas en una variedad de tumores, nosotros y otros hemos buscado, y
hemos demostrado con éxito que el ligando Fas se expresa en exosomas que secretan las células tumorales (40).

Debido a la capacidad de los exosomas para mediar en una variedad de sefiales inmunolégicas, se propuso que en
el sistema modelo, al comienzo del proceso neoplasico, los exosomas que secretan los tumores induzcan
selectivamente la apoptosis de las células T especificas del antigeno, a través de la activacion del receptor de
células T, que a su vez aumenta la expresion de Fas en la célula T, posteriormente, la molécula de ligando Fas en el
exosoma induce apoptosis. Este proceso puede ocurrir por una interaccion directa entre el exosoma tumoral y la
célula T, o puede ocurrir indirectamente por exosomas tumorales que se unen a las células dendriticas, y luego,
posteriormente, cuando las células T se unen a las células dendriticas en areas linfaticas, el exosoma en realidad se
une mediante células dendriticas y usa la adhesion de células dendriticas/moléculas coestimuladoras para formar
una interaccion estable con las células T e inducir la apoptosis. En el contexto de pacientes con cancer mas
avanzados, donde los exosomas alcanzan concentraciones sistémicas mas altas, la induccion de la apoptosis de
células T ocurre de una manera dependiente del MHC |, no especifica al antigeno, sino al ligando Fas.
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El reciente reconocimiento de que los exosomas que los tumores secretan son idénticos a las microvesiculas que los
tumores secretan, que se describieron en la década de 1980, (41), ha estimulado una amplia variedad de
investigaciones sobre la capacidad supresora de dichas microvesiculas. Especificamente, las microvesiculas
inmunosupresoras se identificaron no solo en pacientes con cancer (42, 43), sino también en situaciones de
embarazo (44-46), tolerancia al trasplante (47, 48) y tolerancia oral (49, 50).

Los métodos anteriores para inducir inmunidad anticancerigena se han centrado en la estimulaciéon de respuestas
inmunitarias innatas o especificas, sin embargo, se ha realizado relativamente poco trabajo clinico en términos de
deprimir las funciones inmunitarias de los pacientes con cancer. Especificamente, un paciente con cancer que tiene
exosomas inductores de tolerancia tiene pocas posibilidades de aumentar una respuesta inmunitaria antitumoral
exitosa. Esta puede ser una de las causas de los resultados mediocres, si no directamente deficientes, de la
inmunoterapia actual.

Otros han intentado activar del sistema inmunitario de los pacientes con cancer usando la eliminacién extracorpérea
de "factores de bloqueo". Especificamente, Lentz en la patente de los Estados Unidos N° 4,708,713 describe un
método extracorpéreo para eliminar proteinas de aproximadamente 200 kDa, que se asocian a la supresion
inmunitaria. Aunque Lentz ha generado resultados muy prometedores usando este enfoque, el enfoque es: a) no
selectivo para inhibidores especificos; b) tedricamente daria como resultado la pérdida de citoquinas
inmunoestimulantes; c) no es aplicable en gran escala; y d) no tendria ningun efecto contra las microvesiculas, que
los tumores secretan, que son mucho mas grandes de 200 kDa. Ademas, en la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos N° 2005/0265996, Lentz describe la eliminacion de proteinas receptoras especificas de la sangre usando
anticuerpos, citoquinas o péptidos que se unen especificamente a los receptores.

Las propiedades que se descubrieron recientemente de las microvesiculas, en general, y de las microvesiculas
tumorales, especificamente, las han convertido en un objetivo muy prometedor para la eliminacién extracorpérea.
Las propiedades tales como la expresion aumentada del MHC 1, el ligando Fas, la afinidad aumentada hacia las
lectinas y el contenido modificado de esfingomielina permiten el uso de dispositivos extracorpéreos para lograr su
eliminacion selectiva. Ademas, el tamano de las microvesiculas permitiria la eliminacién no selectiva ya sea sola o
como una de una serie de pasos en la eliminacién selectiva.

Resumen de la Invencién

En este documento se divulgan métodos de estimulacién inmunitaria y/o de activacion inmunitaria usando técnicas
extracorpdreas para eliminar las microvesiculas de la circulacion como se define en las reivindicaciones.

En este documento se divulgan también métodos para eliminar microvesiculas de la circulacion de un sujeto que lo
necesita (por ejemplo, pacientes con cancer), activando, de este modo, la supresién inmunitaria presente en dichos
sujetos. Por consiguiente, aqui se ensefa el uso de diversos dispositivos extracorpéreos y métodos para producir
dispositivos extracorpdreos para su uso en la eliminacion del contenido de microvesiculas en sujetos que lo
necesitan. El propio tumor puede elaborar dichas microvesiculas, o las pueden generar células no malignas bajo la
influencia de tumores solubles o interacciones dependientes del contacto. Dichas microvesiculas pueden suprimir
directamente el sistema inmunitario del huésped mediante la induccion de la apoptosis de las células T, la inhibicién
de la proliferacion, la incapacitacion, la anergia, la desviaciéon en la capacidad de produccion de citoquinas o la
division de la cadena zeta del receptor de las células T, o alternativamente dichas microvesiculas pueden suprimir
indirectamente el sistema inmunitario a través de la modificacion de la funcién de otras células inmunolégicas como
las células dendriticas, las células NK, las células NKT y las células B. Dichas microvesiculas pueden suprimir la
respuesta inmunitaria antitumoral del huésped ya sea de una manera especifica al antigeno o no especifica al
antigeno, o ambas.

Uno de los objetivos de la presente divulgacion es proporcionar un tratamiento eficaz y relativamente benigno para el
cancer.

Otro objetivo es proporcionar una terapia adyuvante y/o neoadyuvante para usar junto con los tratamientos contra el
cancer que se usan actualmente que requieren una respuesta inmunitaria funcional para la eficacia.

Otro objetivo es proporcionar una terapia adyuvante y/o neoadyuvante para usar junto con los tratamientos contra el
cancer que se usan actualmente, que estimulan la respuesta inmunitaria de un sujeto que la necesita de una manera
especifica al antigeno.

Otro objetivo es proporcionar una terapia adyuvante y/o neoadyuvante para usar junto con los tratamientos para el
cancer que se usan actualmente, que estimulan la respuesta inmunitaria de un sujeto que lo necesita de una manera
no especifica al antigeno.

Otro objetivo es proporcionar mejoras en el tratamiento extracorpéreo del cancer a través de la seleccion del
novedoso blanco de las microvesiculas que se asocian a tumores.
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Otro objeto es proporcionar perlas u otros tipos de particulas que puedan formar una matriz fuera de un filtro de fibra
hueca, teniendo dicho componente de matriz un tamafio mayor que los poros de dicho filtro de fibra hueca, y dichas
perlas u otros tipos de particulas que se unen a agentes que captan las microvesiculas.

Otro objetivo es proporcionar mejoras en el tratamiento extracorpéreo del cancer a través de la seleccion del
novedoso blanco de las microvesiculas que se asocian a tumores que contienen propiedades Unicas que no se
encuentran en las microvesiculas que se encuentran en pacientes sin cancer.

Otro objetivo es proporcionar dispositivos de afinidad especifica mejorados, en particular dispositivos de
inmunoadsorcion y métodos utiles para la eliminacién de microvesiculas que se asocian al cancer, de pacientes con
cancer. Especificamente, los dispositivos de inmunoadsorcién usan proteinas con afinidad a los componentes de las
microvesiculas que se asocian al tumor. Dichas proteinas incluyen anticuerpos tales como anticuerpos contra el
ligando Fas, MHC I, MHC I, CD44, fosfatasa alcalina placentaria, TSG-101, complejos de péptidos del MHC |,
complejos de péptidos del MHC Il o proteinas que se encuentran presentes en el exterior de las microvesiculas,
contribuyendo a la supresiéon inmunitaria que se encuentra en un paciente con cancer. Dentro de la invencion se
contemplan proteinas que actian como ligandos para las proteinas microvesiculares, dichas proteinas pueden
existir actualmente o se pueden generar mediante medios in silico que se basan en cualidades conocidas de
proteinas especificas de microvesiculas.

De acuerdo con un aspecto particular de la presente invencién, se proporcionan dispositivos para tratar el cancer
que se basan en la utilizaciéon de la adsorcion de afinidad especifica de microvesiculas que se asocian al estado
canceroso. Los adsorbentes de afinidad que se usan de acuerdo con la presente invencion son inmunoadsorbentes
y adsorbentes quimicos de afinidad especifica no se basan en el sistema inmunitario. Mas especificamente, la
adsorcion se puede lograr con base en las propiedades especificas de las microvesiculas que se asocian al cancer,
una de las cuales es la afinidad preferencial a las lectinas y otros compuestos que se unen al azucar.

En una realizacion particular, la invencion proporciona un dispositivo para el tratamiento extracorpéreo de sangre o
una fraccion de sangre tal como el plasma. Este dispositivo tiene un circuito de circulacion de sorbente, que se
adhiere y retiene las microvesiculas, y un circuito de circulacién sanguinea a través del cual las células sanguineas
fluyen sin impedimentos. El dispositivo se puede construir en diversas variaciones que serian claras para un experto
en la técnica. Especificamente, el dispositivo se puede construir como un sistema cerrado de manera que no se
necesita un depdsito de acumulacion y el sistema de circulacion de sorbente acumula las microvesiculas, mientras
que permite que la materia que no es microvesicula fluya nuevamente hacia el sistema de circulacion sanguinea y
posteriormente se devuelva al paciente. Alternativamente, el dispositivo puede usar un depdsito acumulador que se
conecta al circuito de circulacion de sorbente y se conecta de tal manera que se descarte el liquido de desecho, pero
el fluido que repone el volumen se inserta nuevamente en el sistema de circulacién sanguinea, de modo que la
sangre purificada sustancialmente de microvesiculas que se reintroduce en dicho paciente se asemeja a un
hematocrito de homologia significativa con la sangre que se extrajo de dicho paciente.

Descripcion Detallada de la Realizacion Preferida

Para los propdsitos de avanzar y aclarar los principios de la invencion que se divulga en el presente documento, se
hara referencia a ciertas realizaciones y se usara un lenguaje especifico para describir dichas realizaciones. No
obstante, se entendera y se aclarara que no se pretende, de este modo, limitar el alcance de la invencion. Las
alteraciones, modificaciones adicionales y aplicaciones de los principios de la invencidn tal como se describen en el
presente documento sirven solo como una realizacién especifica, sin embargo, un experto en la técnica a la que se
refiere la invencion entenderd que las siguientes son, de hecho, solo realizaciones especificas con propdsitos
ilustrativos, y derivaran tipos de aplicaciones similares tras leer y entender esta divulgacion.

En este documento se proporcionan métodos para eliminar particulas microvesiculares de un sujeto que lo necesite,
comprendiendo dichos métodos:

a) establecer un sistema de circulacién extracorpéreo que comprende poner en contacto la sangre entera o
componentes de la misma con un singular o una pluralidad de agentes capaces de unirse a microvesiculas que se
encuentran dentro de dicha sangre o componentes de la misma; y
b) devolver dicha sangre o componentes de la misma a la sangre original, conteniendo sustancialmente dicha
sangre 0 componentes sanguineos menos particulas inmunosupresoras en comparacion con la sangre o los
componentes sanguineos que residen originalmente en la sangre.

Los métodos son dutiles, por ejemplo, para eliminar la represion de la respuesta inmunitaria, que incluye la
restauracion de uno o mas de las siguientes: funcién de células T, células asesinas naturales (NK), células T
asesinas naturales (NKT), células T gama-delta y de células B. Las aplicaciones que se prefieren actualmente de los
métodos incluyen la restauracion de uno o mas de las siguientes: funcién de células T, células asesinas naturales
(NK), células T asesinas naturales (NKT), células T gama-delta, y de células B incluye la prevencion de la apoptosis;
se prefiere especialmente que la restauracion de uno o mas de las siguientes: funcion de células T, células asesinas
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naturales (NK), células T asesinas naturales (NKT), células T gama-delta y de células B incluye restauracion y/o
dotacion de actividad capaz de inhibir la progresién del cancer.

Inhibir la progresion del cancer como se contempla en el presente documento se logra de varias maneras, por
ejemplo, mediante una o mas de las siguientes: citdlisis directa de células tumorales, induccién directa de apoptosis
de células tumorales, induccion de citdlisis de células tumorales a través de la estimulacion de respuestas
antitumorales intrinsecas del huésped, induccion de apoptosis de células tumorales a través de la estimulacion de
respuestas antitumorales intrinsecas del huésped, inhibiciéon de la metastasis de células tumorales, inhibicién de la
proliferacion de células tumorales e induccién de senescencia en la célula tumoral.

Las células tumorales de ejemplo que se contemplan para el tratamiento en el presente documento se seleccionan
del grupo de canceres que consisten en: sarcomas de tejido blando, rifién, higado, intestino, leucemia, linfomas y
canceres de cerebro, esdéfago, cuello uterino, hueso, pulmén, endometrio, vejiga, mama, laringe, colon/recto,
estdmago, ovario, pancreas, glandula suprarrenal y prostata.

Los agentes capaces de unirse a las microvesiculas que se contemplan para su uso en el presente documento se
seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: a) un singular o una pluralidad de especies de
anticuerpos; b) un singular o pluralidad de proteinas (por ejemplo, lectinas); c) un singular o pluralidad de aptameros,
d) una superficie que restringe selectivamente del paso las microvesiculas, y e) una superficie con adhesion
selectiva a las microvesiculas.

Los anticuerpos que se contemplan para su uso en el presente documento tienen una especificidad para proteinas
que se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: ligando Fas, MHC |, MHC 1l, CD44,
fosfatasa alcalina placentaria, TSG-101, complejos de péptidos del MHC |, complejos de péptidos del MHC Il y las
proteinas que se encuentran presentes en el exterior de las microvesiculas que contribuyen a la supresion
inmunitaria en un paciente con cancer. Los anticuerpos que se prefieren actualmente son especificos para el ligando
Fas, el MHC | y similares.

Las proteinas de unién que se contemplan para su uso en este documento se seleccionan del grupo que consiste en
uno o mas de los siguientes: Fas, Receptor de células T, extractos de proteina que se aislan de células T, extractos
de proteina que se aislan de células dendriticas y proteinas que se conoce poseen afinidad por proteinas de union
que se encuentra en las microvesiculas que se asocian a la supresion inmunitaria.

Las superficies que se contemplan para su uso en el presente documento que restringen selectivamente el paso de
dichas microvesiculas tienen tipicamente tamafios de poros en el intervalo de aproximadamente 20-400 nanémetros
de tamafio, con superficies que tienen poros con un tamafio que se prefiere en el intervalo de aproximadamente 40-
300 nandmetros de tamafo, con superficies que tienen poros con un tamafo que se prefiere especialmente en el
intervalo de aproximadamente 50-280 nanémetros de tamario.

Las superficies con adhesion selectiva a las microvesiculas que se contemplan para su uso en este documento se
pueden recubrir con un Unico compuesto, o una pluralidad de compuestos que se unen a particulas que se
enriquecen en esfingomielina y con un nivel mas bajo de fosfatidilcolina que se encuentra en las membranas
celulares de las células no malignas.

En este documento se divulga también, los agentes capaces de unirse a las microvesiculas se inmovilizan en una
membrana porosa de fibra hueca. Por ejemplo, los agentes capaces de unirse a las microvesiculas se inmovilizan en
el exterior poroso de la membrana de fibra hueca.

De acuerdo con los métodos y dispositivos existentes para el tratamiento extracorpéreo de la sangre, se pueden
integrar (en todo o en parte) con los métodos que se describieron anteriormente para aumentar la eliminacion ex
vivo de las microvesiculas de una manera fisiolégicamente aplicable. Por ejemplo, los métodos existentes para el
tratamiento extracorpéreo de la sangre se pueden seleccionar de uno o mas de los siguientes: a) hemofiltracion; b)
hemodidlisis; y c) hemodiafiltracion. Un meétodo existente que se prefiere actualmente para el tratamiento
extracorporeo de la sangre comprende la aféresis seguida de filtracion.

De acuerdo con otra realizaciéon de la presente invencién, se proporcionan dispositivos médicos utiles para la
eliminacion de microvesiculas, que se asocian al cancer, de la sangre de un paciente con cancer, comprendiendo
dicho dispositivo:

a) un conducto de admisién a través del cual entra la sangre de un paciente con cancer que necesita tratamiento;

b) un singular o una pluralidad de matrices capaces de adherirse a las microvesiculas causantes de la supresion
inmunitaria que se asocia al cancer; y

c) un sistema para la reintroduccion de dicha sangre en el paciente que lo necesite, a través del cual, dicha sangre
se reintroduce en condiciones fisioldgicamente aceptables.
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En un aspecto del dispositivo médico que se describié anteriormente, las matrices rodean una pluralidad de filtros de
fibra hueca. Preferiblemente, los filtros de fibra hueca tienen un diametro de tamaiio suficiente para permitir el paso
de las células sanguineas a través del lumen y la difusién de particulas entre 80 y 300 nandémetros de tamafio.

En otro aspecto del dispositivo médico que se describié anteriormente, un agente de unién a microvesiculas
reacciona quimicamente con un sustrato de alto peso molecular y se coloca en el exterior de dichas fibras huecas
para unir liquidos de células no sanguineas que penetran a través de los poros de dichas fibras huecas. Los agentes
de unién a microvesiculas de ejemplo incluyen uno o mas de los siguientes: a) un singular o una pluralidad de
especies de anticuerpos; b) un singular o una pluralidad de proteinas (por ejemplo, lectinas); ¢) un singular o una
pluralidad de aptameros, d) una superficie que restringe selectivamente del paso las microvesiculas, y e) una
superficie con adhesién selectiva a las microvesiculas.

Los anticuerpos de ejemplo que se contemplan para su uso en el presente documento tienen una especificidad para
proteinas que se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: ligando Fas, MHC |, MHC II,
CD44, fosfatasa alcalina placentaria, TSG-101, complejos de péptidos del MHC |, complejos de péptidos del MHC Il
y proteinas que se encontraron presentes en el exterior de las microvesiculas que contribuyen a la supresion
inmunitaria en un paciente con cancer. Los anticuerpos que se prefieren actualmente son especificos para el ligando
Fas, el MHC | y similares.

Las proteinas de ejemplo que se contemplan para su uso en el dispositivo de la invencién se seleccionan del grupo
que consiste en uno o mas de los siguientes: Fas, Receptor de células T, extractos de proteinas que se aislan de
células T, extractos de proteinas que se aislan de células dendriticas y proteinas que se conoce poseen afinidad por
proteinas de union que se encuentran en microvesiculas que se asocian a la supresion inmunitaria.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para potenciar la respuesta anticancerigena mediada
inmunolégicamente que se obtiene mediante la vacunaciéon de antigenos tumorales, comprendiendo dichos
métodos:

a) inmunizar a un sujeto que lo necesite usando un unico o una combinacién de antigenos tumorales;

b) eliminar las microvesiculas inmunosupresoras de los sueros de dicho sujeto mediante medios extracorpéreos; y

c) ajustar la cantidad de eliminacion de microvesiculas inmunosupresoras que se basan en la estimulacion
inmunitaria que se desea.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para mejorar la respuesta inmunitaria de un sujeto que lo necesita a
través de la eliminacion de particulas microvesiculares que se encuentran en la circulacion sistémica de dicho sujeto,
comprendiendo dichos métodos:

a) establecer un sistema de circulacion extracorpéreo que comprende poner en contacto la sangre entera o
componentes de la misma con un unico o una pluralidad de agentes capaces de unirse a microvesiculas que se
encuentran dentro de dicha sangre o componentes de la misma; y

b) devolver dicha sangre o componentes de la misma al sujeto, conteniendo sustancialmente dicha sangre o
componentes sanguineos menos particulas inmunosupresoras en comparacion con la sangre o componentes
sanguineos que residen originalmente en dicho sujeto.

Mejorar la respuesta inmunitaria como se contempla en el presente documento incluye uno o mas de los siguientes:
aumento de la funcion de células T, células asesinas naturales (NK), células T asesinas naturales (NKT), células T
gama-delta y de células B. En una realizacidon que se prefiere actualmente, el aumento de la funcién de una o mas
de las células T, células asesinas naturales (NK), las células T asesinas naturales (NKT), células T gama-delta y de
células B incluye la prevencion de la apoptosis. En otra realizacion preferida, el aumento de la funciéon de una o mas
de las células T, células asesinas naturales (NK), célula T asesinas naturales (NKT), células T gama-delta y de las
células B incluye la mejora y/o la dotacion de actividad capaz de inhibir la progresién del cancer.

Inhibir la progresién del cancer que se contempla en el presente documento se logra de varias maneras, por
ejemplo, mediante citdlisis directa de células tumorales, induccién directa de apoptosis de células tumorales,
induccién de citélisis de células tumorales a través de la estimulacidon de respuestas antitumorales intrinsecas del
huésped, induccion de apoptosis de células tumorales a través de la estimulacion de respuestas antitumorales
intrinsecas del huésped, inhibicion de la metastasis de células tumorales, inhibicién de la proliferacion de células
tumorales e induccién de senescencia en la célula tumoral.

Las células tumorales que se contemplan para el tratamiento de acuerdo con la presente invencién se seleccionan
del grupo de canceres que consisten en: sarcomas de tejido blando, rifidn, higado, intestino, recto, leucemias,
linfomas y canceres de cerebro, esofago, cuello uterino, hueso, pulmén, endometrio, vejiga, mama, laringe,
colon/recto, estbmago, ovario, pancreas, glandula suprarrenal y prostata.

Los agentes capaces de unirse a las microvesiculas que se contemplan para su uso en el presente documento se
seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: a) un singular o una pluralidad de especies de
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anticuerpos; b) un singular o una pluralidad de proteinas (por ejemplo, lectinas); c) un singular o una pluralidad de
aptameros, d) una superficie que restringe selectivamente del paso las microvesiculas, y e€) una superficie con
adhesion selectiva a las microvesiculas.

Los anticuerpos que tienen especificidad para las proteinas que se contemplan para su uso en el presente
documento se seleccionan del grupo que consiste en uno 0 mas de los siguientes: ligando Fas, MHC I, MHC I,
CD44, fosfatasa alcalina placentaria, TSG101, complejos de péptidos del MHC |, complejos de péptidos del MHC I,
y proteinas que se encuentran presentes en el exterior de las microvesiculas, que contribuyen a la supresién
inmunitaria que se encuentra en un paciente con cancer Los anticuerpos que se prefieren actualmente son
especificos para el ligando Fas, el MHC | y similares.

Las proteinas que se contemplan para su uso en este documento se seleccionan del grupo que consiste en uno o
mas de los siguientes: Fas, Receptor de células T, extractos de proteinas que se aislan de células T, extractos de
proteinas que se aislan de células dendriticas y proteinas que se conoce poseen afinidad por las proteinas de union
que se encuentran en las microvesiculas que se asocian a la supresion inmunitaria.

Las superficies que restringen selectivamente el paso de dichas microvesiculas que se contemplan para su uso en el
presente documento tienen tipicamente un tamarfo de poro en el intervalo de aproximadamente 20-400 nanémetros
en tamafo, con tamafos de poros que se prefieren en el intervalo de aproximadamente 40-300 nandmetros en
tamafio, y tamafios de poros que se prefieren especificamente en el intervalo de aproximadamente 50-280
nanémetros en tamano.

Las superficies con adhesion selectiva a las microvesiculas que se contemplan para su uso en el presente
documento se recubren con una variedad de agentes, por ejemplo, un Unico compuesto o una pluralidad de
compuestos que se unen a particulas que se enriquecen en esfingomielina y con un nivel mas bajo de fosfatidilcolina
como se encuentra en las membranas celulares de células no malignas.

En un aspecto, los agentes que se describieron anteriormente capaces de unirse a microvesiculas se inmovilizan en
una membrana porosa de fibra hueca, por ejemplo, en el exterior poroso de la membrana de fibra hueca.

En otro aspecto de la invencién, los dispositivos de tratamiento extracorpéreo de la sangre se integran (en todo o en
parte) para aumentar la eliminacion ex vivo de las microvesiculas de una manera fisiolégicamente aplicable. Los
métodos existentes de ejemplo para el tratamiento extracorpdéreo de la sangre se seleccionan de uno o mas de los
siguientes: a) hemofiltracion; b) hemodialisis; y c¢) hemodiafiltracion. Un método existente que se prefiere
actualmente para el tratamiento extracorpéreo de la sangre comprende la aféresis seguida de filtracion.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para mejorar la respuesta inmunitaria de un sujeto que lo necesita a
través de la eliminacién de particulas microvesiculares que se encuentran en la circulacion sistémica de dicho sujeto,
comprendiendo dichos métodos:

a) establecer un sistema de circulacion extracorpéreo que comprende poner en contacto la sangre entera o
componentes de la misma con un Unico o una pluralidad de agentes capaces de unirse a las microvesiculas que se
encuentran dentro de dicha sangre o componentes de la misma, uniéndose a su vez dichos agentes a una pluralidad
de objetos;

b) realizar un paso de filtracién tal que dichos objetos de un tamafio definido se capturen dentro de dicho sistema de
circulacion extracorporeo; y

c) devolver dicha sangre o componentes de la misma al sujeto, conteniendo sustancialmente dicha sangre o
componentes sanguineos menos particulas inmunosupresoras en comparacion con la sangre o los componentes
sanguineos que residen originalmente en dicho sujeto.

Mejorar la respuesta inmunitaria que se contempla en el presente documento incluye uno o mas de los siguientes:
aumento de la funcién de células T, células asesinas naturales (NK), células T asesinas naturales (NKT), células T
gama-delta y de las células B. Se prefiere actualmente que el aumento de la funcién de una o mas de las células T
gama-delta, células asesinas naturales (NK), células T asesinas naturales (NKT) y de células B incluya la prevencién
de la apoptosis. Se prefiere también actualmente que el aumento de la funcién de una o mas de las células T, célula
asesina natural (NK), célula T asesina natural (NKT) célula T gama-delta y de las células B incluya la mejora y/o la
dotacioén de actividad capaz de inhibir la progresion del cancer.

Inhibir la progresion del cancer que se contempla en el presente documento se logra mediante uno o mas de los
siguientes procedimientos: citdlisis directa de células tumorales, induccion directa de apoptosis de células tumorales,
induccién de citdlisis de células tumorales a través de estimulacién de respuestas antitumorales intrinsecas del
huésped, induccion de apoptosis de células tumorales a través de estimulacion de respuestas antitumorales
intrinsecas del huésped, inhibicién de la metastasis de células tumorales, inhibicién de la proliferacion de células
tumorales e induccién de senescencia en las células tumorales.
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Las células tumorales que se contemplan para el tratamiento de acuerdo con la presente invencién se seleccionan
del grupo de canceres que consisten en: sarcomas de tejido blando, rifidn, higado, intestino, recto, leucemias,
linfomas y canceres de cerebro, eso6fago, cuello uterino, hueso, pulmén, endometrio, vejiga, mama, laringe,
colon/recto, estbmago, ovario, pancreas, glandula suprarrenal y prostata.

Los agentes capaces de unirse a las microvesiculas que se contemplan para su uso en el presente documento se
seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: a) un singular o una pluralidad de especies de
anticuerpos; b) un singular o pluralidad de proteinas (por ejemplo, lectinas); c¢) un singular o una pluralidad de
aptameros, d) una superficie que restringe selectivamente del paso las microvesiculas, y €) una superficie con
adhesion selectiva a las microvesiculas.

La pluralidad de objetos que se contemplan para su uso en el presente documento comprende perlas que se
fabrican a un tamanio o intervalo de tamafios especificos de una manera tal que dichos agentes capaces de unirse a
microvesiculas se pueden conjugar con dicha pluralidad de objetos. Preferiblemente, tales perlas tienen un intervalo
de tamafo que se define para restringir su movimiento fuera de dicho sistema de circulacién extracorpéreo, por
ejemplo, las perlas tienen un intervalo de tamafio mayor que los poros de fibras huecas que se usan en sistemas
extracorpdreos para restringir su movimiento fuera de dichos sistemas extracorpéreos. En un aspecto, tales perlas
poseen propiedades que responden a un campo electromagnético, de tal manera que posteriormente de que dichas
perlas entren en contacto con dichas microvesiculas, dichas perlas se pueden eliminar o secuestrar mediante dicho
campo electromagnético para evitar sustancialmente el movimiento de dichas perlas fuera de dicho sistema
extracorporeo.

Ejemplos de perlas que se contemplan para su uso en este documento son MACS™ perlas solas o que se conjugan
con compuestos para permitir que dichas perlas formen complejos con dichos agentes capaces de unir
microvesiculas, Dynal™ perlas solas o que se conjugan con compuestos para permitir que dichas perlas formen
complejos con dichos agentes capaces de unirse a microvesiculas, y similares.

Los anticuerpos que se contemplan para su uso en el presente documento tienen una especificidad para proteinas
que se seleccionan de un grupo que consiste en uno o mas de los siguientes: ligando Fas, MHC |, MHC I, CD44,
fosfatasa alcalina placentaria, TSG-101, complejos de péptidos del MHC I, complejos de péptidos del MHC I, y las
proteinas que se encuentran presentes en el exterior de las microvesiculas que contribuyen a la supresion
inmunitaria en un paciente con cancer. Los anticuerpos que se prefieren actualmente son especificos para el ligando
Fas, el MHC | y similares.

Las proteinas que se contemplan para su uso en este documento se seleccionan del grupo que consiste en uno o
mas de los siguientes: Fas, Receptor de células T, extractos de proteinas que se aislan de células T, extractos de
proteinas que se aislan de células dendriticas y proteinas que se conoce poseen afinidad por las proteinas de union
que se encuentran en las microvesiculas que se asocian a la supresién inmunitaria.

Las superficies que restringen selectivamente el paso de dichas microvesiculas se encuentran generalmente en el
intervalo de aproximadamente 20-400 nanémetros de tamafio, con microvesiculas que se prefieren actualmente en
el intervalo de aproximadamente 40-300 nanémetros de tamafo, y microvesiculas que se prefieren especialmente
en el intervalo de aproximadamente 50-280 nandmetros de tamafio.

Las superficies de ejemplo con adhesién selectiva a las microvesiculas se recubren con un Unico compuesto, o una
pluralidad de compuestos que se unen a particulas que se enriquecen en esfingomielina y con un nivel mas bajo de
fosfatidilcolina que se encuentra en las membranas celulares de las células no malignas.

De acuerdo con esto, los agentes capaces de unirse a las microvesiculas se pueden inmovilizar en una membrana
porosa de fibra hueca, por ejemplo, en el exterior poroso de la membrana de fibra hueca.

De acuerdo con esto, los métodos y dispositivos existentes para el tratamiento extracorpéreo de la sangre, se
pueden integrar (en todo o en parte) con los métodos que se describieron anteriormente para aumentar la
eliminacion ex vivo de las microvesiculas de una manera fisiologicamente aplicable. Los métodos de ejemplo que se
contemplan para su uso en el presente documento incluyen: a) hemofiltracion; b) hemodialisis; y ¢) hemodiafiltracion,
con un método preferido que incluye aféresis seguida de filtracion.

De acuerdo con esto, la eliminaciéon extracorpérea de microvesiculas se puede realizar a través de la adhesion
selectiva de dichas microvesiculas a matrices o sustratos que se conjugan a agentes que poseen mayor afinidad a
las microvesiculas con un alto contenido de azucar, en comparacion con las microvesiculas de un menor contenido
de azucar.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para la eliminacidon extracorpérea de microvesiculas de un sujeto
que lo necesite, comprendiendo dicho método pasar la sangre entera de dicho sujeto, o componentes sanguineos
separados, a través de un sistema capaz de unir y retener selectivamente microvesiculas con base en uno o mas de
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su tamafio, carga, afinidad hacia las lectinas o afinidad hacia las moléculas que se conoce estan presentes en
dichas microvesiculas.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para la eliminacidon extracorpérea de microvesiculas de un sujeto
que lo necesite, comprendiendo dichos métodos pasar la sangre entera de dicho sujeto, o componentes sanguineos
separados, a través de un sistema capaz de unir y retener las microvesiculas de forma no selectiva con base en una
o0 mas de su tamano, carga, afinidad hacia las lectinas, o afinidad hacia las moléculas que se conoce estan
presentes en dichas microvesiculas.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para la eliminacion extracorpérea de microvesiculas de un sujeto
que lo necesite, comprendiendo dichos métodos pasar la sangre entera de dicho sujeto, o componentes sanguineos
separados, a través de un sistema capaz de unir y retener selectivamente microvesiculas con base en las similitudes
entre las propiedades de las microvesiculas y las membranas de las células cancerosas.

De acuerdo con esto, se proporcionan métodos para la eliminacidon extracorpérea de microvesiculas de un sujeto
que lo necesite, comprendiendo dichos métodos pasar la sangre entera de dicho sujeto o componentes de la sangre
separados a través de un sistema capaz de unir y retener las microvesiculas de forma no selectiva con base en las
similitudes entre las propiedades de las microvesiculas y las membranas de células cancerosas.

Cuando se llevan a cabo los métodos que se describieron anteriormente, las similitudes entre las microvesiculas y
las membranas de las células cancerosas que se asocian al cancer incluyen la capacidad de unirse a una lectina o
una pluralidad de lectinas. La referencia a las lectinas en este documento incluye GNA, NPA, Conconavalina A y
cianovirina, con una lectina que se prefiere actualmente que es Conconavalina A.

En este documento se divulgan métodos que se pueden usar para el tratamiento extracorpéreo de la sangre o una
fraccion de la sangre para la eliminaciéon de microvesiculas que se asocian a la supresiéon inmunitaria en un paciente
con cancer. La sangre corre a través de un circuito de circulacion extracorpérea que usa un cartucho de fibra hueca
con las membranas de dichas fibras huecas que tienen permeabilidad suficiente para que las microvesiculas que se
encuentran en la sangre se eliminen a través de la membrana de las fibras huecas y hacia un area fuera de las
fibras que contiene un sustrato que se une a un Unico o pluralidad de agentes capaces de adherirse a dichas
microvesiculas de manera tal que dichas microvesiculas se unen a dicho agente y no vuelvan a entrar
sustancialmente en las fibras huecas. Dentro del conocimiento de un experto en la técnica estan disponibles
numerosos tipos de sistemas de fibra hueca. La seleccion de dicho sistema de fibra hueca depende del volumen de
sangre que se desee y la velocidad de paso de dicho volumen de sangre a través del sistema de fibra hueca.
Especificamente, se pueden usar cartuchos de fibra hueca que tengan longitudes de 250 mm y que contengan 535
fibras huecas, que Amicon suministra, y que tengan las dimensiones de la fibra: [.D. 180 micras y O.D. 360 micras y
el area de superficie de contacto total en el cartucho es de 750 cm?. Alternativamente, se puede usar el cartucho de
filtro de fibra hueca "Plasmaflux P2" (que se vende en Fresenius) o los cartuchos Plasmart PS60 (que se vende en
Medical srl). Ambrus y Horvath describen estos y otros sistemas de fibra hueca en la patente de los Estados Unidos
N° 4,714,556. Se pueden usar también cartuchos de fibra hueca, como los que Tullis describe en la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos 20040175291. Ademas, dichos cartuchos de fibra hueca y cartuchos de afinidad se
consideran en general en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,714,556, 4,787,974 y 6,528,057.

Independientemente del sistema de fibra hueca que se use, el concepto necesario para la aplicaciéon de la presente
invencién es que dichos filtros de fibra hueca son necesarios para permitir el paso de las células sanguineas a
través del interior de dicha fibra hueca, y permitir la difusion de microvesiculas hacia el exterior. Con el fin de permitir
tal difusion, los poros en la membrana de la fibra hueca deben tener un diametro suficiente para permitir que las
particulas tengan el intervalo desde el tamafo de 20 nandmetros hasta 500 nandmetros de diametro. Mas
especificamente, los poros en la membrana de la fibra hueca deben ser de un diametro suficiente para permitir que
las particulas tengan un intervalo desde el tamafio de 50 nandmetros hasta 300 nanémetros de diametro. Incluso
mas especificamente, los poros en la membrana de la fibra hueca deben tener un diametro suficiente para permitir
que las particulas tengan el intervalo desde el tamafio de 80 nanémetros hasta 200 nanémetros de didmetro.
Durante la experimentacion con diferentes fibras huecas, un experto en la técnica encontraria Gtil usar particulas de
intervalos de tamafio similares a los de las microvesiculas con el fin de calibrar y cuantificar la capacidad de varios
tamafios de poros de filtros huecos. Un método para realizar esto es a través de la utilizacion de MACS™ disponible
comercialmente. Perlas (Milteny Biotech), que tienen un tamafio de 60 nandmetros. Estan disponibles también para
este proposito perlas fluorescentes, de latex, esféricas que tienen el intervalo en tamafo desde 25 a 1000 nm (por
ejemplo, de Duke Scientific (Palo Alto, CA)).

El sustrato o matriz que se usara para poner en practica la presente invencion debe permitir una permeacion
suficiente del flujo para que los componentes sanguineos no celulares que entran en el espacio exterior a la fibra
hueca se distribuyan por todo el material del sustrato o matriz, de modo que se haga un contacto sustancial entre las
microvesiculas que permean el filtro de fibra hueca y el agente de unién a la microvesicula que se une al sustrato o
matriz. Un experto en la técnica conoce sustratos o matrices adecuados. Dichos sustratos o matrices incluyen gel de
silice, dextrano, agarosa, polimeros de nailon, polimeros de acido acrilico, copolimeros de etileno y anhidrido del
acido maleico, aminopropil-silice, aminocelita, perlas de vidrio, silicatos que contienen tierra de diatomeas u otros
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sustratos o matrices que se conocen en la técnica. Ejemplos de tales se describen en las siguientes patentes:
Patente de los Estados Unidos N° 4,708,713 de Lentz, Patente de los Estados Unidos N° 5,667,684 de Motomura,
Patente de los Estados Unidos N° 5,041,079 de Takashima et. al., y Patente de los Estados Unidos N° 3,925,152 de
Porath y Janson. Los agentes que se unen a dicho sustrato se eligen con base en la afinidad conocida a las
microvesiculas que se asocian al cancer. Dichos agentes pueden ser capaces de unirse de forma no especifica a
dichas microvesiculas, ya que la unién se produce tanto de microvesiculas que no se asocian a tumores como de
microvesiculas que se asocian a tumores, 0, a la inversa, dichos agentes pueden mostrar un cierto grado de
selectividad para los exosomas que se derivan de tumores.

En una realizacion, dichos agentes se unen de manera no especifica a todas las microvesiculas debido a la
expresion comun de moléculas tales como el MHC | en microvesiculas que se asocien a afecciones de neoplasia, y
microvesiculas que no. Especificamente, un agente que se uniria a ambos tipos de microvesiculas seria un
anticuerpo especifico para las regiones no polimorfas del MHC I. Por lo tanto, en la realizacion de la invencién, en la
que se busca la eliminacion no selectiva de microvesiculas, los anticuerpos anti-MHC | se unirian a dicho sustrato
elegido, y la combinacién se colocaria para residir fuera de los filtros de fibra hueca para permitir la union de dichas
microvesiculas al sustrato, sin embargo, las células sanguineas y otros componentes de la sangre no se eliminaran
durante el paso de la sangre a través del sistema revestido que contiene dichos filtros de fibra hueca, sustrato
exterior y agente de union de microvesiculas.

Con el fin de lograr la eliminacién no especifica de microvesiculas, otra realizacién de la invencion es el uso de filtros
de fibra hueca del tamafo suficiente de los poros, en el lado del filtro de fibra hueca para que salgan las
microvesiculas, mientras que no permite que las células sanguineas salgan, y pasar una solucién continua sobre
dichos filtros de fibra hueca con el fin de eliminar dichas microvesiculas que se filtran a través de los lados de los
filtros de fibra hueca. En tal situacion, seria critico reintroducir nuevamente los otros componentes sanguineos que
escaparon del filtro de fibra hueca, como la albumina, dentro de la sangre purificada con microvesiculas, antes de
devolver la sangre al sujeto.

Alternativamente, el cartucho de fibra hueca se puede sellar como se describe en Ambrus. En tal sistema, tanto la
difusién como la conveccion hacen que los fluidos sanguineos (exclusivos de las células sanguineas) pasen a través
de los poros de las fibras huecas y entren en contacto con las moléculas de captura que se unen a la matriz de fase
solida. Los fluidos (por ejemplo, plasma) regresan a la circulacién en el extremo distal del cartucho a través de un
proceso que se conoce como flujo de Starling. En este sistema, no hay una pérdida significativa de fluidos
sanguineos y, por lo tanto, no es necesario reemplazar los componentes sanguineos.

En las situaciones en las que se desea una eliminacion sustancialmente especifica de las microvesiculas que se
asocian a tumores, dicho agente que se une a dicho sustrato fuera de dichos filtros de fibra hueca posee afinidad por
las moléculas que se encuentran especificamente en dichas microvesiculas que se asocian a tumores. Dicho agente
puede ser un anticuerpo para la molécula del Ligando Fas, puede ser una proteina Fas recombinante, o puede
dirigirse al MHC |, MHC I, CD44, fosfatasa alcalina placentaria, TSG-101, complejos de péptidos del MHC I,
complejos de péptidos del MHC |, y proteinas que se encuentran presentes en el exterior de las microvesiculas que
contribuyen a la supresion inmunitaria en un paciente con cancer. Otra realizaciéon de la invencion aprovecha la
similitud de las membranas tumorales con las microvesiculas tumorales y la alta concentraciéon que se conoce de
manosa y otros azucares en las membranas tumorales en comparacion con las membranas de células no malignas.

En una situacion en la que las microvesiculas que se asocian a tumores se deben retirar, con un cierto grado de
selectividad, de la circulacion sistémica de un sujeto que lo necesite, dicho agente que se une a la matriz o al
sustrato puede ser una lectina. Tullis en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos 20040175291 describe las
metodologias especificas para el uso de lectinas en la eliminacion de virus y estas metodologias se pueden usar
también en parte o en su totalidad para poner en practica la presente invenciéon. En diversas realizaciones de la
invencion, es importante que dichos sistemas incluyan medios para mantener la sangre en condiciones similares a
las que se encuentran en el huésped, de modo que, tras devolver dicha sangre al huésped, no se produzcan
reacciones adversas. En otras palabras, estad dentro del alcance de la invencién usar tecnologias que los expertos
en la técnica conocen para mantener la sangre en concentraciones de iones fisiologicos, osmolalidad, pH,
hematocrito, temperatura y flujo, con el fin de evitar dafios que se causen al sujeto, posterior a la reinfusién de
sangre tratada como se describe en el presente documento. Los expertos en la técnica conocen bien dichas
tecnologias.

En este documento se divulga un sistema para la eliminaciéon extracorpérea de microvesiculas; ya sea eliminando
selectivamente las microvesiculas que se asocian a tumores, o microvesiculas de manera no selectiva que se
encuentran en sujetos sanos, asi como en sujetos que portan tumores. La invencion comprende varios componentes
que interactuan, cuyo objetivo principal es la formacién de un circuito funcional capaz de agotar las microvesiculas
con el fin de activar o, en algunos casos, aumentar la respuesta inmunitaria de un paciente con cancer. Mas
especificamente, se usa un medio para separar la sangre de un sujeto que lo necesita (por ejemplo, un paciente con
cancer) en plasma y elementos celulares. Los medios apropiados para tal separacion estan disponibles
comercialmente y el experto en la materia los conoce bien. Estos incluyen, por ejemplo, el Sistema Exorim, el
sistema de Aféresis Hemocare de Fresenius y el Sistema de Prisma Gambo. El plasma purificado a través de dichos
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medios de separacion se ejecuta luego sobre una serie de medios de filtracion, poseyendo dichos medios de
filtracion una mayor afinidad hacia las microvesiculas que se asocian al tumor en comparacioén con otras moléculas.
Dichos medios de filtracion incluyen, en algunas realizaciones, agentes de unién a microvesiculas inmovilizados a un
sustrato.

Dichos agentes de unién a microvesiculas incluyen, entre otros, anticuerpos, proteinas o compuestos con afinidad
selectiva hacia las microvesiculas que se asocian al cancer o que no se asocian. Los ejemplos de dichos agentes
incluyen anticuerpos contra el ligando Fas, el MHC I, MHC Il, CD44, fosfatasa alcalina placentaria, TSG-101,
complejos de péptidos del MHC |, complejos de péptidos del MHC Il o proteinas que se encuentran presentes en el
exterior de las microvesiculas que contribuyen a la supresiéon inmunitaria que se encuentra en un paciente con
cancer, asi como a las lectinas como la conconavalina A, la fitohemaglutanina, la GNA, la NPA y la cianovirina.
Dicho sustrato se selecciona de los sustratos que se conoce se usaron anteriormente en los que, estos incluyen, por
ejemplo, SEPHAROSE™ fabricado por Amersham-Biosciences, Upsala, Suecia, asi como particulas o perlas de
acrilamida y agarosa. Los sustratos que se usaron deben tener las propiedades de poder unir estrechamente el
agente de unién de microvesiculas, la capacidad de producirse de forma estéril y ser compatibles con dialisis
estandar/sondas extracorporeas.

En otras realizaciones, el agente capaz de unirse a las microvesiculas que se asocian al tumor o que no se asocian
al tumor se inmoviliza en una membrana de filtro o en una sonda de dialisis capilar, donde el plasma pasa adyacente
o a través de las membranas a las que se une dicho agente capaz de unir las microvesiculas que se asocian al
tumor o que no se asocian al tumor. Los filtros adecuados incluyen los que se mencionaron anteriormente con
respecto a la separacion de componentes sanguineos. Estos pueden ser los mismos filtros, que tienen agentes
inmovilizados capaces de unirse a las microvesiculas (ya sean tumores que se asocian 0 que no se asocian, o se
pueden disponer en secuencia, de modo que el primer filtro divida los componentes sanguineos y el filtro
secundario, terciario y adicional elimine uno o mas de los componentes de dichas microvesiculas que se asocian al
cancer). La conjugacién del agente capaz de unirse a la microvesicula que se asocia al tumor o que no se asocia a
dicho sustrato se puede lograr mediante numerosos medios que se conocen en la técnica. Dichos medios incluyen
avidina-estreptavidina, acoplamiento de bromuro de cianégeno, el uso de un enlazador tal como un enlazador de
polietilenglicol. En la invencién se proporciona también un medio para devolver la sangre junto con plasma purificado
sustancialmente de microvesiculas que se asocian a tumores a dicho sujeto. Los medios preferidos son los que un
experto en la técnica elige con base en la aplicacion que se desea, la extension de la eliminacion de microvesiculas
que se desea, la condicion del paciente, el método extracorpéreo que se elige y el agente de union a la
microvesicula que se elige.

En una realizaciéon de la invencion, la eliminacion extracorpérea de microvesiculas se realiza en un paciente con
cancer con el fin de acelerar la velocidad de proliferacion y activacion de células T especificas a tumores. En la
técnica se conoce que los tumores contienen antigenos que son especificos al tumor (por ejemplo, el producto p210
de bcr-abl en la CML), que se expresan en otros tejidos, pero se expresan en exceso en células cancerosas (por
ejemplo, tirosinasa), o se expresan en forma embrionaria y se vuelven a expresar en el cancer (por ejemplo,
telomerasa). Se ha demostrado que la vacunacién contra tales antigenos induce una respuesta inmunitaria y, en
algunos casos, la generacion de linfocitos T citotoxicos (CTL). Desafortunadamente, a pesar del gran esfuerzo en el
desarrollo de vacunas contra el cancer, la traduccion clinica ha sido lenta, ya que la mayoria de las vacunas contra
el cancer no demuestran eficacia en la configuracién a doble ciego. Para aumentar la eficacia de las vacunas contra
el cancer, es importante que el paciente con cancer tenga un entorno inmunolégico en el que se pueda producir una
activacion adecuada de las células T. Se conoce que hay un gran nimero de microvesiculas en la circulacion de
pacientes con una amplia variedad de tumores diferentes histolégicamente, que incluyen melanoma (52), de ovario
(563), colorrectal (54) y de mama (55). De manera importante, se conoce que tales microvesiculas inducen la
supresion de la inmunidad a través de mecanismos directos tales como la induccion de la muerte de células T a
través de la expresion de FasL (52), a través de mecanismos indirectos como la estimulacion de la actividad de las
células supresoras mieloides (54). De hecho, se conocen numerosos mecanismos para la supresion de la inmunidad
de células T mediante las microvesiculas que el cancer secreta (56-59). En consecuencia, un paciente con cancer
se trata con una vacuna terapéutica contra el cancer antes, simultaneamente o después de someterse a la
eliminacion extracorpérea de exosomas. Dicha vacuna contra el cancer se puede usar para estimular la respuesta
inmunitaria a los antigenos que se encuentran exclusivamente en el tumor, a los antigenos que se encuentran en los
tejidos no malignos, pero a mayor concentracién en el tumor, o los antigenos cuya presencia se requiere para la
funcionalidad tumoral. En una realizacion especifica de la invencion, la vacunacion tumoral se realiza en péptidos,
polipéptidos, glicoproteinas, peptidomiméticos o combinaciones de los mismos. La vacunacion tumoral se puede
realizar en el contexto de una terapia celular, como, por ejemplo, la administracion de células dendriticas que se
pulsan con antigenos tumorales o lisados tumorales. Las vacunas tumorales se conocen cominmente en la técnica
y se describen en las siguientes revisiones (60-64). Los ejemplos de antigenos tumorales que se pueden usar en la
practica de la presente invencion incluyen CDK4/ma MUM-1/2, MUM-3, Miosina/m, Redox-perox/m, MART-2/m,
Actina/4/ma, ELF2-M, CASP-8/ma, HLA-A2R170J, HSP70-2/ma, CDKN2A, CDC27a, TPI, LDLR/FUT
Fibronectina/m, RT-PTP-K/ma, BAGE, GAGE, MAGE, telomerasa, y tirosinasa, y sus fragmentos.

En una realizacion especifica, una paciente con cancer de ovario se selecciona para el tratamiento con vacunacion
contra el cancer. Dicho plasma de la paciente se evalla en cuanto al contenido exosémico con base en los métodos
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que se conocen en la técnica, como se describe, por ejemplo, en el siguiente estudio (65). En un método especifico,
se realiza el siguiente procedimiento: el plasma que se trata con ETDA se purifica de la sangre periférica mediante
centrifugacion a 500 g durante media hora. La separacién de los desechos celulares se realiza mediante una
segunda centrifugacion a 7.000 g durante media hora adicional. Los exosomas se recogen posteriormente mediante
centrifugacion a 100.000 g durante 3 horas, que se sigue de un paso de lavado en PBS en las mismas condiciones.
Usando este procedimiento, se detectan aproximadamente 0,5-0,6 ug/ml de proteina exosémica de voluntarios
sanos como se visualiza mediante el ensayo de Bradfort (Bio-Rad, Hercules, CA) (66). En contraste, el plasma de
los pacientes con cancer contiene tipicamente un rendimiento exosémico mas alto, que oscila entre 200 y 500 ug/ml.
Esto esta de acuerdo con los estudios que describen altas concentraciones de "vesiculas de membrana" que se
encuentran en circulacion sistémica en pacientes con cancer (65). Para la practica de la invencion, se seleccionan
pacientes con alto contenido exosémico en comparaciéon con voluntarios sanos. Por ejemplo, se pueden tratar
mediante la invencién los pacientes con contenido exosdmico por encima de dos veces la concentracién de
exosomas en voluntarios sanos. En otra realizacion, se tratan pacientes con contenido exosémico 10 veces mayor
que el contenido exosdmico de voluntarios sanos. En otra realizacién de la invencion, los pacientes con mayor
contenido exosémico que los voluntarios sanos que tienen apoptosis espontanea de células T se seleccionan para el
tratamiento. Los protocolos para la evaluacion de la apoptosis espontanea de células T se conocen en la técnica y
se describen, por ejemplo, por el grupo de Whiteside (67). La evaluacidon de la actividad inmunosupresora del
exosoma se puede cuantificar mediante el cultivo de exosomas purificados del plasma del paciente con una linea de
células T que expresan Fas, tal como el clon Jurkat E6.1 (ATCC Manassas, VA). Estas células se pueden cultivar en
condiciones estandar usando el método que describe Andreola et. al. (52) con el fin de desarrollar un ensayo
estandarizado. En resumen, se siembran 10%/ml de células Jurkat en placas de 24 pocillos con FBS RPMI 1640 al
10% y se cultivan conjuntamente con concentraciones crecientes de exosomas de voluntarios sanos, asi como
pacientes con cancer. La apoptosis de células Jurkat se puede cuantificar mediante la evaluacion de la tincién con
anexina-V usando citometria de flujo.

Los pacientes que muestran nimeros elevados de exosomas y/o células T apoptoticas, y/o que poseen exosomas
capaces de inducir la apoptosis de células T se seleccionan para la eliminacién extracorpérea de dichos exosomas.
En una realizacion preferida, la sangre patentada se pasa por un circuito extracorpéreo durante un tiempo suficiente
para reducir sustancialmente la carga de exosomas. La reduccion de la carga de exosoma se cuantifica como se
describe anteriormente. Se puede establecer una correlacién entre la concentracion de exosomas y la apoptosis
espontanea de células T. Cuando se logra la reduccién de la concentracion de exosomas en el plasma vy la
apoptosis espontanea de células T, dicho paciente se puede inmunizar con una vacuna tumoral. Alternativamente, a
los pacientes se les puede realizar una eliminacion de exosomas sin inmunizacién con una vacuna tumoral para
permitir que se activen las respuestas antitumorales endégenas. Alternativamente, los pacientes se pueden tratar
con un inmunoestimulador no especifico, dicho inmunoestimulador puede ser una molécula pequefia (por ejemplo,
dipéptido muramilo, timosina, guanosina 7,8 disustituida, imiquimod, lipopolisacérido desintoxicado, isatoribina o
alfa-galactosilceramida), una proteina (por ejemplo, IL-2, IL-7, IL-8, IL-12, IL15, IL-18, IL-21, IL-23, IFN-a, b, g,
TRANCE, TAG-7, CEL-1000, complejos de la pared celular bacteriana, o LIGHT), o un acido nucleico inmunogénico
(por ejemplo, ARN interferente corto que se dirige al ARNm de proteinas inmunosupresoras, oligonucleétidos CpG,
Poly IC, oligonucleétidos no metilados, plasmido que codifica moléculas inmunoestimuladoras, o ADN purificado con
cromatina). Dichos inmunoestimulantes no especificos se conocen en la técnica y en algunos casos ya estan en uso
clinico. Dichos inmunoestimulantes no especificos en uso clinico incluyen interleucina-2, interferon gama, interferén
alfa, BCG o ciclofosfamida de dosis baja.

En otra realizacion, la eliminacidon extracorpérea de exosomas se realiza junto con la quimioterapia con el fin de
activar la supresion inmunitaria que los exosomas causan, mientras que al mismo tiempo permite que dicha
quimioterapia realice funciones inhibitorias directas del tumor. Alternativamente, la eliminacion extracorpérea de
exosomas se puede usar para eliminar el aumento de exosomas que la muerte de células tumorales causa durante
el uso de quimioterapia. Se conocen en la técnica numerosos tipos de quimioterapias que se pueden usar en el
contexto de la presente invencion, que incluyen: agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida
(CYTOXAN™); sulfonatos de alquilo tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas como benzodopa,
carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilaminasas que incluyen altretamina, trietilenemelamina,
trietilenfosforamida, trietilenotiofosforamida y trimetilolomelamina; mostazas nitrogenadas, tales como clorambucil,
clomafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de mecloretamina,
melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas tales como
carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibidticos, como aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicina, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carminicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina,
epirubicina, esorubicina, iaduricibina, marcellomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas,
peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; antimetabolitos como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido
félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de la purina tales como fludarabina,
6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de la pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5FU; andrégenos tales como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenales tales como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; rellenador de acido félico, tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida;
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acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucil; bisantreno; edatraxato; defofamina demecolcina diazicuona;
elfornitina; acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidamina; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; acido podofilinico; 2-etilhidracida;
procarbazina; PSK®; razoxano; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina;
uretano; vindesina; dacarbazina; manustustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinosida
("AraC"); ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.) y docetaxel (TAXOTERE® Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucil; gemcitabina; 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino;
etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona;
tenipdsido; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilomitina (DMFO); acido retinoico; esperamicinas; y capecitabina.

En una realizacién, la frecuencia y la duracién del tratamiento extracorpoéreo se realizan con base en la cantidad de
tiempo (o volumen de sangre) necesario para la reduccion de la concentracion exosdmica a un nivel significativo que
se correlaciona con la reduccion de la apoptosis espontanea de células T. En una realizacion, una reduccion de la
apoptosis espontanea de células T en aproximadamente un 20% en comparacion con los valores de tratamiento pre-
extracorpdreo se juzga como suficiente. En otra realizacién, una reduccion de la apoptosis espontanea de células T
en aproximadamente un 50% en comparacion con los valores de tratamiento pre-extracorpéreo se juzga como
suficiente. En otra realizacion, una reduccién de la apoptosis espontanea de células T en aproximadamente el 90%
en comparacion con los valores de tratamiento pre-extracorpéreo se juzga como suficiente.

Aunque la evaluacion de la apoptosis espontdnea de células T se usa en algunas realizaciones para juzgar la
frecuencia y/o el tiempo y/o el volumen de sangre necesario para el tratamiento extracorpéreo, se pueden usar otros
medios para medir las respuestas inmunitarias. Por ejemplo, la restauraciéon de la produccion de citoquinas (68), la
proliferacion de células T (69) o la expresion de la cadena TCR-zeta (70) se conocen en la técnica y se describen en
las referencias.

Un experto en la técnica apreciara que estos métodos y dispositivos se adaptan y se pueden adaptar para llevar a
cabo los objetos y obtener los fines y ventajas que se mencionaron, asi como los inherentes a los mismos. Los
métodos, procedimientos y dispositivos que se describen en este documento son de ejemplo y no pretenden ser
limitaciones en el alcance de la invencion. A los expertos en la técnica se les ocurriran cambios en la misma y otros
usos que se incluyen dentro del espiritu de la invencién y se definen mediante el alcance de la divulgacion.

Ejemplos

Existen numerosos métodos de conjugacion de anticuerpos con sustratos que se usan para empaquetar el Cartucho
de Fibra Hueca. En los ejemplos, la unién de proteinas y otros agentes de unién quimicos se realiza generalmente
usando variaciones de las técnicas de glutaraldehido que Ambrus y Horvath describen en la Patente de los Estados
Unidos N° 4,714,556.

Ejemplo 1
Preparacion de GNA que se Acopla Covalentemente a la Agarosa usando Bromuro de Ciandgeno

Se us6 agarosa activada con bromuro de ciandgeno (CNBr) para el acoplamiento directo de acuerdo esencialmente
con Cuatrecasas, et. al. (Cuatrecasas, Wilchek y Anfinsen, Proc Natl Acad Sci USA 61(2): 636-643, 1968). En
resumen, se agrega 1 ml de GNA a una concentracion de 10 mg/ml en 0,1 M de NaHCOs pH 9.5 a 1 ml de agarosa
activada con CNBr (Sigma, St. Louis, MO) y se deja reaccionar durante la noche en el frio. Se debe tener cuidado de
mantener un pH alcalino para evitar la posible liberacion de gas HCN. Cuando se completa la reaccién, se aspiran
los materiales que no han reaccionado y la agarosa que se acopla a lectina se lava extensamente con PBS frio
estéril. La matriz de afinidad de lectina agarosa se almacena en frio hasta que esté lista para su uso.
Alternativamente, la agarosa GNA esta disponible comercialmente en Vector Labs (Burlingame, CA).

Ejemplo 2

Preparacion de un Anticuerpo que se Acopla Covalentemente a Perlas de Vidrio a través de la base de Schiff y la
Reduccion con Cianoborohidruro

La matriz de afinidad se preparé mediante una modificacion del método de Hermanson (Hermanson, Bioconjugate
Techniques: 785, 1996). El anticuerpo monoclonal anti-VIH se disolvié en una concentracion de proteina final de 10
mg/ml en 0,1M de borato de sodio, pH 9,5, se agrega a las perlas de vidrio de silice derivatizadas con aldehido
(BioConnexant, Austin, TX). La reaccién es mas eficiente a pH alcalino, pero tendra un pH de 7-9 y se realiza
normalmente con un exceso de proteina de 2 a 4 veces en los sitios de acoplamiento. A esta mezcla se le afiaden
10 ul de 5M de NaCNBH3s en 1N de NaOH (Aldrich, St Louis, MO) por ml de reaccién de acoplamiento y la mezcla se
deja reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Al final de la reaccion, el aldehido que queda sin
reaccionar sobre las superficies de vidrio se cubre con 20 ul de etanolamina 3M pH 9.5 por ml de reaccion. Después
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de 15 minutos a temperatura ambiente, la solucion de reaccion se decanta y las proteinas no unidas y los reactivos
se eliminan lavando extensamente en PBS. La matriz se almacena en el refrigerador hasta que esté lista para su
uso.

Ejemplo 3

Preparacion de un Anticuerpo Especifico al Exosoma que se Acopla Covalentemente al Chromosorb (Tierra de
Diatomeas) Usando Glutaraldehido

La preparacion de tierra de diatomeas aminada se lleva a cabo usando y-aminopropil trietoxisilano (GAPS) (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) y malla Chromosorb 60/80. Aunque se pueden usar otros grados de tierra de diatomeas, a
menudo se usa Chromosorb de este tamafio de malla (200-300 micrones de diametro) para evitar que particulas
pequefias entren en la muestra a través de los tamafos de poro mas grandes disponibles que se encontraron en
cartuchos de fibra hueca que se usaron para la separacién de plasma (~0,5 micras).

Se prepar6 Amino Chromosorb mediante suspension en un exceso de solucién acuosa al 5% de GAPS en una
reaccion durante la noche. EI Chromosorb aminado se lavd con agua y etanol sin exceso de reactivo y se seco
durante la noche en un horno de secado para producir un polvo blanquecino. Luego se suspendié un gramo de polvo
en 5 ml de glutaraldehido al 5% (Sigma) por 30 minutos. El exceso de glutaraldehido se elimind mediante filtracion y
se lavé con agua hasta que no quedo ningun aldehido detectable en el lavado usando el reactivo de Schiff (Sigma
Chemical). La torta de filtracion se volvié a suspender luego en 5 ml de tampdn de acoplamiento de borohidruro de
Sigma que contenia 2-3 mg/ml del anticuerpo y se dej6 que la reaccién transcurriera durante la noche a 4 grados C.
Al final de la reaccion, se lavd el exceso de anticuerpo y el aldehido restante reaccioné con la etanolamina como se
describe. Después del lavado final en PBS estéril, el material se almacené en frio hasta que estuvo listo para su uso.

Ejemplo 4

Preparacion de un Anticuerpo Especifico al Anti-Ligando Fas que se Acopla Covalentemente a Perlas de Poliacrilato
Usando Glutaraldehido y Azida

Se disuelve el anticuerpo anti-Ligando Fas (ratéon antihumano NOK-1 como lo describe Kayagaki et. al. en la Patente
de los Estados Unidos N° 6,946,255) en una concentracion de 50-200 mg/ml con albumina de suero humano en un
medio acuoso tamponado con fosfato de pH 7.0. Se agrega glutaraldehido a una concentracion de 0,05-10% a la
solucion que luego se incuba por 1-24 horas, pero preferiblemente 12 horas, a 4 grados C. El exceso de
glutaraldehido que permanece en la mezcla de reaccidén se elimina mediante la adicion de glicina, u otros
compuestos adecuados que se conocen en la técnica, para la solucion al final de la incubacién. Esta solucion se
diafiltra luego a través de una membrana que tiene un valor retentivamente minimo de 500.000 de peso molecular.
El producto portador de anticuerpos diafiltrados se disuelve en solucién salina o fluido de dialisis. Para obtener un
polimero reactivo que actie como un sustrato para dicho anticuerpo anti-Ligando Fas, las perlas de polimero de
acido poliacrilico (# 1 micras de diametro) se activan mediante el procedimiento de azida (51). Las relaciones de
anticuerpo a poliéster reactivo se seleccionan para evitar una reaccion excesiva. Si esta relacion se ajusta
adecuadamente, el espaciamiento del anticuerpo a lo largo de la cadena del polimero permitirda una unién del
anticuerpo con el antigeno que se encuentra en la microvesicula sin impedimentos estéricos adversos y se pretende
que el conjugado del anticuerpo permanezca soluble.

Dichos conjugados de anticuerpos anti-Ligando Fas se cargan posteriormente en un cartucho de filtro de fibra
hueca, en el exterior de dichas fibras huecas. Luego se sellan los puertos de llenado externos. Esto permite el paso
de los componentes de las células sanguineas a través del lumen de dichas fibras huecas. El plasma sanguineo que
contiene las microvesiculas, circula y se difunde a través de los poros en las fibras huecas en el espacio extraluminal
donde entra en contacto con los conjugados del anticuerpo-poliacrilato. El plasma que se trata en el interior del
cartucho se vuelve a difundir hacia la circulacién general, dejando que las microvesiculas se unan al anticuerpo anti-
Ligando FAS insolubilizado.

Ejemplo 5

Tratamiento del Paciente Usando un Anticuerpo Especifico Anti-Ligando Fas que se Acopla Covalentemente a
Perlas de Poliacrilato del Ejemplo 4

Un paciente con cancer colorrectal no extirpable en etapa IV presenta una capacidad suprimida para producir
interferén gama posterior a la estimulacién ex vivo con anti-CD3 de células mononucleares de sangre periférica. Con
el fin de eliminar la capacidad de la respuesta inmunitaria de dichos pacientes para producir interferén gama, dicho
paciente se trata con un dispositivo extracorpéreo capaz de eliminar microvesiculas que contribuyen, al menos en
parte, a la produccion suprimida de interferon gama. Dicho dispositivo médico se fabrica como en el Ejemplo 4:

El filtro de fibra hueca modificado se conecta a una maquina de dialisis venovenosa y se conecta a la circulacion de
dicho paciente por un periodo de tiempo necesario para eliminar las microvesiculas que se asocian a la supresion de
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la produccioén de interferon gama. El acceso vascular se obtiene a través de un catéter de doble lumen en la vena
subclavia o femoral. Para esta aplicacion especifica, el hemofiltro de fibra hueca se conecta a una bomba de rodillo
de sangre de flujo controlado, la tasa de flujo de sangre (Q») se establece en 100 a 400 ml/min, (mas preferiblemente
a 200 a 300 ml/min, dependiendo de la estabilidad cardiovascular del paciente). El circuito de didlisis se mantiene en
anticoagulacion con una infusién continua de heparina en la extremidad aferente. El tiempo de coagulacién activado
(ACT) se mide cada hora, y la infusién de heparina se ajusta para mantener el ACT entre 160 y 180 segundos. Dicho
paciente se monitoriza con base en la concentracion de microvesiculas que expresan el Ligando Fas en circulacion,
asi como mediante la capacidad de dichos linfocitos del paciente para producir interferén gama en respuesta a la
estimulacion mitogénica o de anticuerpos.

Tras el aumento de la produccién de interferébn gama, a dicho paciente se le puede administrar una vacuna tumoral
con el objetivo de estimular especificamente al antigeno respuestas inmunitarias del huésped en un entorno propicio
a la eliminacion inmunomediada de los tumores primarios y/o metastasicos.

Ejemplo 6
Eliminacién de Exosomas de la Sangre Usando Plasmaféresis

La eliminacion selectiva de exosomas de la sangre se puede lograr usando plasmaféresis combinada con captura
por afinidad usando cualquiera de las matrices que se describen en los Ejemplos 1-5. La plasmaféresis se realiza
usando sea métodos de separacién centrifuga o de separacion de plasma por fibra hueca. El circuito sanguineo se
mantiene en anticoagulacién con una infusidn continua de heparina en la extremidad aferente. El tiempo de
coagulacioén activado (ACT) se mide cada hora, y la infusion de heparina se ajusta para mantener el ACT entre 160 y
180 segundos.

El plasma que se obtiene del paciente se puede descartar y reemplazar con una combinacion de solucién salina
normal y plasma fresco de donantes sanos (es decir, intercambio de plasma). Alternativamente, el plasma que
contiene las microvesiculas se puede bombear a 60-100 ml/min sobre la matriz de afinidad que captura los
exosomas. El plasma eliminado se puede volver a infundir en el paciente. Se ha descrito un sistema similar (la
columna Prosorba) para la eliminacion de complejos de inmunoglobulina de pacientes con artritis reumatoide
resistente a medicamento (71, 72). La eliminacion de las microvesiculas se puede monitorizar con base en la
concentracion de microvesiculas que expresan el ligando Fas que permanece en circulacion.

Ejemplo 7
Acoplamiento Directo de un Aptamero Especifico para Exosomas Tumorales a las Fibras Huecas

En dispositivos que se basan en fibra hueca, se obtiene un contacto mas intimo con la sangre mediante el
acoplamiento directo del agente de captura a las fibras huecas. Los aptameros son piezas cortas de ADN sintético y
sus derivados quimicos que se unen a antigenos especificos (es decir, anticuerpos de ADN). El proceso para
generar aptameros se describe en detalle en la Patente de los Estados Unidos N° 5,567,588 (1996; expedida a Gold
et. al.). En este ejemplo, se describe el aislamiento de aptameros de ADN especificos de la proteina del Ligando Fas
y la produccidon de matrices de afinidad de aptamero que se acopla a fibra hueca. La proteina del Ligando Fas
purificada se acopla quimicamente a la agarosa usando la agarosa Amino-Link (Pierce Chemical Co.). El Gel de
Acoplamiento AminoLink es un soporte al 4% de agarosa entrecruzado, que se activa para formar grupos
funcionales aldehido que desarrolla un enlace estable, en forma de una amina secundaria, entre el gel y la proteina
con eficiencias de acoplamiento de 85% entre pH 4-10. En este ejemplo, se aplican 2 ml de proteina del Ligando Fas
(1 mg/ml en tampdn de acoplamiento) al gel AminoLink por 7 horas a 4 grados C. Luego, la proteina sin reaccion se
lava con 25 volumenes de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y el material de producto se almacena en
frio hasta su uso.

A continuacién, se preparan oligonucledtidos de ADN, tipicamente de 80 nucleétidos de largo, que contienen los
siguientes elementos. Primero, un sitio cebador de PCR de 20 nucleétidos en los extremos 5' y 3' y un segmento de
40 bases en el medio de la molécula que se prepara con una mezcla aleatoria de bases. Esto genera una gran
cantidad de especies de ADN de las cuales se puede seleccionar el aptamero especifico (es decir, el anticuerpo de
ADN). ElI ADN capaz de unirse selectivamente a la proteina objetivo del Ligando Fas se selecciona luego mediante
multiples rondas de union al Ligando Fas inmovilizado que se intercala con la amplificacion de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) sobre los fragmentos recuperados. El material final con alta selectividad para el Ligando Fas
se puede clonar y secuenciar para obtener una secuencia de consenso. Las copias de la secuencia de consenso se
sintetizan luego quimicamente con los grupos amino terminales 5' o 3' y se acoplan a una fase soélida tal como se
describe en el Ejemplo 3.

En este ejemplo especifico, el aptamero especifico al FasL que se sintetiza quimicamente, que contiene una amina
terminal se debe acoplar directamente a las fibras huecas de polisulfona in situ en un cartucho separador de plasma.
Para lograr esto, el cartucho se expone primero a una solucion de 4% de albumina de suero humano (HSA) que
reacciona durante la noche a 4 grados C. La HSA que se adsorbe luego se entrecruza con glutaraldehido. El exceso
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de glutaraldehido se lava brevemente con agua. Luego, el cartucho se llena con tampdn de acoplamiento de
cianoborohidruro Sigma que contiene 2-3 mg/ml del aptamero FasL aminado y se hace reaccionar durante la noche
a 4 grados C. Al final de la reaccion, se lava el exceso de aptamero y el aldehido remanente sin reaccion, reacciona
con la etanolamina. Después del lavado final en PBS estéril, el cartucho se secé en aire estéril, se empaqueto y se
esterilizé usando irradiacién gama (25-40 kGy) y se almacend en un area fresca y oscura hasta que estuvo listo para
SuU USoO.

Los expertos en la técnica reconocen que los aspectos y realizaciones de la invencién que se exponen en el
presente documento se pueden practicar por separado o conjuntamente entre si. Por lo tanto, las combinaciones de
realizaciones separadas estan dentro del alcance de la invencion como se describe en el presente documento.
Todas las patentes y publicaciones que se mencionan en la memoria son indicativas de los niveles de los expertos
en la técnica a los que pertenece la invencion. De este modo, por ejemplo, en cada caso en el presente documento,
cualquiera de los términos "que comprende", "que consiste esencialmente en" y "que consiste en" se puede
reemplazar con cualquiera de los otros dos términos. Los términos y expresiones que se han empleado se usan
como términos de la descripcion y no de la limitacién, y no hay ninguna intencion de que el uso de tales términos y
expresiones indique la exclusiéon de equivalentes de las caracteristicas que se muestran y describen o partes de las
mismas. Se reconoce que son posibles varias modificaciones dentro del alcance de la presente invencién. De este
modo, se debe entender que, aunque la presente invencion se ha divulgado especificamente mediante realizaciones
preferidas y caracteristicas opcionales, los expertos en la técnica pueden recurrir a la modificacion y variacion de los
conceptos que se describen en el presente documento, y que tales modificaciones y variaciones se consideran estar
dentro del alcance de esta invencién como se define mediante las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo médico para la eliminacién de particulas microvesiculares inmunosupresoras de la sangre entera o
un componente de la misma, comprendiendo dicho dispositivo:

a) un conducto de admision a través del cual entra la sangre entera o un componente de la misma;

b) un agente capaz de unirse y eliminar particulas microvesiculares inmunosupresoras que se encuentran dentro de
dicha sangre o componente de la misma, en el que dicho agente comprende una lectina y dicho agente esta
configurado para poner en contacto dicha sangre o componente de la misma;

c) un sistema para la reintroduccién de la sangre contactada o componente de la misma en un sujeto, a través del
cual dicha sangre contactada o componente de la misma se reintroduce en condiciones fisioldgicamente aceptables,
dicha sangre contactada o componente de la misma contiene sustancialmente menos particulas microvesiculares
inmunosupresoras en comparacion con la sangre entera o el componente de la misma que entra en el conducto de
admision; y

d) un agente adicional capaz de unirse a particulas microvesiculares inmunosupresoras seleccionadas de un grupo
que consiste en: a) un anticuerpo; b) una proteina; ¢) un aptamero; d) una superficie que restringe selectivamente
del paso las microvesiculas, y €) una superficie con adhesion selectiva a las microvesiculas.

2. El dispositivo médico de la reivindicacién 1, en el que dicho agente rodea una pluralidad de membranas porosas
de fibra hueca que tienen un diametro de lumen de tamafio suficiente para permitir el paso de células sanguineas a
través del lumen, y un diametro de poro de tamafo suficiente de los poros en el lado de filtro de fibra hueca para que
las microvesiculas salgan, mientras que no permite que salgan las células sanguineas.

3. El dispositivo médico de la reivindicacion 1, en el que el agente esta unido a una pluralidad de perlas.

4. El dispositivo médico de la reivindicacién 3, en el que las perlas tienen un intervalo de tamafio mayor que los
poros de las fibras huecas.

5. El dispositivo médico de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la lectina se selecciona del grupo que consiste en
GNA, NPA, Conconavalina A, cianovirina y fitohemaglutinina.

6. El dispositivo médico de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo tiene una especificidad por una proteina o un
complejo proteico seleccionado del grupo que consiste en el ligando Fas, MHC I, MHC Il, CD44, fosfatasa alcalina
placentaria, TSG-101, un complejo de péptidos del MHC I, un complejo de péptidos del MHC Il y una proteina
presente en el exterior de las microvesiculas que contribuyen a la supresion inmunitaria encontrada en un paciente
con cancer.

7. El dispositivo médico de la reivindicacion 1, en el que la proteina se selecciona del grupo que consiste en Fas,
Receptor de células T, extractos de proteinas aislados de células T, extractos de proteinas aislados de células
dendriticas y proteinas que se conoce poseen afinidad por las proteinas de unién encontradas en las microvesiculas
que se asocian a la supresion inmunitaria.
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